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INTRODUCTION

L'hydrolyse d'une fonction amide est un processus d'importance
fondamentale en biochimie. Elle sert de modeéle a la décomposition des protéines

en des unités simples avec l'intervention en général de nombreuses enzymes.

L'hydrolyse d'amides ne peut avoir lieu qu'en milieu acide ou basique. les
ions H30O" ou OH- servant de catalyseurs au processus de rupture de la liaison
amide C-N. Dans les milieux biologiques. les chaines de polypeptides sont
hvdrolysées grace a l'intervention de diverses enzymes parmi lesquelles les
metallo-peptidases et notamment celles qui contiennent du Zinc jouent un role
trés important. Dans les métallo-peptidases. 1'ion active le groupement carbonyle
de I'amide en tant qu'acide de Lewis. contrairement aux protéases a serine qui
utilisent un résidu serine du site actif pour attaquer l'atome de carbone de la

l1aison amide et former un complexe tétraédrique.

Malgré I1'importance de cette réaction. son meécanisme est encore
relativement mal connu. Nous verrons dans les chapitres qui suivent qu'il existe

un certain nombre de travaux théoriques sur ce sujet mais qu'il reste néanmoins

des aspects importants qui ont été peu explorés.

L'objectif de cette thése est justement d'étudier avec le plus de détails
possible le mécanisme de la réaction d'hydrolyse d'amides en incluant les effets
de I'environnement moléculaire. Nous avons tout particuliérement analysé les
mécanismes dits assistés. Dans ces mécanismes, nous ajoutons une molécule
d'eau supplémentaire servant a I'hydrolyse. Les propriétés chimiques du dimeére,
acidité, basicité, sont suffisamment différentes de celles de la molécule d'eau
pour qu'il y ait un effet stabilisant tout a fait remarquable des états de
transition impliqués. On parlera de catalyse bifonctionnelle. Bien entendu, la
diminution d'entropie défavorise les mécanismes assistés. Ce type de mécanisme
a été analvsé dans le cas d'autres réactions mais nous l'avons abordé pour la

premiére fois dans le cas de I'hydrolyse d'amides.




Nous avons du faire appel a des nombreuses techniques de calcul car nous
avons vouiu étudier ces processus dans des situations trés différentes, allant de
la réaction de la molécule de formamide avec une molécule d'eau a celle d'un
processus d'hydrolyse cataiysé par la thermolysine. une endo-peptidase a zinc.
Nous avons essayé de retenir le schéma de calcul le plus poussé possible ce qui

est évidement fonction de la taille du systeme a étudier.

L'étude de I'hydrolyse du formamide non-catalysé ou catalysé par H3O' a
eté abordé a l'aide des méthodes ab initio. En revanche, 1'étude d'un processus
catalysé par un modéle quantique simpie de la thermolysine a été traité au
niveau semi-empirique et DFT (Density Functional Theory). La qualité des
calculs semi-empiriques et DFT a été discutée dans un chapitre que nous avons

consacré a la comparaison de ces résultats avec ceux obtenus a un niveau ab initio

pousseé.

Nous avons enfin abordé I'étude plus complexe d'une réaction d'hydrolyse
catalysée par la thermoiysine. Ce systéme comporte quelques 5000 atomes et
l'emploi d'une méthode purement quantique était bien évidement hors de
question. L'utilisation de Ia mécanique molécuiaire s'avére extrémement utile
pour traiter ce type de molécuies mais présente l'inconvénient de mal représenter
les états de transition et d'étre donc mal adaptée a 1'étude de réactions
chimiques. Notre choix s'est porté sur une méthode mixte quantique/classique
(QM/MM) développée dans notre laboratoire. Cette méthode permet de diviser le
svstéme en deux sous-systémes, l'un décrit par une méthode quantique, la
méthode semiempirique AM1 dans le cas présent, I'autre par un champ de force
classique. La principale difficulté de cette technique consiste a couper les liaisons
a la frontiére des deux sous-systemes sans que cela produise des effets de bord
trop importants. La méthode fait usage d'un ensemble d'orbitales localisées sur

les atomes frontiéres dont certaines sont gelées.

Il n'a pas été possible naturellement d'examiner tous les mécanismes
d'hydrolyse. En fait, notre travail est focalisé sur la comparaison des mécanismes
assistés et non-assistés. L'étude de ces mécanismes pour l'ensemble de réactions
étudiées nous a permis cependant d'aboutir a des conclusions stires a propos de
cet aspect fondamental de I'une des plus importantes réactions biochimiques.
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Méthodologie de calcul

1 - Méthodes de la mécanique quantique

L’étude des systémes multiélectroniques dépend des solutions de
I'équation de Schrodinger, qui, pour des états stationnaires s’écrit sous la

forme :

Hy = Ey (1)

En nous plagant dans le cas ou les électrons sont considérés comme

étant non-relativistes, nous pouvons écrire ’hamiltonien H selon :

H=Tn+ Te+ Ven + Vee + Van

ou Ty et T. représentent I'énergie cinétique des noyaux et des électrons
respectivement et V.n, Ve et Vyn sont les termes d’énergie potentielle,
d’attraction électrons-noyaux, de répulsion entre les électrons et de

répulsion entre les noyaux respectivement.

Chapitre iI: Méthodologie de calcul. 1



Nous pouvons simplifier cette expression en appliquant
I'approximation de Born-Oppenheimer !. Elle est fondée sur le fait que la
masse des noyaux peut étre considérée comme infinie devant celle des
élect: .ns. Le mouvement de ceux-ci est alors beaucoup plus rapide que celui
des noyaux. On peut alors considérer ces derniers fixes dans 'espace par
rapport aux électrons. Dans cette approximation, le terme VNN est
considéré comme un parametre. Nous pouvons donc définir un hamiltonien

électronique :
He=Te+ VeN + Vee
ou bien, en unités atomiques, le développement des différents termes de

I’hamiltonien électronique mene a I'expression suivante :

M

N Zx N N 1
TR 2
j i<

He = -

__[\42

1
2

ou les indices 1 et j se rapportent aux N électrons du systeme alors que K est
relatif aux M noyaux.

La fonction d’onde électronique, fonction propre de 'hamiltonien H,, est
en général construite sur la base d'un produit d’orbitales moléculaires,
fonctions monoélectroniques. Ce formalisme est connu sous le nom
d’approximation orbitale. Selon l'approximation LCAO (Linear
Combination of Atomic Orbitals), ces orbitales sont développées sur une

base finie d’orbitales atomiques.

En accord avec le principe de Pauli, la fonction d’onde du systeme peut

se mettre sous la forme d'un déterminant de Slater :

—_

z

ou yu est une spinorbitale, c’est a dire une orbitale moléculaire multipliée

par une fonction de spin o ou §.

Chapitre I: Méthodologie de calcul. 2



1.1.-Calculs ab initio

1.1.1. Méthode Hartree-Fock

Reprenons la fonction d'onde multiélectronique décrite précédemment,
c’est a dire construite a partir dun déterminant de Slater de n spinorbitales,
que nous pouvons également noter ¥ =|y,....... KK eeennees Xn|- Lhamiltonien

électronique He nous permet de calculer I'énergie E :

E = Z(xk<1>1HC<1>lxk<1>>+
ZZKXK )xi(2

k >k 12

;‘1— Xk(Q)XI(UH

le )x(2 )> —<Xk (Mxi(2)

La fonction d’onde multiélectronique qui minimise cette énergie peut-étre
approchée en cherchant les spinorbitales solution des équations de Hartree-

Fock? :

FXk = €kXk

V/‘
2 — (1

ou

H¢(1) est 'hamiltonien de cceur relatif a un électron, qui comprend I'énergie
cinétique et I'énergie d’attraction de 1’électron par les noyaux. J et K sont
respectivement les opérateurs coulombien et d’échange.

Les solutions de I'équation de Hartree-Fock seront obtenues a partir
d’'un calcul variationnel self-consistant (SCF). Deux formalismes sont
possibles. Si P'on utilise la méme fonction d’espace pour les électrons o et B,
on se place dans le cadre Hartree-Fock3 restreint (RHF). Si on léve cette

contrainte, nous parlerons de formalisme UHF.

Dans la pratique, 1l est difficile de calculer les intégrales
multicentriques liés au terme de répulsion électronique sur une base
d’orbitales de type Slater4 (STO). on préfére utiliser un développement sur
une base de fonctions gaussiennes dont la partie exponentielle est de la

Chapitre I: Méthodologie de calcul. 3



forme e-or? Ainsi, on peut raméner le calcul des intégrales de répulsion
électronique a un calcul analytique d'intégrales monocentriques. Il faut
noter que les fonctions gaussiennes ont la particularité de posséder une
dérivée nulle pour r=0, ce qui ne permet pas de représenter correctement
I'énergie potentielle électron-noyaux et la répulsion électronique au
voisinage des noyaux. Cependant, les fonctions gaussiennes sont bien
adaptées aux orbitales de Slater dans la région interatomique ou ont lieu la
plupart des phénoménes chimiques et sont donc a méme de rendre compte

de nombreuses propriétés moléculaires.

L’approximation orbitale a également ses limites. Elle stipuie que
chaque électron est décrit par une fonction qui ne contient pas les
coordonnées des autres électrons, ce qui est en accord avec le fait que la
probabilité de présence des électrons dans un méme élément de volume est
faite de deux événements indépendants. La répulsion coulombienne rend
effectivement peu probable la possibilité de trouver deux électrons dans une
petite région de 'espace mais 'approximation orbitale ne permet pas de
prendre en compte l'existence de la corrélation qui existe entre les
mouvements des différents électrons. L’énergie calculée a alors une valeur
nécessairement supérieure a la valeur exacte de I'énergie. Lorsque le nombre
de fonctions de base tend vers I'infini, le calcul tend vers une limite appelée
limite Hartree-Fock. Celle-ci correspond a la valeur minimale de 1'énergie

1ssue du caicul variationnel pour une base compléte.

La différence entre ce résultat et le résultat exact non relativiste est
connue sous le nom d’énergie de corrélation. Pour dépasser cette limite,
plusieurs approches théoriques sont possibles. Nous les citons briévement

ensuite.

1.1.2. Energtie de corrélation

L’énergie de corrélation n'est pas prise en compte dans le cas de

I'approximation orbitale. Plusieurs méthodes sont susceptibles de palier a

cet inconvénient.

L’'interaction de configuration (CI) est la méthode qui permet la prise
en compte la plus compléte de la corrélation. Elle consiste a développer la
fonction d’onde sur la base des configurations électroniques ayant la méme

Chapitre I: Méthodologie de calcul. 4



symeétrie et le méme spin, construites a la suite d'un calcul SCF. Le nombre
de configurations croissant trés rapidement avec le nombre d’électrons ou
avec la taille de la base d’orbitales atomiques, on se limite assez vite dans

la pratique a appliquer cette méthode a de petites molécules.

Une autre fagon de procéder est de traiter la corrélation par des
méthodes perturbatives appiiquées sur la fonction d’onde SCF. On
développe ia fonction d’'onde dans l'espace des configurations. L’opérateur a
Pordre 0 est alors 'hamiltonien de Fock. Cette approche connue sous le nom
de Moller-Plesset et est trés utilisée en pratique. Elle est en général

conduite a l'ordre 2, 3 ou 4.

Il existe d’autres traitements possibles de la corrélation électronique dans
le cadre des méthodes ab initio mais elles sont moins utilisées et nous ne

les aborderons pas 1ci.

1.2. Calculs semi-empiriques

L’objectif commun de ces méthodes est de simplifier le schéma de
calcul, en réduisant le nombre d’intégrales a calculer, notamment les
intégrales biélectroniques multicentriques. On considére que les orbitales
moléculaires sont des combinaisons linéaires d’orbitales atomiques de
Slater décrivant les électrons de la couche de valence. Les électrons internes
ne sont pas considérés explicitement. Leur effet est simplement représenté
par 'utilisation d'une charge nucléaire effective. De plus, pour diminuer les
temps de calcul, on fait les approximations suivantes : la matrice des
intégrales de recouvrement est supposée étre diagonale dans la résolution
des équations SCF; toutes les intégrales biélectroniques, a trois ou quatre
centres sont supposées nulles et certaines intégrales biélectroniques a un ou
deux centres sont également négligées. D’autre part, on utilise quelques
parameétres de fagon a limiter le nombre d’entités a calculer.

Ces parameétres sont ajustables de facon a obtenir la meilleure
concordance avec des calculs ab initio ou avec I'expérience. Il est, entre autre
nécessaire de maintenir les principales interactions moléculaires et de

compenser les insuffisances de la méthode Hartree-Fock (énergie de

corrélation...)>

Chapitre I: Méthodologie de calcul. 5



Selon le mode de paramétrisation, différentes méthodes sont
disponibles. I'une des méthodes la plus simple, CNDO®¢ (Complete Neglect
Differential Overlap) tire son nom du fait que les recouvrements
différentiels sont complétement négligés. Néanmoins, les valeurs obtenues
pour les longueurs de liaison, les angles et les distributions de charges sont
acceptables. Mais par contre, les valeurs de I'énergie restent éloignées des
valeurs expérimentales. Les méthodes de type NDDO’7 (Neglect Diatomic
Differential Overlap) et MNDO’7 (Modified Neglect Differential Overlap)
sont basées sur des approximations moins poussées. Alors que le calcul des
énergies de formation, des constantes de force sont acceptables, elles ne
permettent pas de bien représenter les liaisons hydrogeéne. Les méthodes les
plus employées actuellement sont les méthodes AM18et PM39.10 qui sont
basées sur 'approximation MNDO mais ont été parametrées de telle fagcon

a en palier les défauts.

1.3. Théorie de la fonctionnelle de la densité

La théorie de la fonctionneile de la densité est basée sur deux

théorémes fondamentaux. Rappelons 'équation régissant ’hamiltonien :

1 N N N 1
H‘Z“—ZA1+ZZ—+8V(r})
29 Py N

ou v(rj) est un potentiel externe agissant sur l'électron j (par exemple le
potentiel di aux noyaux). Le premier théoréme di a Hohenberg-Kohn!!
établit que le potentiel est déterminé a une constante prés par la densité
électronique p(r). Si l'on connait cette densité, on connait également le
nombre d’électrons du systeme. D’aprés 'équation régissant 'hamiltonien,
nous pouvons déterminer Ia fonction d'onde de 1'état fondamental et toutes
les propriétés électroniques du systeme. Formellement, 'énergie apparait

alors comme une fonctionnelle de la densité.

Eylpl = Tlpl + VeNIpl + Veelp]

Chapitre I: Méthodologie de calcul. 6



Selon ces notations, T[p] est I’énergie cinétique, VoN[p] et Vee[p] sont les
contributions électron-noyau et électron-électron a I’énergie potentielle.

Nous pouvons scinder en deux parties le terme d'interaction électron-
électron, I'une de type non-classique, l'autre de type coulombien. Cette

derniére s'écrit :

_ (o) L
J(r)—2 r—r] drdr

Il représente la répulsion classique entre électrons Le terme non-classique
est une quantité trés importante qui représente ’énergie d’échange-

corrélation. Nous allons y revenir un peu plus loin.

Le deuxiéme théoréme di a Kohn-Sham 12 permet d’étendre le principe
variationnel a la densité électronique : pour une densité d’essai p(r), telle
que p(r) 2 0 et fp(r)dr =N, Eg<Ey[p] ou Ey[p] est la fonctionnelle de

I'énergie.

L’utilisation d'un schéma monoélectronique a conduit Kohn-Sham!? a

roposer une relation, a 'équati :
lation, analogue a I'équation de Hartree

[-%A +v(r)+vg (p(r) + vxc(p(r))]‘i’; =&

ou v(r) est le potentiel externe, v, le potentiel de répulsion coulombienne et
vie(p(r)) exprime le potentiel d’échange et de corrélation. Cet élément est

encore indéterminé. Il est alors nécessaire d'appliquer différentes
approximations pour l'expliciter. L'approximation densité locale de spin
(LDA) va nous permettre de le faire. Si p(r) varie suffisamment lentement,

nous pouvons €crire :

Exc [P] = Jp(r)exc (p(r))ar

£xc exprime l'énergie d'échange et de corrélation par particule d'un gaz
d'électron homogéne et de densité p(r). On peut alors écrire le potentiel

d'échange et de corrélation :
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d[p(r)eyc (p(r))]
dp(r)

Ve (p(r)) =

Une approximation équivalente peut permettre de généraliser

l'approximation LDA au spin polarisé.

Pour des études qualitatives, les potentiels de type Xo 13.14 ont été
souvent employés, mais ces potentiels s'averent insuffisant dans le cas de
systemes présentant des couches ouvertes ou des atomes métalliques. Les
potentiels VWN15 et PZ16 représentent la limite de 'approximation locale
et on considere alors que les erreurs résiduelles peuvent étre attribuées aux
effets non-locaux. Atteindre cette limite grice a ces potentiels n’apparait
pas étre plus colGteux que l'utilisation du simple potentiel Xo. Il reste
pourtant a dépasser cette limite afin de tenir en compte les effets non-

locaux inhérents aux systemes étudiés.

I1 faut signaler que dans un traitement LSD d'un systéme
monoélectronique, 1'énergie coulombienne n'est pas exactement annuiée par
I'énergie d'échange-corrélation. L.a fonctionnelle exacte décrivant 1'énergie
d'échange-corrélation annulerait les répulsions self-coulomb erronées. Afin
de tenir en compte cette erreur, on a mis au poini la méthode SIC dans
laquelle on effectue une soustraction de l'erreur seif-interaction, orbitale par
orbitale pour obtenir une énergie d'échange-corrélation corrigée. Au final,
cette correction améliore les énergie totales, d'échange et de corrélation.

Une voie permettant d’aller au dela de I'approximation locale décrite
plus haut nous est proposée par les méthodes de correction de gradient. Afin
de tenir en compte l'inhomogénéité de la distribution électronique, ces
méthodes effectuent un développement sur le gradient de la densité pour les
énergies d’échange et de corrélation. Plusieurs développements ont été
proposé pour la correction d’énergie cinétique pour le gaz d’électrons 17.
D’autre part, plusieurs types de corrections pour '’échangel8.19.20 ou pour la

corrélation?!.22 ont été proposés.

Des méthodes hybrides ont aussi été développées. Elles se basent sur
une combinaison de fonctionnelles d’échange non-local et 'échange Hartree-

Fock?3.

Chapitre I: Méthodologie de calcul. 8



De nombreuses études ont été faites dans le but de comparer ces
méthodes de la DFT avec des méthodes basées sur les formalismes HF ou
Moller-Plesset, utilisées depuis longtemps. Une étude sur différentes
réactions chimiques a été rapportée dans un article en 199024. Depuis, un
grand nombre d’études comparatives ont été faites, incluant méme des
comparaisons avec 'expérience 25 . De plus, des calculs récents ont montré
que les méthodes de la DFT étaient une bonne alternative aux approches
Hartree-Fock et post-HF pour des molécules contenant des métaux 26. 27,

D'un point de vue pratique, les méthodes basées sur les formalismes
LSD ou LDA donnaient d’assez mauvaises valeurs pour les énergies des
états considérés. L’introduction des corrections de gradient dans la
fonctionnelle d’échange a permis a Becke dobtenir des résultats
énergétiques en excellent accord avec 'expérience?8. Une autre étude tres
compléte, menée par Andzelm et al?%, et basée sur une fonctionnelle
particuliére BP (Becke-Perdew) 23 30, a montré que leurs résultats quant
aux calculs de structures, de fréquences, d'énergies et de moment dipolaires
se comparent trés bien avec les méthodes standards HF et MP2. Plus
récemment, Johnson et al3! se sont intéressés aux comparaisons entre la
méthode BLYP et les calculs HF et post-HF. BLYP, utilise la fonctionnelle
d’échange de Becke, developpée en 1988, qui inclut I'échange de Slater avec
des corrections impliquant le gradient de la densité3? et les fonctionnelles
de corrélation de Lee, Yang et Parr33 qui incluent a la fois des termes locaux
et des corrections de gradient. Il est connu depuis longtemps que les
méthodes HF donnent fréquemment des longueurs de liaison trop courtes et
que MP2, la théorie perturbative la plus simple tenant en compte la
corrélation donne souvent des longueurs de liaison trop longues Il a été
montré dans cette étude que la fonctionnelle BLYP, basée sur les méthodes
a correction de gradient donne régulierement des longueurs de liaison trop
longues. Pour leurs calculs, ils ont utilisé la base 6-31G*. Les géométries
obtenues sont généralement légérement moins bonnes comparées avec
’experience que celles données par les méthodes ab initio. Les calculs des
moments dipolaires sont entachés d’erreurs semblables pour les deux types
de calcul et ne sont donc pas satisfaisants. Par contre, les fréquences
vibrationnelles et les énergies d’atomisation sont en meilleur accord avec les
résultats expérimentaux que les calculs ab initio. D’'un autre coté, il
semblerait que les énergies de liaison calculées par les méthodes DFT
puissent étre surestimées. C’est une tendance quasi-générale qui a été
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illustrée par des calculs d’énergie de dissociation34. D’autres résultats3s
indiquent que les affinités protoniques calculées aux niveau MP2 et MP4,

par exemple, sont trés dépendantes de la taille de la base, alors que la DFT |
a une sensibilité moins importante. Enfin, les erreurs dues a la
superposition de base (BSSE) sont plus petites en BLYP que celles trouvées
pour les méthodes corrélatives courantes, mais restent tout de méme

importantes30.

Il semble donc assez généralement admis que la méthode BLYP
donnent des résultats comparables aux calsuls post-HF couramment
utilisés. De plus, les méthodes basées sur la théorie de la fonctionnelle de la
densité demandent un temps de calculs restreint par comparaison avec les
méthodes post-HF telles que Moller-Plesset.

2 - Méthodes de la mécanique moiéculaire

2.1. Les termes énergétiques

Les molécules seront traitées de maniere classique. L’hamiltonien du
systéme ne comporte que des termes d’énergie potentielle. On écrit alors

E=E¢+* Ewaw*+ Eg+ Ey + Egqg

ou E¢ représente I'énergie coulombienne, E.qw I'énergie de Van der Walls, Eg
I’énergie stérique, Ey I'énergie des liaisons hydrogéne et Ery un terme

énergétique fonction de la méthode.

L’énergie coulombienne représente les interactions qui existent entre
les différentes charges réparties dans la molécule : charges atomiques

partielles, 1onisation de certains groupements...

Deux types d'interactions sont regroupées dans le terme correspondant
a I'énergie de Van der Waals : le premier correspondant aux phénomeénes de
répulsion a courte distance, le second illustrant les phénomeénes d’attraction
a des distances plus importantes, ce qui correspond a un terme permettant
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de calculer I'énergie de dispersion. Deux types de potentiels permettent
d’'illustrer ces interactions, le potentiel de Lennard-Jones et le potentiel de
Buckingham qui utilisent un terme en 1/dS pour représenter I’énergie de
dispersion. Le potentiel de Lennard-Jones prend en compte ’énergie de
répulsion grace a un terme en 1/d!2 alors que le potentiel de Buckingham

utilise une exponentielle.

On utilise la loi de Hooke pour estimer la contribution énergétique des

termes suivants :

Eg=Ey + Ep + Eg, + K¢

E4 représente I'énergie d’élongation (stretching) qui tient en compte les
modifications dans les longueurs de liaison. E}, énergie de pliage (bending)
correspond aux modifications apportées dans les angles de liaison. Egy, est
un terme croisé (stretching-bending) qui traduit I'interaction entre les deux
termes précédents. Enfin, E; (torsion) correspondant aux modifications
d’énergie qui sont nécessaires a apporter pour corriger les barrieres de

rotation.

Les interactions de Van der Waals ne tenant pas en compte les termes
correspondant aux liaisons hydrogéne, on peut ajouter un terme

électrostatique a un potentiel de type Lennard-Jones ou Buckingham.

2.2. Minimisation de 'énergie

Plusieurs types de méthodes sont envisageables pour faire un calcul de
minimisation de 1’énergie3”. La premiére d’entre elle consiste a faire une
exploration compléte de I'hypersurface d’énergie. Cette méthode nous
permet alors de déceler les maxima et les minima en fonction des
parameétres du systéme étudié. Cependant, cette méthode, de part son

nombre de calcul, doit se limiter a un nombre limité de variables.

Les méthodes 1tératives pvermettent de rechercher un minimum
dépendant de la conformation initiale de la molécule. Le minimum trouvé
n’est pas forcément le minimum global de la molécule ni méme le minimum
le plus proche de I'état initial, cela dépend de la direction prise initialement.
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Au bout de plusieurs essais, il est alors possible de cartographier
I’hypersurface. Une des méthodes itératives la plus connues est sans doute
la méthode du Simplex38 mais les méthodes les plus répandues sont les
méthodes a gradient. Comme dans le cas précédent, on part d'une
conformation 1nitiale, mais cette fois, la direction de départ est choisie de
telle facon a assurer une décroissance plus grande de la fonction a
minimiser. Dans la méthode du type sieepest descent, la direction de
minimisation est calculée a partir du potentiel correspondant aux
coordonnées courantes. LLa méthode dite de gradient conjugué propose une
direction de déplacement en fonction du potentiel des coordonnées courantes
et en tenant également compte de la direction a l'itération précédente. Le
défaut majeur de ce type de méthode réside dans le fait que la molécule
tombe dans le minimum le plus proche sans pour autant qu’il s’agisse du

minimum global.

3 - La méthode mixte LSCF

La mécanique moléculaire ne permet pas de décrire correctement un
certain nombre de propriétés moléculaires, en particulier toutes celles liées
a la réactivité chimique ou des liaisons se créent et se coupent. Ainsi, la
description du développement d'une réaction, évolution des liaisons, des
charges et d’autres observables, ne peut se faire que de fagon malaisée en
mécanique moléculaire. Par ailleurs, il est évident qu'un trés gros systéme
ne peut étre traité en mécanique quantique méme au niveau semi-
empirique. Les méthodes hybrides de type QM/MM se développent
beaucoup actueliement. Elles permettent la description quantique d’un
sous-systeme de taille limitée en utilisant des potentiels mixte quantique-
classiques. Le principal probiéme pour mettre au point une telle technique
de calcul consiste a traiter correctement les atomes frontiéres, c.a.d. ceux qui

sont situés a l'interface des systémes quantiques et classiques.

Dans ce but, la méthode LSCF (Local Self-Consistent Field)39-40 g été
développée au laboratoire de Nancy. Nous résumons ci-aprés le principe de

cette méthode
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Le systéme étudié sera séparé en deux parties : le fragment ou sous-
systéme S, qui sera traité de maniére quantique, et son environnement E,
qui représente le reste de la macro-molécule. Nous allons considérer une
paire d’atomes, a la frontiére entre ces deux parties, reliés par une liaison
simple X-Y. Nous supposerons que X appartient a la partie quantique et il

sera appellé 'atome frontiére.

Les quatre orbitales atomiques décrivant 'atome frontiére, |s> |x>
| y> et | z> seront remplacées par un jeu d'orbitales hybrides.4l. |i>, |j>, | k>
et |1> sur X. L'une d’entre elles pointera vers 'atome Y. Dans le modéle
LSCF, trois des orbitales hybrides seront incluses dans le calcul SCF. La
quatriéme en sera exclue et permettra de faire la transition entre la partie
gquantique et la partie classique. Il ne sera pas nécessaire de séparer
chimiquement les deux sous-systémes. Cette derniére orbitale pourra

également étre appelée orbitale gelée.

La hiaison entre le dernier atome quantique et le premier atome
classique sera construite a partir d'une combinaison linéaire de deux
orbitales hybrides, avec des coefficients constants. Elles vont étre définies
selon le formalisme des orbitales de hiaison strictement localisées (SLBO :
strictly localized bond orbital). Le sous systéme quantique sera alors décrit
a partir des orbitales moléculaires développées sur la base des orbitales
atomiques a la condition restrictive suivante : ces orbitales moléculaires
doivent étre orthogonales aux orbitales de liaison strictement localisées. En
méthode semi-empirique, cette condition est facilement réalisable si I'on
définit les orbitales hybrides des SLBO telles qu'elles soient orthogonales

aux orbitales moléculaires appartenant a la partie quantique.

La difficulté est maintenant de définir de telles orbitales hybrides. Si
I'on considére que dans la couche de valence de 'atome frontiére on ne trouve
qu'une orbitale s et trois orbitales p, le probléme est ramené a trouver une
transformation orthogonale qui engendrerait le bon jeu d’orbitales hybrides.
Cette transformation est relativement aisée si 'on note que cette orbitale
hybride a une partition s/p bien définie, qu'elle doit pointer dans la direction
de l'atome classique lié a notre atome quantique et que la densité doit étre
fixée. Nous obtenons alors une orbitale hybride pointant vers la partie
‘classique, mais aussi et surtout, trois autres orbitales hybrides,

othogonales a cette premiére et appartenant a la partie quantique.
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La partie de I’hamiitonien concernant 'atome frontiére X dans la base
d’orbitales hybrides s’écrit a partir des éléments de 'hamiltonien définis sur

la bases des orbitales atomiques :

ZZAXAXH

ou A“\1 représente I'élément de la matrice [A] qui transforme le jeu

d’orbitales atomiques initiales en un jeu d'orbitales atomiques et hybrides
qui vont étre utilisées dans la définition des orbitales moléculaires. De ia
méme fagon, les intégrales bicentriques entre les orbitales atomiques dun
atome quelconque et les orbitales hybrides d'un atome frontiere seront

calculées comme suit :

(k) =3 3 5 5 ASASALAN (ikl)
ik

Nous pouvons alors calculer I'énergie. Dans I'expression suivante, | et v
portent sur toutes les orbitales incluses dans le calcul SCF, qu’elles soient
hybrides ou atomiques. L’énergie du systeme complet est donnée par

I'équation :

E=> 3Py {H +2V2PM[ (nv[An) ————(pnl}w)]}

[TRRY Aou

+zp”{zz [uvl” -— ui!V'J Z e (1) -

+ E QA(HISASA)+ ZZK(H|SKSK)
Ack

KeS

KeS

. Z{QAzzmnvasAsm 5 2 Zaka —PA<SKSK'SASA”}
AcE v

+V(E)+V'(E,S)
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Dans cette équation :

- P11 correspond a I'élément diagonal de la matrice densité pour une
orbitale gelée

- QA est la charge atomique nette de 'atome A appartenant au sous-
systeme E

- ZK est le nombre d’électrons des couches de valence de 'atome K
appartenant au systéme quantique

- Puv représente I'élement de la matrice densité correspondant aux
orbitales atomiques |p> et | v> du sous systéme S.

- KA est la répulsion atomique de ceeur, elle est proportionnelle a
I'intégraie coulombienne entre les orbitales s des atomes A et K.

- Za est le nombre d’électrons de valence appartenant au systéme
classique

- Iéquivalent de la population électronique de valence d'un atome

classique est définie par PA=ZA-Q7

La premiere ligne de 'équation correspond a I'énergie Hartree Fock des
électrons appartenant a S. La seconde somme représente 1'énergie
potentielle de la population électronique des orbitales hybrides figées. La
troisiéme somme est la répulsion atomique de coeur dans le sous-systéme S
et dans la quatriéme, on retrouve les interactions électrostatiques entre les
sous systémes S et E. Enfin, les deux derniers termes représentent, pour
V(E), I'énergie potentielle du sous systeme classique et pour V(E,S), toutes
les interactions entre les deux systémes a l'exception des termes

électrostatiques.

La dérivation de I'équation de Hartree-Fock a partir de I'’équation
définissant I'énergie est alors assez simple. Le calcul des intégrales mono-et
bi-électroniques ne nécessite quune simple transformation linéaire des
intégrales standards. Le calcul est initialisé comme dans le cas d’une
molécule complétement quantique. Les matrices de ceeur et de Hartree-Fock
sont calculées sur la base des orbitales atomiques, y compris sur les atomes
frontieres.

-Les orbitales hybrides figées appartenant aux différents atomes
frontiéres considérés seront alors enlevées du jeu d’orbitales atomiques
“traitées quantiquement. Toutes les autres orbitales appartenant a ce sous-
systéme subiront une combinaison linéaire de facon a former les orbitales
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moléculaires selon le formalisme Hartree-Fock. Notons [A], la matrice de
transformaticn, N le nombre totale d’orbitales de départ et f le nombre
d’orbitales figées. Cette matrice correspond a une transformation
orthogonale sur les N orbitales de départ, suivie d'une projection sur le sous-
espace a (N-f) dimensions. Il est également possible de définir une matrice
de transformation inverse, nous la noterons [A]-l. Il est a noter que cette
matrice ne doit transformer que les orbitales appartenant aux atomes
frontieres : ce qui veut dire qu’elle doit étre unitaire en ce qui concerne les

orbitales atomiques appartenant au “cceur”’ de la partie quantique.

4 - Représentation des effets du solvant :
modele du continuum

La plupart des processus chimiques ont lieu en solution et la nature du
solvant joue un role tres important, notamment dans le cas d'espeéces
chargées ou présentant une séparation de charge importante et pour
lesquelles ia polarité du solvant peut avoir un role stabilisant d'une espece
ou d'une autre. Il est donc important que son effet soit pris en compte pour
analyser des résultats provenant de calculs théoriques. Les modeles
théoriques ab initio, DFT et semi-empiriques présentés ci-dessus ne

tiennent pas compte de ces effets.

Le modele du continuum est basé sur une représentation
macroscopique de I'environnement liquide. Le solvant est alors assimilé a
un milieu continu et infini. On le caractérise par ses propriétés diélectriques
globales (constante diélectrique statique du liquide a représenter, constante
diélectrique a fréquence infinie...) Le systéme moléculaire a étudier est
alors placé dans une cavité, située dans le liquide et qui sera caractérisée
par la forme du systéme a étudier. Ce dernier est soumis a un potentiel
électrostatique (potentiel du champ de réaction) di a la polarisation du

solvant par la distribution de charges du soluté.

Le modeéle a cavité de Nancy est basé sur le modeéle de Kirkwood 42 et
le formalisme des facteurs de champ de réaction. Des modéles de cavité
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sphérique ou ellipsoidale ont été développés. Ce dernier, beaucoup plus
flexible, permet une meilleure approche de la géométrie du soluté, mais il a
des limitations importantes. Les derniers développements se basent sur la
définition de la surface de contact par F. M. Richards. Cette derniére cavité
est obtenue en faisant rouler une sphére de rayon identique a celui du
solvant sur la surface de van der Waals de la molécule.

I1 a été proposé, en accord avec le critere d’'Onsager, que le volume du
systéeme moléculaire soit égal au volume moléculaire partiel.
L’approximation de la surface par une enveloppe ellipsoidale est considéré
comme une bonne approximation en général. Les dérivées premieres et
secondes de I'énergie peuvent étre calculées analytiquement et permettent
les optimisations de géométrie et la localisation des états de transition en
solution. Pour définir la cavité, on utilise la surface obtenue a partir des
sphéres de van der Walls en multipliant leurs rayons par un facteur 1.105,

nous obtenons le volume moléculaire par la formule

Vil = 1.480VES, +0.42

Le moven le plus simple pour définir les axes de lellipsoide est de
considérer les axes principaux et les valeurs principales d'une propriété
tensorielle de la molécule. Dans notre cas, on définit I'ellipsoide a partir des
valeurs et vecteurs propres du tenseur d’inertie correspondant au volume de

densité uniforme défini par la surface de van der Waals corrigée.

L’effet du solvant est traité comme une perturbation du systéeme et

peut étre introduit dans 'hamiltonien :

Hg=H°+ Hy

Le terme H, représente l'interaction soluté-solvant. Dans le cadre du
modeéle utilisant les facteurs du champ de réaction, cet hamiltonien

électrostatique prend la forme :

Hel = —_IZRN\VIMF“]W)

-Cette approche consiste donc a utiliser un développement multipolaire pour
représenter la distribution de charges du soluté. Le potentiel électrostatique
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de réaction ainsi que les différentes composantes de ses dérivées
s’expriment alors en fonction des composantes M{" des moments et des

facteurs du champ de réaction f{™" , selon :

ZZﬁ

=0m'=~"

Les propriétés géométriques de la cavité et la constante diélectrique du
solvant déterminent ces facteurs qui ont été developpés dans le cas de
surfaces sphériques et ellipsoidales et dans le cadre de la cavité de forme

générale. Les composantes du multipdle de rang 1 s’écrivent :
Z Z.SM(R) z S™(T)

ou les termes S" représentent les polyndmes sphériques qui sont définis a
partir des harmoniques sphériques. Dans cette équation, la premiére partie
représente les termes liés aux charges nucléaires, la deuxieme, les termes

liés aux charges électroniques.

La perturbation introduite par le solvant peut étre inclue dans le calcul
SCF. Dans ce calcul, on optimise l'énergie intrinseéque du soluté plus
I’énergie libre electrostatique de solvatation. Il permet 'obtention du terme
d’énergie libre d'induction. Etant donné que la fonction d'onde apparait dans
I’hamiltonien du systéme, on aboutit a une équation non-linéaire. Cette
procédure est appellée Self Consistent Reaction Field (SCRF).

On obtient 'énergie libre d'interaction électrostatique selon la relation
1 .
s =L (Bl fohel)
im

L’énergie de dispersion?- 43 peut-étre obtenue a l'aide de plusieurs
algorithmes mais son calcul est nettement plus délicat que celui de I'énergie
électrostatique. Son role se limite le plus souvent a modifier la stabilité
relative des espéces en solution mais elle n'induit pas de modification dans

la structure géométrique ou électronique du soluté.
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Enfin, le terme de cavitation, lié a I’énergie dépensée pour créer la
cavité dans le diélectrique peut étre calculé en utilisant différents

algorithmes#4 .

D’autres termes liés aux interactions spécifiques soluté-solvant
devront étre considérés. Dans nos calculs, nous avons décidé d'utiliser une
méthode semi-empirique pour évaluer 'ensemble des contributions non-
électrostatiques de 1’énergie de solvatation. Cette méthode est décrite au

chapitre II.
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5 - Schéma des calculs, logiciels employés

Dans notre travail, nous avons abordé le mécanisme d’hydrolyse des
amides a I'aide de plusieurs modéles de complexités trés différentes. Nous
passerons notamment d'un systéme moléculaire d'une quinzaine d’atomes
au maximum, a un systéme comportant tous les atomes de la thermolysine,
c’est a dire environ 5000 atomes. La description théorique de ces différents
systémes nécessite différentes méthodes de calculs. Les systémes
comportant un nombre d’atomes assez faible pourront étre traités de fagon
quantique et notamment par des méthodes ab initio ou de la fonctionnelle
de la densité. Les systéemes d'une trentaine d’atomes pourront étre traités a
l'aide des méthodes semi-empiriques. Des méthodes basées sur la
mécanique moléculaire seront nécessaires pour 1'étude des systemes les

plus gros.

Ici nous résumons les principales options de calculs utilisées et les
programmes employés. D’autres détails seront donnés dans les chapitres
concernés. Les calculs ab initio et DFT seront menés a 'aide du programme
Gaussian92/DFT45. Dans le cas de calculs Hartree-Fock restreints, les
bases 3-21G et 6-31G** 46 seront utilisées. La corrélation sera introduite au
moyen des méthodes perturbatives de type Maoller-Plesset.47 Quelques
calculs ponctuels d’énergie seront effectués a I'aide des corrections MP3.

Les calculs DFT seront menés a I'aide du programme Gaussian92/DFT
a laide d’'une base d’orbitales gaussiennes 6-31G**. Pour le Zinc, la base
DZVP243 sera employée. Le potentiel utilisé, BLYP, utilise la fonctionnelle
d’échange de Becke3? et les fonctionnelles de corrélation de Lee, Yang et
Parr33. La fonctionnelle de Becke est celle qu'il a developpée en 1988, qui
inclut 'échange de Slater avec des corrections impliquant le gradient de la
densité. La fonctionnelle de corrélation de Lee, Yang et Parr inclut a la fois

des termes locaux et des corrections de gradient.

Les calculs quantiques de systémes moléculaire comprenant plus
d’atomes seront développés en semi-empirique avec le programme
GEOMOS4Y. La méthode AM150 sera utilisée pour tous les atomes.
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Pour tous les calculs quantiques, les états de transition ont été
localisés a l'aide de I'algorithme de Schlegel3! et caractérisés par le calcul
de la matrice du Hessien en vérifiant qu’il ne présente qu'une seule valeur

propre négative, correspondant a une fréquence imaginaire.

L’effet de solvant sera examiné a 'aide du modéle de continuum décrit
plus haut. Les calculs seront également menés a l'aide du programme
Gaussian92/DFT pour les calculs ad initio et DFT et GEOMOS pour les
calculs semi-empiriques en utilisant le “package” SCRFPAC.52

Des caiculs de minimisation de mécanique moléculaires seront menées
a l'aide du programme Discoverd3 développé par BIOSYM. Le potentiel
utilisé est amber34, dans lequel seront introduits les parameétres du zinc

developpé par O. Jacob3>.

La méthode mixte employée est LCSCF, pour laquelle nous utiliserons
les résultats des minimisations précédentes a l'aide du potentiel amber et
de la méthode AMI1. Le programme utilisé est celui développé au
laboratoire : GEOMOP>.

Chapitre I: Méthodologie de calcul. 21
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Ktude ab iniiio de la réaction d’hydrolyse du
formamide

Cette partie va étre consacrée a 'étude du mécanisme d’hydrolyse du
formamide (Figure 1). Bien que cette réaction soit de premiére importance, car
elle permet de modéliser la cassure d'une liaison peptidique lors de processus
biochimiques, son mécanisme n’a pas encore été totalement expliqué. Son étude

a été pourtant récemment reprise, notamment dans le cas de réactions

catalysées par H3O* ou OH-!

H /H /H
/N———C + H,O ——— NH; + /o—c\\
H 0 H O

Figure 1 : Réaction schématique de I'hydrolyse du formamide

Peu de calculs théoriques ont été consacrés au mécanisme d’hydrolyse des
amides. Le chemin réactionnel du formamide avec une seule molécule d’eau
dans le cadre d'une réaction neutre ou catalysée par H3O" (a la fois dans le cas
d’'une protonation sur 'oxygéne ou sur I'azote du formamide) ou par OH- a été

analyséZ. Le processus inverse, c'est-a-dire la réaction de 'ammoniaque avec
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I'acide formique en vue de créer le formamide a également été étudiée 3 4. Un
mécanisme d’hydrolyse en deux étapes peut également étre considéré. Lors de
celui-ci, on trouve dans la premiere étape la création d'un dialcool et dans la
deuxiéme, la protonation du groupement amide 3. 4. D'un autre coté, plusieurs
mécanismes ont été proposés pour l’hydrolyse catalysée d'un peptide,
notamment par la carboxypeptidase A% © ou par la thermolysine®, deux
peptidases au zinc assez communes. La cassure de la liaison peptidique, par la
carboxypeptidase A, a été étudiée aux niveaux ab initio et AM17. L’hydrolyse de
B-lactames a été également considérée a 'aide de méthodes semi-empiriquess,

incluant une étude des effets d'environnement sur la réaction®.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressé plus particulierement aux
mécanismes d’hydrolyse assistés. En effet, la présence d'une molécule d’eau
additionnelle dans ie mécanisme de réaction diminue souvent la hauteur de la
barriérel?, grace a un mécanisme de catalyse bifonctionnelle. L’assistance par

d’autres espéces moléculaires a également été démontrée!l.

Mis a part ces effets spécifiques du solvant, nous pouvons aussi nous
attendre a ce que les interactions a longue distance avec le liquide modifient les
conclusions énergétiques des processus étudiés. Les interactions électrostatiques
soluté-solvant sont bien connues pour jouer un role sur les cinétiques de
plusieurs réactions!Z. Leurs effets sur I’hydrolyse des amides n’ont pas été
étudiés en détail, mais ils doivent toutefois étre importants car, lors d'un
transfert de proton, la distribution de charges du systéme subit de fortes

modifications le Iong de la coordonnée de réaction.

Nous allons dans un premier temps considérer ’hydrolyse du formamide
neutre : sa compréhension est importante pour 'analyse ultérieure du processus
catalysé par un proton ou par une enzyme. Nous n’étudierons que le mécanisme
concerté, car dans le cas du mécanisme par étapes faisant intervenir un dialcool,
I'introduction d'une deuxiéme molécule d’eau n’apportera pas de modifications
substantielles dans le mécanisme d’hydrolyse. Nous passerons ensuite a 'étude
des processus catalysés par un proton, a 'aide d'un modele dans lequel le
formamide sera 1ié au niveau du carbonyle par un groupement H3O". Seule la
premiére étape sera étudiée, c.a.d. la protonation concertée de I'atome d’azote et
I'hydroxylation de 'atome de carbone. Celle-ci est 'étape limitante et les étapes
suivantes sont sensiblement les mémes que celles trouvées lors des processus

non-assistés. Pour finir, les effets électrostatiques du solvant sur les structures
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des réactifs, des intermédiaires et des états de transition ainsi que sur les

énergies de la réaction seront considéreés.

A cause de la présence de deux molécules d’eau dans les processus assistés,
un nombre important d’espéces moléculaires stables comportant des liaisons
hydrogéne peut étre trouvé. Ceci meéne a une surface de potentiel relativement
compliquée du fait de nombreuses basses fréquences possibles. La localisation
des états de transition est alors rendue difficile. C’est pourquoi, dans un premier
temps, nous allons rechercher les états stationnaires de la réaction a 'aide d’un
schéma de calcul relativement simple. Ces états stationnaires seront
complétement optimisés au niveau de calcul RHF/3-21G13. Dans le chapitre
suivant, nous allons discuter I'influence de la base sur les géométries calculées
et nous verrons que malgré quelques modifications, parfois importantes, ce role

n’est pas crucial pour déterminer les mécanismes de réaction.

Suivant que la réaction fera intervenir une ou deux molécules d’eau dans
la coordonnée de réaction, la nature de 'état de transition sera trés différente.
Les études de mécanismes concertés faites précédemment s’arrétaient sur la
recherche de points stationnaires autour d'une conformation cyclique a quatre

membres, présentée Figure 2a.

Figure 2 : Structures autour desquelles ont 6té effectuées les recherches de TS

a) pour la réaction non-assitée. b) pour la réaction assistée par l'eau.

Afin d’étudier les mécanismes assistés, il nous a fallu inspecter en plus la
surface d’énergie potentielle autour d'une conformation cyclique a six membres,

présentée Figure 2Zb.
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Nous n’avons pas formellement suivi la coordonnée de réaction pour
trouver les différents points stationnaires mais le vecteur propre de la matrice
du Hessien nous a permis d'interpréter les états de transition que nous avons

obtenus et les mécanismes des réactions présentés ci-apres.

Lors de ces études, nous avons négligé les possibles interactions avec
d’autres molécules de solvant (moiécules d’eau en I'occurrence) : par exemple, la
possible création d'une liaison hydrogene avec 'oxygéne de la fonction carbonyle.
Cependant, ceci nous aurait ramené a I'étude de la catalyse acide que nous

verrons dans le chapitre suivant.

1. Réaction non-catalysée

1.1. Mécanisme non-assisté

Dans le Tableau I sont regroupés les parameétres correspondant a I’état de
transition calculé pour le processus d’hydrolyse non-catalysé, que nous
appellerons mécanisme neutre, a une molécule d’'eau, au niveau RHF/3-21G. La

structure de ce TS est représentée Figure 2a.

Ces résultats sont en bon accord avec ceux trouvés lors des études
précédentes utilisant des niveaux de calcul comparables a celui utilisé ici et
nous ne nous attarderons pas sur la discussion de ce mécanisme.

Il est a noter que, par rapport au formamide, la longueur de la liaison
CN; dans le TS augmente alors que C;0; n’évolue presque pas. L'ordre de la
liaison C;N; baisse fortement. Le transfert de proton depuis la molécule d’eau
vers le formamide est bien avancé, comme le montre l'indice de la laison O9H,
qui est assez faible. La structure de I'état de transition présente un cycle a
quatre membres relativement plan : 1’écart a la planéité, donné par l'angle
diédre"OgC 1N1H1 est de -4.15°. La pyramidalisation de ’azote est trés marquée :
HNN;CHy' -128.14°. Nous reviendrons sur ces derniers points plus loin.

Tableau I : Paramétres géométriques (distances en A angles en degrés), calculés au
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niveau RHF/3-21G ; charges atomiques nettes de Mulliken. ordres de liaison de
Mayer, calculés au niveau 6-31G**//3-21G ; et énergies totales a différents niveaux
de calculs (en w.a.) pour I'état de transition du mécanisme neutre non-assisté

(valeurs pour e formamide données entre parenthéses).

TSIN

Paramétres Géométriques Charges atomiques nettes de Mulliken
C101 1.217 (1.212) o1 -0.626
C1Nq 1.598 (1.353) Cq 0.653
C109 1.748 N1 -0.809
OgH1 1.269 09 -0.828
HiN; 1.219 Hi 0.447

N1C109 82.18 (125.32) | Indices de liaison de Mayer

H102C1 72.90 C101 1.739
N1C102H1 -4.15 CiN1 0.659
Energie €109 0.400
-243.505545 O9H1 0.339
H1N1 0.465

1.2. Mécanisme neutre assisté

La Figure 3 rassemble les différentes étapes de la réaction. Les calculs
prédisent la formation d'un complexe pré-réactif comportant une liaison faible
entre I'un des hydrogéne du dimeére de 'eau et 'atome d’azote du formamide.
Cet intermédiaire sera noté I0. Aprés le passage par 'état de transition, que
nous noterons TS2N, la réaction passe par un deuxiéme intermédiaire
comportant également des liaisons faibles entre les deux produits et la molécule

d’eau additionnelle.

Les Tableaux II et III rassemblent les princivaux résultats obtenus pour
les structures stationnaires de la Figure 3. Nous décrirons ci-dessous les

principales caractéristiques des espéces obtenues.

Chapitre Il : Etude ab-initio de la réaction d’hydrolyse du formamide 31



NH,CHO + 2H,0 —3

TS2N

————% HCOOH + NH, + H,0

Figure 3 : Hydrolyse du formamide : réactions neutre et assistée par I'eau. Les

structures présentées ont été calculées au niveau RHF/3-21G.
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Tableau II : Paramétres géométriques (distances de liaison. angle de valence et angles

diédres en A et en degrés) obtenus au niveau de calcul RHF/3-21G pour la réaction

d’hydrolyse neutre et assitée par une molécule d'eau du formamide. Energies totales (en

u.a.) pour plusieurs niveaux de calcul.

Formamide  Dimeére de 11 TS2N 12
I'eau
Parameétres Géométriques
CN 1.353 1.382 1.572 2.839
COp 1.212 1.209 1.239 1.195
CO9 2749 1.674 1.375
OoH; 0.973 0.975 1.205 1.883
OsH; 1.825 1.796 1.190 0.973
O3Ho 0.967 0.973 1.190 1.981
NH» 2.109 1.298 1.008
01CN 125.32 123.36 115.18 111.48
OsCN 107.98 98.85 89.95
H102C 85.26 113.31 119.48
03H109 175.92 156.48 153.58 163.80
HoOsH;y 110.03 91.04 86.72 83.23
O3HoN 165.13 158.34 158.05
HoNC 100.18 109.16 93.03
H109CN 25.42 0.16 -32.65
03H109C -16.59 -1.70 57.75
HoO3H 109 -59.91 6.50 2.20 -24.01
NHoOsH; 4.69 -2.95 -4.59
HoNCO2 -19.36 -0.25 24.66
HNNCHy 180.0 151.16 117.79 127.58
Energies Totales
3-21G -167.984900 -151.189404 -319.186604 -319.137385 -319.188038
6-31G** -168.939675 -152.052455 -320.995999 -320.901323 -320.993914
/3-21G
MP2/6-31G** -169.420470 -152.449180 -321.879504 -321.817900 -321.876375
113-21G
MP3/6-31G** -169.429344 -321.828043
113-21G
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Tableau III : Indices de liaison de Mayver et charges atomiques nettes de Mulliken

obtenus au niveau de calecul RHF/6-31G**//3-21G.

Formamide  Dimeére de 11 TS2N 12
I'eau

Indices de Liaison de Mayer

CN 1.069 0.987 0.689 0.015
COq 1.823 1.824 1.646 1.895
COg 0.026 0.429 0.906
O9H; 0.801 0.793 0.366 0.043
OsHi 0.064 0.075 0.395 0.804
OsHg 0.863 0.810 0.410 0.063
NHo 0.044 0.356 0.843
Charges Atomiques Nettes de Mulliken
C 0.567 0.584 0.704 0.672
N 0.733 -0.786 -0.848 -0.880
01 -0.575 -0.576 -0.694 -0.537
O9 -0.747 -0.755 -0.811 -0.657
O3 -0.687 -0.719 -0.832 -0.726
H; 0.388 0.390 0.515 0.397
Ho 0.361 0.386 0.507 0.327

Lintermédiaire 1"

Comme on peut le remarquer dans le Tableau II, cet intermédiaire de
réaction correspond a un complexe a liaison faible. Il existe une liaison
hydrogéne entre le formamide et le dimére de I'eau. Cette interaction entraine
I’élongation de la liaison C{N| de 0.029 A. Les indices de liaison de Mayer pour
les liaisons N1Hgo et C102 qui se forment sont respectivement de 0.044 et 0.026.
On peut également remarquer que la liaison carbonyle est plus faible dans notre
complexe que dans le formamide. Ceci est du au fait que l'approche des
molécules d’eau perturbe le systéme n délocalisé qui existe dans le formamide
entre les atomes O1, C; et Nj. Ce résultat est en accord avec les travaux

effectués précédemment?.

Cette perte de délocalisation se traduit également par une modification
importante de 1'angle HNNIC1HN’. Alors que sa valeur est de 180.0° pour le
formamide, pour l'intermédiaire 117, on trouve un angle de 151.16°. Il est
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intéressant de souligner que , dans le mécanisme non-assisté, la présence dun
tel intermédiaire a liaison faible n’a pas été mise en avant. En effet, nous avons
effectué une série de calculs pour vérifier si la formation d’'un tel complexe a
liaison faible entre le formamide et le monomére de I'eau était possible au
niveau de calcul utilisé, RHF/3-21G, mais aucun minimum n’a été trouvé. En
fait, le complexe n’est stable que si le caractére donneur de 'espéce protique est
assez important : I’énergie apportée par la liaison hydrogéne doit compenser
I'énergie dépensée pour modifier I'hybridation de 'azote. Dans le dimére de I'eau
(Figure 4), grace a un effet coopératif, les atomes d’hydrogéne de la molécule
d’eau accepteur, molécule 2, sont plus acides que dans le monomeére. Ils ont une
plus grande tendance a créer des liaisons hydrogéne que ceux appartenant a un
monomere . Ceci explique, au moins partiellement, les différences qui peuvent
exister entre les interactions [dimeére de ['eau-formamide] et [monomére de l’eau-

formamide].

o ?
H
molécule 2 molécule 1

Figure 4 : Représentation schématique du dimére de I'eau

Létat de transition TS2N

La structure de I’état de transition (que I'on notera par la suite TS2N) peut
étre représenté par un cycle a six membres proche de la planéité. Ce cycle
comporte un transfert concerté de protons, comme représenté dans la Figure 5,
ou est schématisé le vecteur propre correspondant a la valeur propre négative de
la matrice du Hessien. On remarque la déprotonation de la molécule d’eau dont
I'atome d’oxygéne interagit avec 'atome de carbone du formamide. Le transfert
se fait vers la deuxiéme molécule d’eau et, de fagon simultanée, celle-ci perd
également un proton, qui est transféré vers 'atome d’azote du formamide.
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Iigure 5 : Représentation schématique du vecteur propre de la matrice du
Hessien correspondant a la valeur propre négative pour la géométrie

de T'état de transition pour la réaction neutre et assistée par Peau.

Les valeurs de ces trois liaisons OH impliquées dans les transferts de
protons sont trés proches. Toutefois, la liaison O3H{ qui se forme est plus courte
et plus énergétique que la liaison O9H qui se casse. Dans I'état de transition, le
transfert de proton est donc plus proche de 1'état final que de I’état initial. De
son coté, le proton noté Ho est relativement proche de 'atome d’azote et 'indice

de liaison N1H9 a une valeur relativement grande.

Nous pouvons aussi remarquer que la liaison C{N est fragilisée, comme le
montre la nette augmentation de sa longueur (+0.190 A par rapport a
I'intermédiaire I;n et 0.219 A par rapport au formamide) et 1a diminution de son
indice de liaison (de 0.298 par rapport a I;" et de 0.380 par rapport au
formamide). Par comparaison :vec le TS obtenu pour la réaction non-assistée,
nous pouvons remarquer quici, la liaison C;Nj est plus courte : den= 1.572 A
pour TS2N contre den=1.598 A pour TSIN. La comparaison des autres
longueurs de liaison nous donne : dnp= 1.298 Aet 1.220 A et doco= 1.671 A et
1.749A pour TS2N et TS1IN respectivement. Il apparait que la cassure de la
Liaison amidique et la création de la liaison NH sont retardées en dépit du fort
ca;ractére donneur du dimére de 'eau. Par contre, la création de la liaison C{0O9

est favorisée par la présence de la molécule supplémentaire.

Chapitre II : Etude ab-initio de la réaction d’hydrolyse du formamide 36



La pyramidalisation de 'azote est plus importante dans le cas ou l'on fait
intervenir la deuxiéme molécule d’eau. Nous retrouvons ce résultat a travers la
valeur de 'angle diedre HyN;CiHN qui est de 128.1° dans le cas de la réaction
non-assitée et de 117.8° quand on introduit la deuxiéme molécule d’eau. Pour
finir, la Iiaison carbonyle est plus grande dans le cas du mécanisme assisté
(1.239 A) que dans le cas du mécanisme non-assisté (1.217 A). Nous pouvions
nous attendre a ces résultats d’aprés les longueurs C{0o.

Ces valeurs montrent que les modifications sur la structure de 1’état de
transition produites par la présence de la molécule d'eau additionnelle sont
complexes et ne peuvent pas étre expliquées par des facteurs simples, comme les
contraintes géométriques (qui existent entre un cycle a quatre membres et un
cycle a six membres) ou par le caractéere donneur des atomes d’hydrogéne.
Toutefois, le changement d’hybridation de 'atome d’azote apparait comme étant
un point clef de cette réaction. Il a en effet été montré!d que la pyramidalisation
de 'azote est accompagnée d'une augmentation de la susceptibilité du carbone
amidique pour les attaques nucléophiles. Ceci est observé dans les deux
réactions considér2es. Dans le cas du mécanisme non-assisté, la
pyramidalisation de i'atome d’azote est défavorisée et la stabilisation de I'état de
transition nécessite une plus grande approche de la molécule d’eau. Dans ce cas,
I'attaque nucléophilique au niveau du carbone est rendue plus difficile que dans
le cas de la réaction assistée par la deuxieme molécule d’eau.

Lintermédiaire 197

Intéressons nous a l'intermédiaire réactionnel qui suit ’état de transition
TS2N. Dans cet intermédiaire, la liaison C1N; est déja cassée. L’'indice de
laison correspondant est de 0.015 et la longueur de la liaison C1N7, 2.839 A.

Structurellement, les produits restent liés par 'entremise de liaisons
hydrogéne avec la molécule d’eau additionnelle. Mise a part la présence de cette
derniére, qui n’a qu'un role de solvatation du systeme, la structure de cet
intermédiaire est trés proche de celle trouvée pour le mécanisme non assisté.
Les étapes réactionnelles qui en découlent seront également proches de celles

trouvées précédemment? et ne seront pas traitées ici.
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2. Catalyse acide

Nous allons nous efforcer d’analyser le role que la catalyse acide peut avoir
sur I'hydrolyse des amides. Comme énoncé précédemment, nous ne dicuterons
que du cas ou le formamide est O-protoné. Ce complexe apparait comme étant le
plus stable? et I'on considére que sa formation est la premiére étape pour le
mécanisme couramment utilisé de ’hydrolyse d’amides dans le cas de catalyse
acide par H307 16. 17 Nous considérerons que 'atome d’oxygéne du groupement
carbonyle du formamide est 1ié a un H3O* tout au long du chemin de réaction.

Il est intéressant d’analyser en premier lieu le changement de réactivité de
la molécule de formamide sous I'influence de la catalyse acide. En premier lieu,
nous pouvons noter les différences au niveau de la géométrie des deux réactifs.
Ici, 1a longueur de liaison C10; augmente de facon substantielle (+0.056 A) alors
que la liaison CiN; diminue (-0.060 A). Ceci peut étre schématiquement

interprété par le fait que la conformation de la Figure 6 est stabilisée par la O-

protonation.

O—H CH,

N/
/6 N\
H ® H
Figure 6 : Représentation schématique de la forme mésomeére du formamide

sous l'action de la O-catalyse par H30".

Les valeurs des indices des liaisons CiNj et C;O7 (1.381 et 1.332
respectivement) ainsi que les valeurs des charges atomiques nettes sur chacun

des ces atomes confirment cette analyse.

2.1. Mécanisme non-assisteé

Les parameétres correspondant a I’état de transition du mécanisme catalysé
non-assisté, recalculé au niveau RHF/3-21G, d’aprés les paramétres de la
littérature sont regroupés dans le Tableau IV, le TS est représenté Figure 7.
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Figure 7 : Représentation de la structure de U'état de transition correspondant

aux mécanismes protoné et non assisté.

Tableau IV : Paramétres géométriques (distances de liaison, angles de valence et

angles diédres en A et en degrés) obtenus au niveau de caleul RHF/3-21G pour la

~gaction d’hvdrolyse acide et non-assistée du formamide. Energies totales (en u.a.)

pour plusieurs niveaux de calcul (valeurs pour le formamide protoné entre

TS1P

Charges atomiques nettes de Mulliken

parenthéses)

Paramétres Géométriques
C101 1.330 (1.268)
CiN1 1.483 (1.293)
C109 1.536
0O9H1 1.186
HiN1 1.376
N1C102 89.08 (121.01)
H109Cq 81.56
N1C109H1 3.62

Energie

-319.526844

01 -0.681
C1 0.709
N1 -0.800
09 -0.686
Hi 0.518
Indices de liaison de Mayer
C101 1.107
CiNip 0.861
C102 0.639
O9H1 0.416
HiNp 0.344
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Les perturbations de la molécule de formamide présagent des changements
importants pour les géométries des espéces réactionnelles. En effet, nous
pouvons noter en premier lieu que la longueur de la liaison C101 est plus longue
que celle obtenue lors du TSIN. Corrélativement, la liaison C1N; est plus
courte. Les ordres de liaison nous donnent une valeur de 0.810 pour C;N; et
1.085 pour C101. Nous trouvons, ici, une attaque nucléophile sur 'atome de
carbone plus forte que dans le cas du processus non assisté : la liaison C109 est
plus courte et N1H; est plus longue que pour la structure TSIN. Les indices de
liaison de Mayer confirment les tendances signalées avec les paramétres
géométriques. Enfin, le cycle a quatre membres reste également proche de la
planéité : O2C1N1H; 3.61°. La pyramidalisation de I'atome d’azote est de
HnN1C1HN 130.63°.

2.2. Mécanisme protoneé assisté

Comme pour I'étude précédente, nous avons choisi d'inspecter la surface de
potentiel autour d'une conformation cyclique a six membres, a laquelle a été
ajouté le groupement H3O*. La Figure 8 rassemble les différentes étapes de la
réaction. Les paramétres géométriques calculés au niveau RHF/3-21G des
différentes structures correspondant au mécanisme protoné assisté (Figure 8),
ainsi que les énergies totales sont présentés dans le Tableau V. Les indices de
liaison de Mayer et les charges atomiques nettes (obtenues par 'analyse de
population de Mulliken) calculées au nmiveau RHF/6-31G**//RHF/3-21G sont
présentés dans le Tableau VI.

La Figure 8 présente la molécule NH3 comme produit de la réaction. En
milieu acide, nous obtiendrons plus certainement NH4%, molécule ammenée a

remplacer H30".
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NH,CHO - [H;0]" + 2H,0 ——%

TS2P

Figure 8 : Hydrolyse du formamide, catalysée par H30" et assistée par leau.

Les structures présentées ont été calculées au niveau RHF/3-21G.
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Tableau V : Paramétres géométriques (distances de liaison, angles de valence et
angles diédres en A et en degrés) obtenus au niveau de caleul RHF/3-21G pour la
réaction d'hydrolyvse acide et assistée par une molécule d'eau du formamide.

Energies totales (en u.a.) pour plusieurs niveaux de calcul.

Paramétres Géométriques
CN 1.293 1.302 1.459 1.538
CO1 1.268 1.290 1.368 1.362
CQOq 2.254 1.485 1.402
O9oH;3 0.986 1.277 2.323
OgHy 1.667 1.123 0.967
OgHo 0.965 1.0 1.539
NH; 5.191 1.8 1.064
01CN 121.01 122.76 112.75 105.54
09CN 103.30 106.98 105.28
H;092C 135.11 113.98 108.85
0O3H109 175.18 153.13 109.76
HoOgH1 125.55 101.41 109.50
OgHeoN 52.95 133.48 162.71
HoNC 84.88 107.17 107.12
H109CN -40.16 -20.53 -40.91
03H102C -151.52 11.24 22.36
HoO3sH 09 -105.60 -1.36 3.94
NHoO3H; -35.88 4.30 7.27
HoNCO9 8.85 20.56 40.14
HNNCH'N 180.0 172.97 122.33 118.35
Energies Totales

3-21G -243.975524 -395.202111 -395.190013 -395.210586
6-31G** -245.338638 -397.413896 -397.370858 -397.409737
113-21G

MP2/6-31G** -246.017757 -398.491336 -398.465232 -398.496632
113-21G

MP3/6-31G** -246.036096 -398.521567 -398.493370 -398.527104
113-21G
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Tableau VI : Indices de liaison de Mayer et charges atomiques nettes de

Mulliken obtenues au niveau de calecul RHF/6-31G**//RHF/3-21G.

FoP 1,7 TSP IgP
Indices de Mayer
CN 1.381 1.327 0.923 0.776
COy 1.332 1.223 1.023 1.030
CO9 0.055 0.687 0.916
O9H;y 0.743 0.268 0.017
OsH; 0.070 0.446 0.824
O3Ho 0.850 0.698 0.113
NHo 0.000 0.119 0.674
Charges atomiques nettes de Mulliken
C 0.606 0.687 0.721 0.667
N -0.643 -0.678 -0.826 -0.689
O} -0.615 -0.597 -0.710 -0.709
o] -0.718 -0.745 -0.661
O3 -0.733 -0.666 -0.736
Hy 0.446 0.555 0.400
Ho 0.378 0.455 0.481

Les calculs prédisent également la formation d'un intermédiaire pré-réactif
(que l'on notera I;P) et d'un intermédiaire réactionnel aprés le TS. Nous
analysons ensuite les différences avec le cas du mécanisme neutre.

Lintermédiaire I 1P

La liaison hydrogéne faible N1Hg entre le formamide et la molécule d’eau
additionnelle prédite dans le cas de la réaction neutre n’a pas été trouvée dans
le cas de la réaction a catalyse acide. Par contre, 'intermédiaire [P présente
une liaison C;09 partiellement formée. Nous pouvons retrouver dans la
structure de cet intermédiaire les remarques faites précédemment pour le
formamide protoné : la liaison C;O1 est plus longue que pour I'intermédiaire I
(1.290 A contre 1.209 A), alors que la liaison CiN; reste plus courte (1.302 A
contre 1.382 A).

Un autre changement important est a noter. Comme il n’existe pas
d’interaction entre les hydrogéne du dimere de l'eau et 'atome d’azote du
formamide, ce dernier est trés peu pyramidalisé. Ici, la valeur de l'angle
HNN1Ci1HN est de 172.97° contre 151.16° pour l'intermédiaire non catalysé. Si
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la pyramidalisation est déja commencée, c'est que l'interaction de I’atome de
carbone avec 'atome d'oxygene de la molécule d’eau du dimére est suffisante
pour perturber la délocalisation électronique existant entre les atomes C1, N et

O1 du formamide.

Létat de transition TS2P

La structure de cet état de transition, telle qu'elle est schématisée dans la
Figure 8 ressemble a celle obtenue dans le cadre de la réaction non catalysée.
On retrouve ici la création d'une liaison faible entre 1'un des hydrogénes du
dimere de l'eau et 'atome d’azote du formamide. Ce qui n’était pas prévisible

d’apres la structure de I'intermédiaire réactionnel pré-réactif.

Ici encore, la structure du TS2P présente des différences importantes avec
celle trouvée dans le cas de la réaction non-catalysée. On peut notamment citer
les changements importants dans les valeurs des longueurs des liaisons C0;,
CiN; et N1Ho. Comme nous pouvions le prévoir apres I'analyse des résultats
obtenus pour la protonation du formamide, C;0; et C;N; restent
respectivement plus longue et plus courte que dans I'état de transition trouvé
dans le cadre du mécanisme neutre.

La longueur de la liaison carbonyle augmente de 0.078 A par rapport a
I'intermédiaire 1;P et de 0.100 A par rapport au formamide protoné et son indice
de liaison diminue de 0.200 par rapport a I'intermédiaire et de 0.309 par rapport
au formamide proton.

De son coté, la liaison amidique augmente de 0.157 A par rapport a
I'intermédiaire et de 0.166 A par rapport au formamide protoné. La diminution
correspondante des indices de liaison est de 0.404 par rapport a I'intermédiaire

et de 0.458 par rapport au formamide protoné.

Nous pouvons également noter que la liaison N;Hg, qui n'existait pas dans
I'intermédiaire pré-réactif, commence a étre formée. Sa longueur reste
importante (1.800 A) et la valeur de son indice faible (0.119) mais l'interaction
azote-hydrogéne qui en découle est suffisante pour que la pyramidalisation de
P'azote soit effective (HNN(CHy : 122.33°).

Le transfert de proton entre les deux molécules d'eau est presque
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totalement effectué : dosyg1= 1.277 A et dosg= 1.123 A. Par contre, comme
présenté ci-dessus, le transfert du proton vers 'azote est a peine commencé.
Nous pouvons donc considérer que I'atome d’oxygéne O3 est entouré de trois
protons et forme une espece H3O*, ou est localisée la majorité de la charge

positive du systéeme.

Figure 9 : Rotation du groupe amino autour de la liaison C1N7.

Une autre différence importante entre les structures des états de
transition provient du fait que le cycie a six membres n’est pas plan dans le cas
du mécanisme catalysé. Cet écart a la planéité peut étre rapporté par la valeur
de angle HoN1C;09. Alors qu’il ne valait seulement que -0.25° dans le cas du
mécanisme neutre, sa valeur est ici de 20.56°. En fait, dans cette réaction, le
groupe amino effectue une rotation par rapport au plan C{N;O; comme
schématisé Figure 9a. Cette rotation est préférée a 9b. Tout comme la
pyramidalisation de 'azotel8, il a été montré que la rotation autour de la liaison
C1N; augmente la susceptibilité des amides a une attaque nucléophile au

niveau de 'atome de carbone.

Nous avons également schématisé le vecteur propre correspondant a la
valeur propre négative de la matrice du Hessien dans la Figure 10. On peut
noter quil existe des différences importantes entre celui-ci et celui obtenu dans

le cadre de la réaction non-catalysée (Figure 5).
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Figure 10 : Représentation schématique du vecteur propre de la matrice du
Hessien correpondant a la valeur propre négative de l'état de

transition.

Des études précédentes?, sur les mécanismes n’incluant qu'une molécule
d’eau dans la coordonnée de réaction, ont montré que les structures des états de
transition neutre et protoné sont similaires. Il existe néanmoins une asymeétrie
plus grande dans le cas du processus catalysé. Cette augmentation de
Iasymétrie se retrouve dans le cas des processus assistés de fagon encore plus

marquée.
Lintermédiaire 19P

On peut considérer que cet intermédiaire est un complexe tétraedrique
solvaté par une molécule d'eau. Contrairement a l'intermédiaire final que nous
avions trouvé lors de la réaction neutre, ici, la liaison C{N| n’est pas cassée.
Ceci est dt au fait que les interactions entre les espéces nucléophiles (NHg et le
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carbone activé) sont plus importantes. Un allongement supplémentaire de la
Liaison C1N1 est nécessaire pour obtenir les produits de la réaction. Mais une
fois encore, nous retrouverions la le méme mécanisme que pour la réaction non

assistée,

3. Energies des réactions

3.1 Energies d’activation

Dans le Tableau VII, nous avons regroupé les énergies relatives des
différentes especes calculées par rapport aux réactifs séparés pour les quatre

mécanismes considérés pour la réaction d’hydrolyse.

Tableau VII : Energies relatives (en kcal.mol" 1y des états des réactions assistées par

l'eau caiculées par rapport aux réactifs séparés (formamide ou formamide-[H30%]

et I'eau) 2

6-31G**//3-21G MP2/6-31G**//3-21G ~ MP3/6-31G**//3-21G

Mécanisme neutre

Il -7.39 -12.84
TS +52.02 +25.82 32.95
(+63.3)0 (+42.0)° (+48.3)b
2 .6.08 10.87 958
Mécanisme catalysé par HsO
I1 -19.27 -21.94
TS +7.72 -5.56 -3.81
(+38.57)°¢ (+23.75)¢ (+26.43)¢
12 -16.88 -25.26 -24.97

a4 Les valeurs entre parenthéses correspondent aux réactions non-assistées. b Reférence 4.
¢ Daprés les structures recalculées ici. La référence 6 donne les structures optimisées des

¢tats de transition au niveau RHF/4-31G.

La comparaison des énergies relatives des processus assistés ou non-
assistés nous montre bien que I'assistance par une molécule d’eau additionnelle
stabilise de fagon importante les états de transition par rapport aux réactifs. Cet
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eff:t est trés dépendant du niveau de calcul utilisé. Il peut atteindre 10-16
kcal.mol-! dans le cas de la réaction neutre et environ 30 kcal.mol-! dans le cas
de la réaction catalysée par H3O".
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Figure 11 : Profil énergétique correspondant a I'hydrolyse du formamide assistée
par l'eau, non-catalysée (en haut) et catalysée (en bas) :
RHF/6-31G**//RHF/3-21G (°°°7), MP2/6-31G**//RHF/3-21G

(e ) €t MP3/6-31G**//3-21G ¢ ).
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1l est a noter que l'introduction de la corrélation dans le calcul des énergies
modifie de fagon importante les énergies SCF relatives : elle stabilise les
intermédiaires et surtout les états de transtion par rapport aux réactifs. La
différence entre les énergies obtenues par MP2 et par MP3 pour 1’état de
transition de la réaction neutre (= 7 kcal.mol-1) est comparable ave celle obtenue
dans le cas de la réaction non-assitée (= 6 kcal.mol-1). Cette différence est moins

marquée dans le cas des processus catalysés (= 2 kcal.mol-}).

La Figure 11 montre une schématisation des surfaces d’énergie potentielle
pour les mécanismes assistés. Nous pouvons remarquer qu’il existe de grandes
différences entre les réactions neutre et catalysée par H3O". Les énergles
relatives des intermédiaires et de 1’état de transition par rapport aux réactifs
diminuent trés fortement dans le cas de la réaction catalysée. De plus, la
barriére énergétique qui sépare les différents intermédiaires est relativement

plus petite dans ce dernier cas.

3.2. Energies libres d’activation

Afin d’obtenir les variations d’énergie libre le long du chemin réactionnel,
nous avons calculé les quantités thermodynamiques a 298°C et 1 atm en
utilisant les procédures standards et en utilisant les fréquences vibrationnelles
calculées au niveau RHF/3-21G. Nous pouvons retrouver ces résultats dans le

Tableau VIII.

Les effets d’entropie sont bien connus pour avoir un role déterminant sur
la réactivité des complexes a liaisons faiblesi9. En effet, les faibles fréquences
vibrationnelles que I'on retrouve dans de tels complexes au niveau de leurs
coordonnées intermoléculaires entrainent de fortes valeurs négatives du AS qui
défavorisent fortement la formation du complexe. Dans nos mécanismes
assistés, nous pouvons nous attendre a une destabilisation importante des
intermédiaires réactionnels et des états de transition par rapport aux réactifs
séparés. En effet, la contribution entropique au AG (Tableau VIII) est trés
importante mais peut étre aisément comparée avec des calculs effectués pour
d’autres mécanismes assistés 10f.11a_ Leur valeur est sensiblement le double de
celle obtenue dans le cas des processus non-assistés. Ceci n’est pas surprenant
car le nombre de coordonnées intermoléculaires et le nombre de fréquences
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faibles est beaucoup plus grand pour les espéces de la réaction assitée. On peut
également noter que, dans le cas des processus catalysés, 'entropie d’activation
est plus faible que dans les réactions neutres correspondantes.

Tableau VIII : Bilan énergétique pour I'hydrolyse du formamide assistée par I'eau.

(kcal. mol 1)@ Valeurs relatives aux réactifs séparés.

AH-E) ‘T AS AGD)
RHTF MP2 MP3

Mécanisme neutre

I 5.40 17.61 15.62 10.17 11.30

TSN 2.01 21.74 75.77 49 57 56.70
-0.9)© (11.4)© (74.1H© (53.0)(© (59.3)©

[o" 5.60 17.40 16.92 12.13 13.42

Mécanisme catalysé par HzO"

[P 6.21 17.47 4.41 1.74 2.18

TSP 415 20.94 32.81 19.53 21.28
(-0.39)@ (11.17 (49.25)( (34.53)D 372D

ToP 7.20 19.55 9.87 1.49 1.78

(@) Les valeurs entre parenthéses correspondent aux processus non-assistés. Les
contribution enthalpiques et entropiques sont calculées , 4 298 K et 1 atm. (b) RHF, MP2
et MP3 signifient RHF/6-31G**/RHF/3-21G, MP2/6-31G**//RHF/3-21G et MP3/6-
31G**//RHF/3-21G respectivement. (©) voir référence 4. (d) D'aprés les structures

recalculées dans ce travail.

Toutes les espéces évoquées précédemment ont des valeurs de AG positives,
ce qui contraste avec le calcul des différences énergétiques du Tableau VII. Nous
pouvons remarquer que les intermédiaires 117 et 1P deviennent instables dans
des conditions normales de température et de pression, tout spécialement
I'intermédiaire pré-réactif de la réaction neutre. Ce résultat est en bon accord
avec ceux obtenus pour la réaction, assistée par 'eau, d’addition de I'eau sur le
formaldéhyde 10f. Les valeurs des AG* pour la réaction neutre de ’hydrolyse
assitée par I'eau du formamide au niveau de calcul MP2/6-31G**//RHF/3-21G
(48.39 kcal.mol-!) est proche de celle déduite des résultats obtenus pour la
réaction neutre, assistée par 'ammoniaque au méme niveau de calcullla
(50.7 kcal.mol' 1), Les AG pour une espéce donnée restent plus petits dans le cas
de la réaction catalysée par H3O™*. La catalyse acide diminue la barriére
d’activation de fagon importante (jusqu'a 35 kcal.mol-! au plus haut niveau de
calcul effectué dans cette partie : MP3/6-31G**//RHF/3-21Q).
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Ces résultats peuvent étre comparés avec ceux obtenus dans le cas des
mecanismes non-assistés. Les chemins réactionnels pour les mécanismes
assistés ou non sont schématisés Figure 12. Seuls les résultats obtenus au
niveau de calcul MP3/6-31G**//RHF/3-21G y sont représentés, pour plus de

simplicité.
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Figure 12 : Chemin réactionnel schématique pour les réactions d’hydrolyse du
formamide a) catalvsée par H30+ et assistée par 'eau, b) catalysée
par H30+. non-assitée, ¢) neutre et assistée par l'eau, d) neutre et

non-assistée au niveau de calcul MP3/6-31G**//RHF/3-21G.

Au plus haut niveau de calcul utilisé dans ce travail, 'assistance par une
molécule d’eau supplémentaire diminue de fagon considérable la barriére
d’énergie libre dans le cas de la réaction catalysée (d’environ 50%) alors qu'elle
ne produit qu'une faible baisse dans le cas des processus neutres. Les
conclusions que l'on peut tirer des différents niveaux de calculs RHF, MP2 et
MP3 sont essentiellement les mémes. La seule différence majeure vient du fait

que la méthode RHF ne prédit pas la catalyse bifonctionnelle dans le cas du

processus neutre.
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En résumé, il apparait que deux composantes principales doivent étre
considérées pour expliquer la catalyse bifonctionnelle. Dun coté, la molécule
d’eau additionnelle stabilise de facon importante I'état de transition. Ceci
résulte de plusieurs facteurs tels que, par exemple , Paspect géométrique et
Pacidité relative du dimeéere de I'eau. D'un autre coté, les effets entropiques
défavorisent les mécanismes assistés, mais il n’existe pas de différences
importantes au niveau de ce facteur entre les processus neutre et catalysé. Les
diminutions dans les barriéres d’énergie libre du fait de la catalyse
bifonctionnelle nous sont données par la somme des termes d’énergie et
d’entropie : une stabilisation importante apparait alors dans le cas des
processus catalysés alors que seulement de faibles effets sont prédits dans le cas

des réactions neutres.

Nous pourrions considérer plus de molécules d’eau dans les mécanismes
d’hydrolyse. Toutefois, on pourrait s’attendre a une faible stabilisation
électronique parce que la participation de ces molécules d’eau dans la
coordonnée de réaction est improbable. D’'un autre coté, le terme entropique
continuerait d’augmenter systématiquement (d’environ 10 kcal.mol-1 par
molécule d’eau supplémentaire a 298K et 1 atm). Nous pouvons donc
raisonnablement penser que ces processus multi-moléculaires ne sont pas
envisageables dans le cas de I'hydrolyse du formamide, tout spécialement dans

le cas de la réaction neutre.

4. Effets du soivant

4.1. Effets électrostatiques

Nous allons maintenant examiner le role des interactions électrostatiques
avec le solvant sur les réactions décrites précédemment, en utilisant le modéle a
cavité. Nous nous limiterons aux processus assistés en regardant les
modifications apportées par le solvant sur la structure des réactifs et des T.S.
ainsi que sur la barriére d’activation. Nous utiliserons la constante diélectrique
de 'eau pour représenter notre liquide (¢ = 78.4). Les énergies de solvatation ont
été calculées au niveau MP2/6-31G**//RHF/3-21G (les calculs MP3 auraient été
trop couteux dans le cas de systémes solvatés et n’auraient eu que peu de

conséquences sur les conclusions qui vont étre présentées). Il ne faut pas oublier
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que les autres termes qui contribuent a 'énergie libre de solvatation peuvent
modifier les barriéres énergétique de la phase gazeuse. L’énergie de solvatation
totale doit inclure en particulier les corrections dues aux termes d’énergies de
cavitation et de dispersion, qui sont des quantités importantes dans I’évaluation
des énergies d’activation. Leur contribution sera briéevement examinée a la fin
de ce chapitre. Toutefois, nous ne nous attendons pas a ce que ces termes
influencent de facon importante les géométries des points stationnaires de la

surface d’énergie libre.

Structures des réactifs

En premier lieu, il est intéressant de considérer comment les interactions
électrostatiques modifient les distributions électroniques et les géométries des
réactifs, i.e. le formamide et I'eau (ou le dimeére de I'eau). Des études sur les
effets électrostatiques du solvant a l'aide du modéle de continuum sur des
amides (planes ou non)20-21.22.23 et sur I'eau et son dimérel4 ont été effectuées.

2
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Figure 13 : Incréments pour les coordonnées internes (en gras), pour les indices de
liaison (entre parenthéses) et pour les charges atomiques nettes (en
italique) pour les molécules de formamide et du dimére de I'eau par

passage du vide en solution dans I'eau. calculés au niveau 6-31G**//3-21G.
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Figure 13, nous avons regroupé les effets des interactions électrostatiques
sur certaines quantités moléculaires. La géométrie du formamide est
sensiblement modifiée : la liaison CiN; diminue alors que la liaison C10;
augmente. Nous pouvons remarquer ce méme changement dans les indices de
Liaison de Mayer : la liaison C{N est renforcée alors que la liaison C;O; est
fragilisée. De plus, nous pouvons noter une forte polarisation des charges
électroniques : les valeurs absolues de la charge négative localisée sur 'atome
d’oxygéne et des charges positives localisées sur les hydrogene liés a 'atome
d’azote augmentent. Par contre, les densités électroniques des atomes d’azote et

de carbone ne sont pas sensiblement modifiées.

Ces effets peuvent étre aisément compris en utilisant une représentation
conventionnelle sous forme de mésomeéres. On peut alors considérer que la
structure électronique du formamide que nous allons utiliser est intermédiaire
entre les deux représentations de la Figure 14. Les interactions électrostatiques,
qui favorisent généralement la séparation de charges, stabilisent la forme
représentée en b). Nous devons néanmoins utiliser cette interprétation avec
prudence car le transfert de charge suggéré n’est pas complétement

satisfaisant?4.

N H\r\T a
/N—C [ S p -—_-_—:C\
H 0 H o
a b

Figure 14 : Représentation schématique des formes mésomeéres du formamide en

solution.

De ces considérations, il découle que la solvatation du formamide risque de
défavoriser la pyramidalisation de 'atome d’azote car le caractére de double
liaison de C;N; augmente en solution. De plus, le moment dipolaire du
formamide est plus grand pour une conformation plane (voir plus loin) et d’apres
la théorie d'Onsager?5, on s’attend a ce que les interactions entre le soluté et le
solvant favorisent la planéité. Des calculs ont donc été effectués en solution pour
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deux structures différentes du formamide. La premiére correspond a une
structure plane, la seconde a une structure pyramidalisée du formamide. Ceci
va nous permettre de constater que le raisonnement énoncé ci-dessus n’est paS
totalement correct. Comme nous pouvons le constater dans le Tableau IX, la
conformation pyramidale est plus solvatée que la forme plane, donc 'énergie de
pyramidalisation diminue en solution (nous supposons que la cavitation et la
dispersion restent constantes lors du processus de pyramidalisation). Les
développements multipolaires, présentés dans le Tableau IX, mettent en
évidence une tres forte contribution des moments quadrupolaires a I'énergie de
solvatation qui est plus importante dans le cas de la molécule non-plane. De
plus, en dépit du fait que le moment dipolaire de la structure plane soit
légérement plus important, sa contribution a I'énergie de solvatation est
légérement plus faible. Ceci est da a un changement dans l'orientation relative
du dipole par rapport aux axes de la cavité. Ceci permet de montrer les
Iimitations du modele traditionnel d’'Onsager. Pour étre complet, nous devons
également noter que de récents calculs ont montré que la rotation autour de la
liaison CN est défavorisée par les effets électrostatiques dus au solvant 20b.21

Tableau IX : Energie électrostatique de solvatation (kcal.mol 1) dans I'eau pour deux

conformations du formamide : plane et pyramidalisée.

Egsolv®
Axes de la cavité () électrostatique
A B C 1 D) 1=1 1=2 1=3 total
Plan (@) | 2.018 2674  3.442 4114 |47 -1.1 -0.3 -7.5
b) 4.233 -5.0 -1.1 -0.3 -8.1
Pyramidal @& | 2.057 2.622 3.443 4109 |-5.2 -1.8 -0.2 -8.8
®) 4.141 -5.2 -1.6 -0.2 -8.7

(a) RHF/3-21G//3-21G (b) MP2/6-31G**//3-21G ©) Contributions a 1'énergie de solvatation
purement électrostatique dues au dipole (I=1), quadrupole (1=2), etc.

Les effets du solvant sur le dimére de I'’eau ont été analysés dans un
précédent travaill4. Les conclusions les plus importantes sont que les
interactions augmentent les charges positives portées par les hydrogeéne
externes. Ceux-ci deviennent plus disponibles pour créer des liaisons hydrogéne
avec d’autres molécules. De plus, la liaison hydrogéne du dimére est renforcée
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par l'effet coopératif du solvant et facilite le tranfert de proton entre les deux

molécules d’eau.

En résumé, les effets du solvant sur les molécules de formamide et du

dimeére de 'eau suggerent que la réactivité de ces systémes augmenterait en

solution, menant vers une réaction d’hydrolyse plus facile.

Tableau X : Quantités moléculaires correspondant a I'état de transition du méeanisme neutre

assisté calculées a I'aide du modele du continuum pour deux constantes diélectriques (e = 2.0

et £ =78.4).
Paramétres géométriques Ordres de liaison de Maver
CN 1.545 1.530 CN 0.739 0.796
COq 1.244 1.273 CO1 1.599 1.440
COq 1.671 1.595 CO2 0.452 0.549
O9H1 1.239 1.293 O9H1 0.340 0.279
H103 1.165 1.120 H103 0.426 0.483
OgHo 1.168 1.098 O3H29 0.347 0.527
HoN 1.333 1.460 HoN 0.333 0.259
01CN 115.55 115.26 Charges atomiques nettes de Mulliken
02CN 96.40 9777 C 0.675 0.719
H109C 107.03 109.69 N -0.833 -0.855
03H,109 152.99 150.11 01 -0.734 -0.883
HoO3H, 87.46 91.26 02 -0.814 -0.816
OgHoN 154.98 150.69 03 -0.816 -0.775
HoNC 104.64 104.69 H1 0.511 0.511
H109CN 38.15 38.76 Ho 0.504 0.490
0O3H102C -22.98 -28.31 Moments dipolaires
Ho03H09 -0.63 5.22 3.479 6.176
NHoOsH; -2.20 -4.78
HoNCO2 -37.06 -35.77
HxNCHN' 121.60 120.95 B

Energies totales

3-21G

-319.147902

-319.170041

113-21G

68-31G**//3- -320.912988 | -320.935922
21G
MP2/6-31G** | -321.844996 | -321.859181
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Réaction non-catalysée

Nous présentons la structure de I'état de transition en solution dans le
Tableau X. Nous pouvons la comparer avec la géométrie obtenue pour le
systéme isolé, présentée dans le Tableau II. Les effets diis au solvant sont
importants : les liaisons CiN; et C109 sont plus courtes en solution. Ce qui
signifie que la cassure de la liaison est retardée bien que I'attaque nucléophile
sur I'atome de carbone soit favorisée. A l'inverse, la liaison N{Hg est plus
longue. On peut remarquer que les effets électrostatiques présentent les mémes
caractéristiques que celles décrites par la catalyse acide. Toutefois, la différence
la plus importante est la rotation du groupe amino. Cette fois-ci, la rotation se
fait en sens inverse de celle obtenue lors de la réaction developpée dans le cadre

de la catalyse acide telle que schématisée Figure 15.

Figure 15 : Schématisation de la rotation du groupement amino autour de la

liaison C Ny dans le cas de la réaction effectuée dans le solvant.

Les énergies de solvatation calculées au niveau RHF/6-31G**//RHF/3-21G
sont regroupées dans le Tableau XI. Deux composantes sont données pour
chaque espéce : I'énergie électrostatique pure de solvatation, Eglee, définie
comme I'énergie libre d'interaction pour les espéces utilisant les géométries et
les distributions électroniques de la phase gazeuse, et ’énergie de polarisation,
Epol, qui représente I'énergie de stabilisation due aux phénoménes de relaxation
électrohique et géométrique. Dans ce Tableau, nous donnons également les
valeurs des moments dipolaires pour la phase gazeuse. Nous pouvons
rémarquer que le terme électrostatique est sensiblement plus important pour
les réactifs. Ceci est dii en grande partie aux fortes contributions dipolaires du
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formamide et de l'eau a l'énergie de solvatation. Toutefois, la contribution
quadrupolaire de l'état de transition est trés élevée et les effets de polarisation
sont plus importants. Dans ce Tableau, les énergies de polarisation incluent la
stabilisation due a la relaxation de géométrie et nos calculs montrent que ce
terme est important pour I'état de transition. L’énergie totale de solvatation
(électrostatique + polarisation) prédite pour les réactifs et celle prédite pour le
TS sont proches. Cependant, une augmentation de I’énergie d’activation de 1.8

kcal.mol-! est prévue.

Tableau XI : Energie électrostatique. de polarisation et énergie totale de solvatation
(keal.mol' Y pour les réactifs et les TS dans le cas du mécanisme neutre assisté en

solution dans eau. au niveau MP2/6-31G**//RHF/3-21G.

AEgoly

électrostatique pol.  solv.

u@d =l =2 1=3 1=4 Tot.

Réactifs
Formamide 4.233 -6.4 -1.3 -0.3 -0.3 -8.6 +0.6 -8.0
Ho0 2.137 -3.7 -14 0.1 -0.1 -0.3 0.4 -5.7
Total -19.1 -0.3 -19.
TS 3.854 2.7 -7.7 -1.9 -1.6 -15.5 -6.3 -21.7

On pourrait se demander quel serait l'effet d'un milieu a constante
diélectrique moyenne ou faible. Dans ce cas, les composantes électrostatiques
devraient rester plus forte pour les réactifs que pour le TS. D’un autre coté, les
effets de polarisation devraient étre moins prononcés et leurs effets sur la
barriére ne pourraient pas étre aussi facilement prédits. Toutefois, quand les
calculs sont effectués dans un milieu de permittivité £=2.0, une légere

augmentation de la barriére d’environ 0.1 kcal.mol-! est trouvée.

Mécanisme catalysé par H3Ot

Qualitativement, les mémes conclusions ont été obtenues pour la réaction a
catalyse acide une fois les structures recalculées en tenant compte des
interactions avec un solvant de constante diélectrique £€=2.0. Nous avons tenté
d’effectuer ces calculs avec €=78.4, mais ils ont échoué car les perturbations

géométriques menaient a une structure ouverte qui ne pouvait pas étre traitée
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par le formalisme de la cavité ellipsoidale. Dans le cas £€=2.0, les réactifs sont
plus stabilisés que le TS2P de 1.2 kcal.mol-l, ce qui entraine une augmentation
plus prononcée de la barriere que dans le cas du processus neutre effectué dans
le méme milieu. L’effet électrostatique augmente lz rotation du groupe amino
observée dans la phase gazeuse : 'angle HoN;C ;09 passe de 20.56° dans le vide
a 40.90° dans un solvant peu polaire (¢=2.0).

4.2, - Effets non-électrostatiques

Les termes non-électrostatiques de solvatation (essentiellement les termes
énergétiques de cavitation, de dispersion et les possibilités de liaisons
hydrogéne) peuvent jouer un role important au niveau des énergies des
différents états stationnaires. Nous avons calculé les termes non-
électrostatiques, en utilisant un modéle de continuum paramétrisé 26. L’énergie
de solvatation non-électrostatique est définie comme la différence entre ’énergie
libre électrostatique et de polarisation et I'énergie libre totale. Elle est estimée
ici en utilisant une fonctionnelle des surfaces atomiques :

solv

AGNE = Z 'Yisi

S; est la surface accessible de 'atome 1 de la molécule de soluté et g; représente
les parameétres dépendant du type d’atome considéré. Dans la paramétrisation
de cette méthode, on utilise les valeurs de l'’énergie électrostatique de
solvatation AGE)y issue d’'un calcul théorique de sorte que I'on minimise la
quantité (AGeXPgg1y, - AGE 1y - AGNEG 1) ot AGeXD,, est I'énergie libre de
solvatation expérimentale. En principe, on peut considérer un seul paramétre y;
par type d’atome H, C, N et O. Mais on constate rapidement qu’il est
indispensable de tenir compte de 'environnement de ’atome. En particulier, la
distinction des atomes d’hydrogene liés au C, N et O est nécessaire. C’est
I’hypothése que nous avons retenue. Cependant, dans le cas des états de
transition, ou un proton est transféré de la molécule d’eau a 'atome d’azote du
formamide ou a une autre molécule d’eau, la définition du parameétre atomique
des atomes d’hydrogéne impliqués. dans ces transferts n’est pas simple. Nous
avons choisi ce parameétre en fonction de 'atome lourd le plus proche. Mais la
surface accessible de cet atome d’hydrogéne étant relativement petite, 'erreur
commise par cette approximation est certainement faible. Les surfaces
accessibles sont calculées en ajoutant le rayon du solvant (1.4 A pour l'eau) aux
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~rayons de van der Waals. Les calculs des surfaces pour chaque atome des
molécules de solutés ont été menés a I'aide de I'algorithme ASA.

Ce schéma théorique est basé sur la proportionnalité entre la surface du
soluté et le nombre de molécules de solvant appartenant a la premiére couche de
solvatation. Il a été montré que les énergies libres de cavitation sont
linéairement corrélées a la surface du soluté, de méme que les énergies de
répulsion-dispersion. En outre, on s’attend a ce que les autres termes
énergétiques solent également proportionnels au nombre de molécules de

solvant appartenant a la premiére couche de solvatation.

Compte tenu du fait que nous n’avons pas pu localiser le TS du processus
assisté, catalysé par H3O™, nous étudierons ici uniquement le processus non-
catalysé afin d’estimer la différence en énergie libre non-électrostatique entre

les mécanismes assisté et non-assisté.

Les résultats sont présentés dans le Tableau XII. Il est a noter que les
termes non-électrostatiques correspondant aux différents réactifs et états de
transition sont tous stabilisants. On peut comprendre ce résultat compte tenu
du caractere polaire des especes considérées et de leur capacité a former des
liaisons hydrogéne avec les molécules d’eau du solvant. On constate que les
réactifs sont plus stabilisés que les états de transition. En effet, nous obtenons
une contribution non-électrostatique de 4.3 kcal.mol-! a I’énergie de la barriére
d’activation du processus neutre assisté et de 2.2 kcal.mol-! dans le cas du

processus neutre non-assiste.

Tableau XII : Contribution non-électrostatique a l'énergie de solvatation
(kcal.mol'1l) pour les réactifs et les états de transition des réactions neutres

assistée et non-assistée.

Contribution non-électrostatique a SAG
I'énergie de solvatation

Formamide -1.708
H20 -4.226
TSIN -3.769 +2.165
TS2N -5.850 +4.310
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I1 est intéressant de rajouter que le terme de cavitation seul conduirait a
une diminution de la barriére de potentiel car en passant des réactifs aux TS, il
y a toujours une diminution du volume moléculaire. La variation du terme de
dispersion est plus difficile a prévoir. Mais les valeurs obtenues pour les SAG
suggerent que le facteur le plus important dans la diminution de la barriére a
comme origine une diminution de la capacité a former des liaisons hydrogéne et

donc une augmentation de 'hydrophobicité des réactifs aux TS.

En résumé, les termes non-électrostatiques favorisent le processus non-
assisté qui de ce fait devient compétitif avec le processus assisté. D’apreés les
résultats énergétiques précédents, on peut en déduire que ces deux réactions

seront certainement compétitives dans le solvant.
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5. Conclusion

L’hydrolyse du formamide par une molécule d’eau additionnelle rend
I’hydrolyse du formamide énergétiquement plus favorable dans les deux
mécanismes étudiés dans cette partie, c.d.d. le mécanisme neutre et le
mécanisme O-catalysé par H3O™", toutefois, les effets sont beaucoup plus

importants dans ce dernier cas.

Dans le cas des processus assistés, nous avons trouvé des intermédiaires
réactionnels qui n’étaient pas présents dans les réactions non-assistées. Ceci
peut s’expliquer grace a un effet coopératif du dimére, qui est un meilleur
donneur de proton que le monomere de 'eau. Malgré tout, a cause des termes
entropiques, ces intermédiaires deviennent instables dans les conditions

normales de température et pression.

Les processus assistés ne peuvent pas étre décrits en ne considérant
simplement que la deuxiéme molécule d’eau solvate le systéme. En effet, les
deux molécules d’eau participent a la coordonnée de réaction. Un facteur
important a considérer dans ces réactions est le caractére donneur de proton
trés important de la deuxiéme molécule d’eau, par rapport au monomeére. En
effet, ce facteur facilite grandement la pyramidalisation de I’azote, ce qui est un

point clef dans I'activation de 'attaque nucléophilique sur le carbone.

Quand les interactions électrostatiques avec le solvant sont prises en
compte en utilisant le modele de continuum pour le liquide, les perturbations
obtenues changent les barriéres d’activation. Toutefois, ces changements restent
limités par comparaison avec ceux apportés par I'introduction de la molécule
d’eau supplémentaire. D'un autre coté, a ce niveau de calcul, les interactions
électrostatiques modifient de fagon trés importante les structures des points

stationnaires de la surface d’énergie potentielle.
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Etude semi-empirique et DFT du
meécanisme d’hydrolyse du formamide :

comparaison avec les résultats ab initio.

Dans le chapitre précédent, nous avons étudié différents mécanismes
d’hydrolyse du formamide au niveau ab initio. Cette étude nous a permis
d’étudier en détail certains aspects des processus, notamment I'importance de la
catalyse bifonctionnelle. Afin de vérifier la validité des conclusions tirées lors de
I'étude de I'hydrolyse du formamide dans le cas des processus d’hydrolyse des
peptides catalysés par la thermolysine, on doit choisir soigneusement une
stratégie de calcul. En effet, I'utilisation des méthodes ab initio est limitée au
cas de systemes de taille relativement petite et avec les moyens actuels, on ne
peut pas aborder a l'aide de ces méthodes des problémes liés a la catalyse
enzymatique. Les méthodes semi-empiriques ou DFT et les méthodes mixtes
(semi-empiriques/MM ou DFT/MM) sont de bonnes alternatives a ce probléme
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de taille du systéme. Toutefois, les approximations implicites a ces méthodes
théoriques sont a considérer et les comparaisons avec des niveaux de calculs

plus poussés sont donc nécessaires.

Nous allons reprendre dans cette partie I’étude des mécanismes considérés
ci-dessus par des calculs semi-empiriques et DFT que nous comparerons avec
des résultats ab initio. Pour ces derniers, nous avons choisi d'utiliser un niveau
de calcul MP2/6-31G**. Par rapport aux calculs présentés lors du chapitre
précédent, ce niveau de calcul nous permettra en outre d’étudier I'influence de la
base et de la corrélation sur ia géométrie des systéemes. Compte tenu du nombre
de systémes a étudier et de leur taille, il était difficile d'employer un niveau de
calcul plus poussé. Cependant, de nombreuses études théoriques en réactivité
chimique ont été effectuées a ce niveau avec des résultats que 1'on peut

considérer satisfaisants.

Pour les calculs semi-empiriques, nous utiliserons la méthode AM1 qui est
celle qui a été employée par d’autres auteurs dans des études de catalyse

enzymatique proche de la notre,

En ce qui concerne les calculs DFT, les résultats dans différents travaux de
la Littérature nous ont menés a choisir préférentiellement les fonctionnelles
d’échange de Becke et de corrélation définies par Lee, Yang et Parr (voir
Chapitre I: paragraphe 1.3 et 5). Cette méthode a correction de gradient, assez
communément employée, est notée BLYP. La base d’orbitales moléculaires est la

méme que celle employée dans les calculs ab initio.

Pour simplifier le texte, nous utiliserons les notations suivantes: MP2
correspond a des calculs effectués au niveau MP2/6-31G**, BLYP correspond a
des calculs effectués au niveau BLYP/6-31G**, AM1 a des résultats obtenus par

la méthode semi-empirique AM1.

1 - Réaction non-catalysée

Nous allons considérer en premier lieu les résultats des calculs pour la
molécule de formamide qui sont rassemblés dans le Tableau XIII. On peut

constater que:
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* Toutes les valeurs absolues des charges atomiques calculées en DFT sont
plus faibles que celles obtenues par les méthodes ab initio. Toutefois, 'ordre
relatif de cette distribution de charges est conservé.

* En AM1, la longueur de la liaison C1N est comparable a celles obtenues
en ab initio ou en DFT mais la longueur de la liaison C10; est sensiblement
plus grande. La distribution des charges garde le méme ordre relatif avec des

valeurs absolues plus faibles.

* Les résultats obtenus par la méthodes MP2 sont en bon accord avec ceux
obtenus en RHF/3-21G (voir chapitre précédent). Les longueurs et les ordres de
liaisons MP2 et DFT ainsi que les charges ont des valeurs comparables. Les
longueurs de liaison DFT sont légerement plus longues bien que les ordres

correspondant a ces liaisons soient plus grands.

1.1. Mécanisme non-assisté

Dans le Tableau XIV, sont regroupés les parametres relatifs a 1'état de
transition du processus neutre a une molécule d’eau, en fonction des différentes
méthodes utilisées. L.a Figure 16 rappelle la numérotation des atomes dans cet

état de transition.

Figure 16 : Structures autour de laquelle a été effectuée la recherche de TS pour

la réaction neutre non-assitée.

Si l'on compare les calculs DFT avec les résultats ab initio MP2, on
constate que l'augmentation de la longueur de la haison CiN; est plus
importante en DFT, ou en d’autres termes, en DFT la réaction est plus avancée.
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Les valeurs obtenues au niveau MP2 montrent quelques différences qu’il
convient de signaler. On peut préciser que le transfert de proton depuis la
molécule d’eau vers l'atome d’azote du formamide est renforcé pai‘
Paugmentation de la base et I'introduction de la corrélation dans les calculs,
comme on peut le constater en comparant les résultats MP2 ou DFT avec ceux
obtenus au niveau RHF/3-21G du chapitre précédent. En revanche, 'attaque
nucléophile de 'atome d’oxygéne de la molécule d’eau vers le formamide est treés

légérement défavorisée. Le processus est donc plus asymétrique.

En revanche, dans les calculs semi-empiriques 'augmentation de la liaison
C1N est beaucoup plus faible. On peut conclure que I'état de transition se
trouve plus prés des réactifs que pour les autres méthodes. Les liaisons N1H; et
C109 étant respectivement plus longue et plus courte que pour les autres
méthodes, la méthode AM1 prévoit une attaque plus concertée que les autres

méthodes.

Tableau XIII : Parameétres géométriques (longueurs de liaisons en A et angles en
degrés). charges atomiques nettes de Mulliken, ordres de liaison de Mayer et
énergies totales (en u.a.) a différents niveaux de calculs (BLYP/6-31G**. MP2/6-
31G** et AMI).

FORMAMIDE

AM1 MP2/6-31G** BLYP/6-31G**

Paramétres Géométriques
C101 1.243 1.223 1.229
Ci1N1 1.367 1.360 1.373
N1C101 121.87 124.78 124.93
N1C1O1Hg 180.00 180.00 180.00

Charges Atomiques Nettes de Mulliken

01 -0.371 -0.581 -0.423
C1 +0.258 +0.567 +0.376
N1 -0.449 -0.735 -0.511

Ordres de liaison de Mayer
C1N1 1.070 1.149
C101 1.812 1.892

Energies Totales
-25.620217 -169.432582 -169.851422
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Tableau XIV : Paramétres géométriques (longueurs de liaisons en A et angles en
degrés), charges atomiques nettes de Mulliken, ordres de liaison de Mayer et
¢énergies totales (en u.a.) & différents niveaux de calculs (BLYP/6-31G**, MP2/6-
31G** et AM1) pour l'état de transition du mécanisme neutre, non-assisté.

L’évolution par rapport aux paramétres du formamide est présentée entre

parenthéses.
TSIN

AMI1 MP2/8-31G** BLYP/6-31G**

Parameétres Géométriques
€101 1.265 (+0.022) 1.221 (-0.002) 1.220 (-0.009)
C1N1 1.521 (+0.154) 1.586 (+0.226) 1.664 (+0.291)
C102 1.582 1.788 1.854
O9H1 1.294 1.322 1.359
H1N{ 1.219 1.181 1.190
N1C109 87.17 83.10 81.59
H1092Cq 81.58 68.89 68.93
N1C1092Hy -2.01 -6.00 -4.67

Charges Atomiques Nettes de Mulliken

01 -0.538 -0.622 -0.422
Cq +0.298 +0.624 +0.371
Ny -0.389 -0.783 -0.589
02 -0.443 -0.833 -0.604
Hiq +0.233 +0.471 +0.339

Ordres de liaison de Mayer
C101 1.764 (-0.048) 1.860 (-0.032)
CiNy 0.663 (-0.407) 0.663 (-0.486)
C102 0.424 0.489
O9H 0.311 0.406
H1N1 0.502 0.500

Energies Totales
-38.337167 -245.589898 -246.198272

Chapitre III: Etude semi-empirique et DFT du mécanisme d’hydrolyse...

71



Tableau XV : Paramétres géométriques (longueurs de liaisons en A et angles en
degrés), charges atomiques nettes de Mulliken, ordres de liaison de Mayer et
énergies totales (en u.a.) a différents niveaux de calculs (BLYP/6-31G**, MP2/6-
31G** et AM1) pour I'état de transition du mécanisme neutre, assité par une
molécule d'eau. L'évolution par rapport aux paramétres du formamide est présentée

entre parenthéses.

TS2N
AM1 MP2/6-31G** BLYP/6-31G**

Parameétres Géométriques
C101 1.277 (+0.034) 1.22%(+0.015) 1.230 (+0.001)
Ci1Ny 1.512 (+0.145) 1.527 (+0.167) 1.587 (+0.214)
C102 1.558 1.747 1.862
O92H1 1.300 1.295 1.295
H103 1.141 1.174 1.174
0O3H9 1.167 1.192 1.297
H9Ny 1.403 1.312 1.245
01C1Ny 113.96
02C1N1 106.55 93.33 115.17
H109Cq 117.46 93.94 97.09
03H102 140.19 156.37 158.78
Ho03H| 97.02 84.22 83.27
N1H203 15278 155.23 157.99
HNCIN1HN
N1C109H 1.65 -56.47 -46.98
C102H 103 -12.80 30.37 33.03
0O9H103H2 14.21 711 -3.27
H103H9N, -10.08 -15.47 -2.72
Charges Atomiques Nettes de Mulliken
01 -0.580 -0.681 -0.454
09 -0.473 -0.823 -0.606
03 -0.411 -0.779 -0.625
Ci +0.303 0.597 0.363
Ny -0.404 -0.790 -0.583
Hi +0.234 0.498 0.356
Ho +0.220 0.505 0.361
Ordres de liaison de Mayer
C101 1.614 (-0.198) 1.801 (-0.091)
Ci1Ny 0.760 (-0.310) 0.697 (-0.452)
C102 0.445 0.475
O9H1 0.305 0.393
HtO3 ' 0.481 0.503
O3H2 0.433 0.430
HoNj 0.340 0.456
Energies Totales

-51.152029 -321.826978 -322.628804
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1.2. Mécanisme assisté

L’ensemble des résultats pour ce mécanisme est présenté dans le
Tableau XV. La Figure 17 rappelle la numérotation des atomes dans notre
structure. La Figure 18 présente une comparaison des structures du TS a
différents niveaux de calcul. Comme on peut les constater dans cette Figure, la
principale différence entre ces résultats réside dans le fait que les calculs MP2
et DFT ne gardent pas la planéité du cycle a six membres (Figure 18). On
obtient une rotation du groupe amino autour de la hiaison C{N; qui peut étre
mesuré par 'angle HoN{C{O, qui est ici de 54.02° en MP2 et 46.98° en DFT.
Nous avons effectué la recherche de cet état de transition au niveau RHF/6-
31G** pour savoir si cette rotation provenait d'un effet de la base ou d'un effet
de la corrélation. L’état de transition TS2N, au niveau de calcul RHF/6-31G**
présente un écart a la planéité de 50.75°. Donc I'effet le plus important semble
provenir de la base d’orbitales atomiques.

Figure 17 : Structure autour de laquelle a été effectuée la recherche de TS pour

la réaction assistée par I'eau.

En comparant les calculs MP2 et BLYP, utilisant la méme base d’orbitales
gaussiennes, on constate qu’ils donnent sensiblement les mémes résultats mis a
part le fait que le transfert du proton depuis le dimére de I'eau vers la molécule
de formamide semble plus avancé en DFT qu’au niveau MP2.
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Figure 18 : Etats de transition du mécanisme neutre assisté par une molécule

d'eau en projection de Newman, aux niveaux de calculs a) RHF/3-

21G. D AM1, © BLYP/6-31G** &) MP2/8-31G**.

Dans le cas des résultats AM1, I'évolution des liaisons C10; et C1N;
depuis le formamide vers I'état de transition se fait de la méme fagon que pour
les méthodes RHF et MP2. Les résultats obtenus pour le transfert de proton
d’'une molécule d’eau a la seconde sont également comparables a ceux obtenus
par les deux méthodes précédentes. Le transfert du proton vers le formamide est

sensiblement moins avancé que ce qui est prévu par les méthodes MP2 ou DFT.

Chapitre III: Etude semi-empirique et DF'T du mécanisme d’hydrolyse... 74



2 - Réaction a catalyse acide

Nous allons analyser pour commencer les résultats obtenus pour la
structure du formamide protoné qui sont regroupés dans le Tableau XVI.

Par rapport aux résultats présentés dans le chapitre précédent au niveau
3-21G, les longueurs de liaisons sont légérement modifiées au niveau MP2/6-
31G**. Cependant, si I'on compare les paramétres du formamide protoné avec
ceux du formamide neutre, optimisés en MP2/6-31G**, on retrouve sensiblement
les mémes modifications que lors des calculs RHF/3-21G.

Les calculs DFT montrent en général le méme type d'évolution entre le
formamide et le formamide protoné. Quelques différences apparaissent toutefois
entre les résultats MP2 et DFT, concernant notamment la distribution de

charge et les indices de liaison.

D’un autre coté, I'évolution des charges AM1 depuis le formamide est
qualitativement bonne en comparaison avec MP2. Il faut remarquer que
I'allongement de la distance C10O; par suite de la protonation semble étre un peu
exagére dans le cas du calcul AM1.

2.1. Mécanisme non-assisté

Les résultats relatifs a la structure de 1'état de transition du mécanisme de
catalyse acide non-assistée sont regroupés dans le Tableau XVII. La Figure 19
présente la structure de cet état de transition.

Ici encore, les calculs MP2 sont en accord avec les résultats obtenus au
chapitre précédent. En particulier, nous trouvons ici une attaque nucléophile de
I'atome d’oxygéne de la molécule d’eau sur le carbone du formamide plus

marquée que dans le cas de la réaction non-catalysée.

La méthode BLYP prévoit un transfert de proton vers le formamide plus
avancé que ce qui est prévu dans les calculs MP2, alors qu'en AM1 on prévoit le
contraire. Pour les autres paramétres, on prévoit des modifications comparables.
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Figure 19 : Représentation de I'état de transition concernant le processus

protoné et non-assisté.

Tableau XVI : Paramétres géométriques (Jlongueurs de liaisons en Aet angles en
degrés). charges atomiques nettes de Mulliken, ordres de liaison de Mayer et
énergies totales (en u.a.) a différents niveaux de calculs (BLYP/6-31G**, MP2/6-
31G** et AMI) pour le formamide protoné. L’évolution par rapport aux parametres

du formamaide est présentée entre parenthéses.

FORMAMIDE PROTONE

AMI1 MP2/6-31G** BLYP/6-31G**

Parameétres Géométriques

C101 1.337 (+0.094) 1.278 (+0.055) 1.287 (+0.058)
CiNy 1.320 (-0.047) 1.304 (-0.056) 1.319 (-0.054)
N1C101 116.13 120.35 120.82
N1C10O1He 180.00 180.00 180.00

Charges atomiques nettes de Mulliken

01 -0.203 -0.5674 -0.394
Cq +0.268 +0.596 +0.411
Nj -0.248 -0.647 -0.447
Ordres de lisison de Mayer ,

C1N1 1.391 (+0.321) 1.438 (+0.289)
€101 1.309 (-0.503) 1.423 (-0.449)

Energies Totales
-38.689849 -246.035907 -246.633131
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Tableau XVII : Parameétres géométriques (longueurs de liaisons en A et angies en
degrés), charges atomiques nettes de Mulliken. ordres de liaison de Mayer et
énergies totales (en u.a.) a différents niveaux de calculs (BLYP/6-31G**, MP2/6-
31G** et AM1) pour l'état de transition du mécanisme protoné., non-assisté.

L'évolution par rapport aux paramétres du formamide protoné est présentée entre

parenthéses.
TS1P

AM1 MP2/6-31G** BLYP/6-31G**
Paramétres Géométriques
€101 1.382 (+0.045) 1.331 (+0.053) 1.326 (+0.039)
Ci1Ny 1.468 (+0.148) 1.468 (+0.144) 1.495 (+0.176)
C109 1.468 1.545 1.617
O9H1 1.286 1.180 1.321
HiN; 1.443 1.359 1.347
N1C102 91.74 91.23 89.83
H102Cq 36.34 77.32 75.66
N1C109H, -0.89 -6.45 -5.09
Charges atomiques nettes de Mulliken
01 -0.330 -0.651 -0.451
C1 +0.211 +0.663 +0.409
Ny -0.331 -0.789 -0.573
09 -0.283 -0.661 -0.473
Hy +0.303 +0.511 +0.389

Indices de liaison de Mayer

CiN1 0.869 (-0.522) 0.894 (-0.544)
€101 1.095 (-0.214) 1.261 (-0.162)
C102 0.661 0.700
O9H1 0.431 0.458
HiNj 0.340 0.410
Energies

-51.452073 -322.215817 -322.992519
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Tableau XVIII : Paramétres géométriques (longueurs de liaisons en A et angles en
degrés), charges atomiques nettes de Mulliken, ordres de liaison de Mayer et
énergies totales (en u.a) a différents niveaux de calculs (BLYP/6-31G**, MP2/6-
31G** et AM1) pour I'état de transition du mécanisme protoné, assisté par une
molécule d'eau. L'évolution par rapport aux parameétres du formamide protoné est

présentée entre parenthéses.

TS2P

AM1 MP2/6-31G** BLYP/6-31G**
Parameétres Géométriques
C101 1.398 (+0.061) 1.358 (+0.080) 1.355 (+0.068)
Ci1Ny 1.447 (+0.127) 1.444 (+0.140) 1.465 (+0.146)
C102 1.460 1.501 1.567
O9H1 1.405 1.258 1.261
H103 1.095 1.153 1.192
O3Hg 0.998 0.996 1.027
HoNq 2.144 1.881 1.777
01C1Ny 112.20 114.79 112.79
02C1N1 108.54 112.54 106.50
H102Cq 115.42 110.71 109.66
03H102 154.41 162.22 160.14
H203H1 106.11 95.84 92.49
N1H203 121.74 132.52 139.65
HNCIN1HN -115.12 -116.15
N1C102H1 17.68 18.53 17.08
C102H103 16.62 -12.97 -14.79
09H103H29 -30.47 8.94 10.43
H103H9N1 8.55 -12.30 -12.58
Charges Atomiques Nettes de Mulliken
01 -0.352 -0.671 -0.477
09 -0.393 -0.735 -0.519
03 -0.211 -0.652 -518
C1 0.219 +0.674 +0.424
Nj -0.430 -0.804 -0.606
Hy 0.367 +0.557 +0.414
Ho 0.327 +0.444 +0.356
Ordres de liaison de Mayer
C101 1.034 (-0.275) 1.183 (-0.240)
CiNy 0.946 (-0.445) 0.980 (-0.458)
C102 0.671 0.713
0O9Hy 0.296 0.382
H;jO3 0.422 0.464
0O3H9 0.730 0.712
HoNy 0.096 0.192

Energies Totales

-64.297076 -398.473531 -399.439970
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2.2. Mécanisme assisté

Le Tableau XVIII regroupe les différents parameétres géométriques, ordres
de liaison et charges de cet état de transition aux différents niveaux de calcul
considérés. La Figure 20 rappelle la numérotation des atomes dans cette
structure. Comme nous 'avons vu au niveau de calcul RHF/3-21G, I'interaction
du formamide protoné avec les molécules d’eau entraine les élongations des
Liaisons C1N| et C{O1. Celles-c1 sont comparables dans les trois méthodes, a la

fois au niveau géométrique et au niveau des ordres de liaison.

Figure 20 : Structure autour de laquelle les recherches d’état de transition selon
les méthodes ont 6té effectuées dans le cas du processus protoné et

assisté.

Les calculs MP2 nous montrent des liaisons C{N{ et C10; légérement plus
courtes et plus fortes qu'en RHF/3-21G. Parmi les deux liaisons qui se forment,
C10g est la plus forte, tout comme au chapitre précédent. Une petite différence
réside dans le transfert de proton depuis les molécules d’eau vers le formamide.
Cette liaison est plus longue et plus faible. Par contre le transfert de proton
entre les deux molécules d’eau est plus important. La création de I'espéce H3zO*
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que 'on a vu précédemment est favorisée. [écart a la planéité du cycle est de
18.85° (voir Figure 21). Cette rotation se fait dans le sens inverse de celle notée
pour le processus neutre. Elle est également plus faible. La pyramidaiisation de
I'azote (116.8°) est par contre plus forte que celle relevée dans le mécansime

neutre et surtout plus importante que celle obtenue au niveau RHF/3-21G.

En général, il existe moins de différences entre les méthodes MP2 et DFT
pour cette réaction protonée que dans le cas de la réaction neutre. La
comparaison de ces deux processus au niveau de calcul BLYP va nous conduire
sensiblement a la méme anaiyse que celle obtenue lors du chapitre précédent.
La O-protonation du formamide augmente la réactivité de 'atome de carbone.
L’interaction entre le dimére de 'eau et le formamide protoné va donc passer
préférentiellement par une attaque nucléophile d'un atome d’oxygene du dimeére
sur le carbone du formamide. Nous retrouvons également la tendance qu’a la
deuxieme molécule d’eau a former une espéce HsO" grace au transfert du proton

de la premiére molécule d’eau.
p

Les calcuis AM1 pour cette réaction assistée et protonée montrent une
structure de 1'état de transition qui présente un écart a la planéité au niveau du
cycle a six membres. Qualitativement, les résultats obtenus avec la méthode
semi-empirique AM1 sont en bon accord avec ceux obtenus par des méthodes
plus précises. Les différences sont en tous les cas moins importantes que dans le

cas de la réaction non-catalysée.

Les méthodes semi-empiriques permettant des calculs rapides, il nous a
paru intéressant de chercher si la rotation du groupe amino pouvait se faire
dans le sens opposé a celul que nous avons trouvé. Nous avons donc inspecté la
surface de potentiel autour d'une structure basée sur la géométrie de I'état de
transition trouvé en AM1 mais pour laquelle nous avons inversé le sens de
rotation du groupe amino. Aucun état de transition de méme type que ceux que
nous recherchons pour représenter I’hydrolyse de la liaison amidique n’a été
trouvé. Le sens de rotation du groupe amino, et donc le sens vers lequel se fait
Iécart-a la planéité du cycle, semble étre un facteur important. Ce point pourra

étre essentiel dans le cas d’encombrement stérique dans une molécule

comportant plus d’atomes.

Chapitre II1: Etude semi-empirique et DFT du mécanisme d’hydrolyse... 80



Figure 21 : Etats de transition du mécanisme protoné assisté par une molécule
d’eau en projection de Newman, aux niveaux de calculs 8 RHF/3-

21G. D) AM1. O BLYP/6-31G**, O MP2/6-31G**.

L’analyse des différences entre les réactions non-assistées et la réaction
assistée, étudiées au niveau de calcul BLYP ou MP2, méne globalement aux
mémes conclusions que dans le cas RHF. Toutefois, la méthode BLYP méne a

une réaction d’hydrolyse plus concertée que les autres méthodes.
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3 - Energies des réactions

3.1. Energies d’activation

Le Tableau XIX regroupe les énergies d’activation pour les deux processus
assisté et non-assisté. Des calculs ponctuels de I'énergie a un niveau donné ont
été effectués en utilisant les géométries optimisées aux autres niveaux. Ces
calculs ponctuels vont nous permettre de discuter la possibilité de réaliser une
¢ ude DFT ou ab tnitio sur un systéme complexe pour lequel I'optimisation de
géométrie ne peut pas étre faite a ces niveaux de calcul, en utilisant les
géomeétries obtenues par des calculs semi-empiriques. Pour simplifier le texte,
nous utiliserons la notation suivante : A//B qui signifie qu'un calcul ponctuel
d’énergie est mené au niveau A en utilisant la géométrie de I'état considérée

optimisée au niveau de calcul B.

Nous avons vu dans le chapitre précédent qu’il existait des intermédiaires
réactionnels. Nous n’avons pas cherché a localiser ces intermédiaires avec les
méthodes utilisées lors de cette partie de notre travail car nous avons vu
précédemment que ces intermediaires ne sont pas stables dans la surface
d’énergie libre. Pour cette raison, les énergies des états de transition sont
données ici par rapport aux réactifs et certaines peuvent étre négatives.

Nous pouvons remarquer que toutes les méthodes présentées dans ce
Tableauau montrent une diminution d’énergie d’activation entre les processus
non-assistés et les processus assistés. Dans le cas des processus neutres, cet
écart atteint jusqu'a 20 kcal.mol-! pour les calculs BLYP alors qu’il n’est que de
9 kcal.mol-l en MP2 et de 3 kcal.mol-! en AM1. Pour mémoire, cet écart
atteignait environ 16 kcal.mol'! lors des calculs MP3/6-31G**//RHF/3-21G
présentés dans le chapitre II. Dans le cas des processus protonés, cet écart est
plus important. Il est sensiblement le méme dans le cas des méthodes BLYP et
MP2 (32-33 kcal.mol-!) et un peu plus faible dans le cas de la méthode AM1 (22

kcal.mol-1).
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Tableau XIX : Energies relatives (keal.moll) des états de transitions des
différentes réactions (neutres ou protonées, assistées ou non) par rapport
aux réactifs. & différents niveaux de caleul (BLYP/6-31G** MP2/6-31G**.
AM1). les énergies calculées avec la méme méthode et le méme niveau de
calcul qui ont servi & loptimisation de géométrie sont présentées en

caractéres gras.

BLYP/6-31G** MP2/6-31G** AM1

(Géométries optimisées au niveau BLYP/6-31G**

TSIN +32.65 +41.96
TS2N +12.59 +22.24
TS1P +24.78 +27.56
TS2P -7.90
Géomeétries optimisées au niveau MP2/6-31G**
TSIN +33.49 +40.87
TS2N +13.80 +31.69
TS1P +25.49 +26.69
TS2P -7.22 -7.86
(Géométries optimisées au niveau RHF/3-21G
TSIN +34.81 +42.00
TS2N +17.50 +25.82
TS1P +26.43 +23.75
TS2P -5.13 -5.56
Géomeétries optimisées au mveau AMI
TSIN +48.08 +53.89 +58.46
TS2N +29.90 +37.36 +55.48
TS1P +32.47 +33.50 +30.05
TS2P -2.07 -3.21 +8.16

L’influence de la catalyse acide est importante dans tous les cas.
Cependant lorsque 'on compare les barriéres des processus neutres (assisté ou
non) avec celles des processus catalysés par H30™", on observe des différences
importantes entre les trois méthodes. En général, on prévoit un effet catalytique
qui suit I'ordre AM1>MP2>BLYP.

Il peut étre intéressant de remarquer que seule la méthode BLYP prévoit
un effet de catalyse bifonctionnelle (barriére de I'état TS2N) plus important que
leffet du a la catalyse acide (barriere TS1P). Dans les cas ab initio et semi-
empirique, cette différence est en faveur du processus protoné d’environ 5
kcal.mol-! en MP2 et de plus de 25 kcal.mol-! en AM1.
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S1 nous comparons maintenant les calculs BLYP et MP2, on constate que
les énergies d’activation obtenues en MP2 pour les réactions neutres (assistée et
non-assistée) sont supérieures de 10 a 20 kcal.mol'! aux énergies
correspondantes obtenues par la méthode BLYP. Mais les énergies obtenues
dans le cas des réactions protonées restent tres proches. Quant a la méthode
AM1, elle prévoit des états de transition beaucoup moins stables par rapport
aux réactifs que les autres méthodes, en particulier dans le cas des réactions

assistées.

Les calculs ponctuels d’énergie pour différentes géométries vont nous
permettre de discuter le role de celles-ci sur les différentes valeurs des énergies
d’activation que nous venons de voir. Pour des calculs énergétiques BLYP//MP2,
on peut remarquer que nous obtenons des énergies sensiblement égales a celles
obtenues dans le cas de calculs BLYP. A l'inverse, la différence entre les
énergies obtenues en MP2//BLYP et MP2 n’est importante que dans le cas
TS2N. Ces résultats ne sont pas trés étonnants compte tenu du fait que les
géométries MP2 et BLYP ne présentent que de faibles différences comme nous

I'avons vu plus haut.

Si nous comparons maintenant les résultats BLYP/AM1 et MP2/AM1 avec
ceux obtenus a 'aide des méthodes BLYP et MP2, on constate que les énergies
relatives sont trés surestimées dans le cas des processus neutres. En revanche,
dans le cas des processus protonés, les erreurs dues a I'utilisation d’AM1
semblent étre nettement moins importantes. Ceci peut s’expliquer par le fait
que les géométries AM1 pour les processus neutres sont relativement mauvaises

(voir par exemple la Figure 18).

Qualitativement donc, les géométries AM1 peuvent étre utilisées dans des
calculs ponctuels d’énergie pour un systéeme comportant un nombre d’atomes
important. Mais on doit s’attendre a des barriéres énergétiques surestimées, en

particulier si le processus n’est pas catalysé.
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3.2. Energies libres d’activation

Nous avons effectué les calculs des quantités thermodynamiques
correspondantes, a 298K et 1 atm, dans le but d’obtenir 1’énergie libre des états
considérés. Nous nous sommes limité a la méthode BLYP car le calcul des
fréquences MP2 s’averait trop couteux. Les résultats sont présentés dans le
Tableau XX.

Tableau XX : Energies (kcal.mol" 1) des différentes réactions d’hydrolyse du
formamide au niveau de calcul BLYP/6-31G**. () yaleurs tirées de le Tableau VIII,

pour le niveau de calcul MP2/6-31G**//RHF/3-21G

A(H-E) -TAS AG AG @
Mécanisme Neutre
TS1IN -0.46 12.45 44.64 53.00
TS2N 1.10 23.14 36.50 49.57
Mécanisme Protoné
TS1P -0.07 10.78 35.49 34.53
TS2P 2.69 21.08 15.87 19.53

Bien que les termes entropiques soient plus élevés dans le cas des réactions
assistées, les énergies d’activation de ces processus restent plus faibles que
celles des processus non-assistés (de 10 kcal.mol-! pour la réaction neutre a
20 kcal.mol-! pour la réaction catalysée). La molécule d’eau additionneile a donc
un role important dans le mécanisme de la réaction, notamment dans le cas du

processus catalysé.

En résumé, la méthode BLYP conduit a des résultats proches de ceux
obtenus avec les calculs MP2/6-31G**//RHF/3-21G du chapitre précédent. La
principale différence est l'intensité de l'effet stabilisateur de la catalyse

bifonctionnelle qui est un peu plus important dans le cas de la méthode BLYP.
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4 - Conclusion

Qualitativement, les méthodes semi-empiriques, DFT et ab initio montrent
que I'hydrolyse du formamide est favorisée par la catalyse bifonctionnelle et par
la catalyse acide. Nous retrouvons les résultats qualitatifs de I'étude réalisée

dans le chapitre précédent.

Il apparait que les mécanismes réactionnels obtenus au niveau de calcul
BLYP/6-31G** sont plus symétriques gqu'au niveau MP2 ou qu'en semi-
empirique. Contrairement a la géométrie RHF/3-21G, 1’état de transition du
processus neutre assisté n’est pas plan aux niveaux de calculs BLYP et MP2.
Cette rotation du groupement amino est susceptible d’abaisser la barriére
d’activation de fagon non négligeable. En semi-empirique, par contre, nous
retrouvons la planéité du cycle a six membres. Pour le processus catalysé par

H30* et assisté, en revanche, toutes les méthodes prévoient une structure non

plane.

Quantitativement, toutes les méthodes prévoient l'effet du a la catalyse
acide et a la catalyse bifonctionnelle. Cependant, il existe des différences
importantes entre les résultats en fonction de la stratégie de calcul adoptée. En
général, l'utilisation des géométries AMI1 semble étre une approximation
raisonnable surtout pour les processus catalysés. Signalons enfin que effet de
la catalyse acide semble renforcée par 'emploi de la méthode BLYP. Les calculs
d’énergies libres montrent que les mécanismes assistés restent plus favorables

que les mécanismes non-assistés
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Modélisation des réactions d’hydrolyse
catalysées par la Thermolysine

La thermolysine! (voir Figure 22) est une endopeptidase a zinc. L’ion
métallique présent dans le site actif est le dication Zn2+. En biologie, le zinc
est le métal le plus abondant apreés le fer. Il exerce son activité biologique a
travers son association avec différentes protéines et son role catalytique est
trés important2. La premiére enzyme a zinc découverte fut I'anhydrase
carboniqued qui permet l'hydratation de dioxyde de carbone et la
déshydratation du bicarbonate. Depuis, plus de 200 enzymes contenant du
zinc ont été caractérisées. Dans ces enzymes, le zinc a en général un role de
catalyseur4.> mais il peut également avoir une fonction conformationnelle,
en permettant a I'enzyme de garder une certaine stabilité, ou une fonction
régulatrice, en activant ou inhibant l'activité catalytique de I'enzyme. En
outre, il existe encore des enzymes pour lesquelles 1'activité du zinc n'a pas

encore été déterminée.
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Figure 22 : Thermolysine donnée par le fichier PDB, aprés minimisation.

Il existe de quelques études théoriques portant sur des mécanismes
réactionnels impliquant des enzymes au zinc, telles que la carboxypeptidase
A® ou l'alcool deshydrogénase du foie?. Les interactions entre le zinc et le
glutamate ou l'histidine et leurs influences sur les structures et les fonctions
d’une protéine ont également été étudiées 8. Pardo et al © ont examiné des
modéles de transfert de proton dans les systémes biologiques. Merz et al 10,
les premiers, ont montré que, en utilisant des méthodes semi-empiriques
telles que AMI1, on est capable d’aborder aujourd’hui I'étude de modéles
d’enzymes. Le bon accord des calculs AM1 avec les résultats expérimentaux
et les calculs ab initio a été montré par Merz et al 1! Dans une étude ab
initio sur le mécanisme de 'anhydrase carbonique, Jacob et al 12 comparent
leurs résultats avec ceux obtenus par Merz et al et ont également noté que
la méthode AM1 donne de bons résultats pour les structures des états de

transition mais que les barriéres d’activation obtenues sont surestimées.

De nombreuses études théoriques ont également porté sur les
différents complexes du type Zn2+(H50),.13.14.15.16 Enfin, une étude
compléte sur le zinc, sa paramétrisation et son role dans les différents

mécanismes catalytiques, a été effectuée!s.

Contrairement aux exo-peptidases, telle que la carboxypeptidase Al,
la thermolysine présente une large cavité qui permet l'arrivée du peptide
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trés pres du site actif. Ces peptidases au zinc ont un intérét fondamental
car elles catalysent plusieurs types de réactions, notamment I’hydrolyse de
la liaison peptidique. La différence qui existe entre ces deux types de
peptidases provient du fait que la large cavité de la thermolysine rend
possible la rupture d'une liaison peptidique ailleurs qu’en bout de chaine
enzymatique. Il sera alors possible d’envisager la coupure d'un peptide en

deux parties importantes.

Le role catalytique d'une métallo-enzyme au zinc peut mener aux
différents mécanismes suivants : le mécanisme anhydre, le mécanisme zinc-
carbonyle et le mécanisme zinc-hydroxyle!7-18, LLe mécanisme anhydre
semble étre rejeté par la plupart des études effectuées précédemment. Dans
le mécanisme zinc-hydroxyle, le substrat ne se fixe pas sur 1'atome de zinc,
mais la molécule d'eau liée au métal se déprotone et permet une attaque
nucléophile de I'hydroxyle sur la fonction carbonyle du substrat. Enfin, le
mécanisme zinc-carbonylel®.20 yoit la molécule d'eau liée au métal céder sa
place au substrat. Le role du zinc devient alors celui d'un acide de Lewis et
le métal active la fonction carbonyie, la rendant favorable 4 une attaque
nuciéophile au niveau de I'atome de carbone. Nous nous sommes basé sur un
tel mécanisme pour 1'étude de I'hydrolyse de la fonction amide de notre

substrat.

Dans ce chapitre nous avons abordé I'étude du mécanisme d’hydrolyse
catalysé par la thermolysine en utilisant deux modéles de nature assez
différente. D'une part nous avons considéré un modele quantique dans
lequel seul le site actif est considéré. Pour cela, nous pouvons étudier la
réaction d’hydrolyse du formamide complexé avec un systéme a Zn2+
comportant un nombre relativement limité d’atomes. Le second correspond
a I'utilisation d’'une méthode mixte QM/MM qui permet de traiter les
interactions de I'enzyme avec le site actif au moyen de potentiels classiques.
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1 - Modele quantique

1.1. Description du modeéle

Une description précise du site actif de la thermolysine nécessite de
prendre en compte le métal et son environnement. Cet “environnement” joue
un role important sur les propriétés catalytiques du systéme mais sa
définition n’est pas sans poser de problémes. Si nous introduisions un
nombre d’atomes élevé dans notre systeme, le temps de calcul deviendrait
trop important. En revanche, on ne saurait modéliser 'environnement par
un simple cation Zn2* car les effets dus aux ligands ne seraient pas tenus en

compte.

Le modeéle que nous avons choisi (voir ci-dessous) comporte environ 25
atomes autour du métal. Pour un systeme de cette taille, les calculs ab initio
sont déja assez couteux, c’est pourquoi nous avons décidé d'utiliser un
schéma de calcul hybride, basé sur 'optimisation des géométries au niveau
semi-empirique AM1, suivie par des calculs ponctuels effectués par des
méthodes DFT. Le chapitre précédent nous a permis de constater que ce
schéma de calcul est satisfaisant, notamment dans le cas de réactions

catalysées.

1.1.1. Description du site actif

Pour commencer, nous avons utilisé les données cristallographiques du
fichier PDB de la thermolysine pour créer notre modéle. La structure que
nous avons utilisée est donnée pour une résolution de 1.6 A avec une erreur
cristallographique résiduelle de 0.213 A (R-value). A cause de la valeur
assez importante de cette erreur et a cause de la nécessité de tenir compte
de la relaxation du systéme lorsque les interactions avec le formamide sont
considérées, le modéle décrit ci-aprés a été complétement optimisé au
niveau de calcul AM1.

Les ligands présents autour du zinc sont un glutamate (GLU166, en a),
et deux histidines (HIS142 et HIS146, en b et en ¢) plus une molécule d’eau
de solvatation (392HOH).
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figure 23 : Représentation schématique du site actif de la thermolysine

Pour introduire les atomes d’hydrogéne, ceux-ci n’étant pas présents
dans les données cristallographiques, deux possibilités s’offrent a nous pour
modéliser le ligand GLU166 : un anion HCOO-, qui modélisera 1’anion
glutamate ou une molécule HCOOH, qui remplacera I'acide glutamique. Le
pKa correspondant a ce proton dans l'acide glutamique est de 4.07. Le pH
d’étude de la thermolysine pour le fichier PDB que nous avons utilisé est de
7.2 et I'intervalle de pH pour une activité maximale de la thermolysine est
de 7-8. Pour ces raisons, nous avons décidé de représenter le ligand GLU166
par un anion HCOO-. Deux molécules d'imidazole remplaceront les ligands
HIS142 et HIS146. Nous garderons la molécule d’eau qui nous permettra de

solvater le cation métallique (voir Figure 24).

Figure 24 : Modele quantique du site actif de la thermolysine. Le groupement
carboxvlate est remplacé par un formate alors que les histidines

sont remplacées par des groupements imidazoles.
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La structure obtenue apres optimisation reste proche de celle donnée
par le fichier PDB.

1.1.2. Complexe formamide-catailyseur

Le complexe formamide-catalyseur considéré est un formamide 1ié au
métal par la liaison carbonyle, qui, comme dans le cas des réactions
protonées, correspond a un complexe plus stable que celui N-liganté
(Figure 25). Les paramétres correspondants a cette structure sont regroupés
dans le Tableau XXI.

Figure 25 : Formamide-Environnement : structure calculée au niveau AM1

Les paramétres géométriques obtenus pour le modéle du catalyseur
sont peu modifiés par la complexation avec le formamide. Le formamide, en
revanche reste plan mais présente une diminution de la liaison C{N; (de
0.027 A) et une augmentation de la liaison C101 (de 0.037 A) par rapport
aux parametres optimisés pour le formamide seul (voir chapitre précédent).
Ceci, comme lors de la catalyse acide, peut s’'interpréter schématiquement

en considérant la structure de la Figure 26.
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Figure 26 : Représentation schématique du complexe formamide-dication Zn2+

Par rapport au formamide protoné (FoP), on remarque qu’ici, la liaison
C 1N est plus longue (de 0.023 A) et la liaison C;O plus courte
(de 0.057 A). La structure obtenue pour notre complexe est donc
intermédiaire entre celle du formamide et celle du formamide protoné. Ceci
se comprend aisément si 'on considére que I'effet catalytique est ici moins

intense, du a une acidité moins forte au niveau du catalyseur.

Tableau XXI : Parameétres géométriques du complexe et des états de

transition. obtenus au niveau AM1. (distances en A, angles en degrés).

Complexe TS1E TS2E
Longueurs de liaison
Zn01 2.163 2.124 2.098
Co1 1.280 1.323 1.342
CN 1.343 1.493 1.474
o2 1.506 1.488
02H1 1.278 1.388
NHI1 1.404
H103 1.102
O3H2 1.034
NH2 1.765
Angles de Valence
OICN 119.55 115.20 114.21
02CN 89.63 107.01
H102C 85.08 118.95
0O3H102 141.08
H203H1 102.417
Angles Diedres
H102CN -1.11 13.02
O3H102C 15.04
H203H102 -25.08
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Tableau XXII : Répartition des charges de Mulliken, obtenues au niveau AM1 pour

notre modéle de thermolysine, pour le complexe et pour les deux états de transition.

Modéle Complexe TS1E TS2E

Site Catalytique

Imidazole 1 +0.341 +0.325 +0.316 +0.306
Imidazole 2 +0.329 +0.311 +0.306 +0.299
Formate -0.550 -0.591 -0.611 -0.624
Zn +0.735 +0.711 +0.704 +0.700
Total +0.855 +0.756 +0.715 +0.681

Partie réactive

H920 dans la Thermolysine

0 -0.408
H +0.282
H +0.273
+0.147
Formamide
01 -0.396 -0.547 -0.578
C +0.293 +0.273 +0.279
He +0.185 +0.178 +0.135
N -0.357 -0.360 -0.444
Hn +0.254 +0.214 +0.187
Hn' +0.255 +0.214 +0.190
+0.334 -0.028 -0.231
H90 dans les TS
02 -0.331 -0.429
H1 +0.372 +0.355
Ho2 +0.271 +0.265
03 -0.255
H2 +0.332
Ho3s +0.279
+0.312 +0.547
Total
+0.147 +0.234 +0.284 +0.316

Intéressons nous maintenant a la distribution de charge (voir
Tableau XXII). Nous pouvons remarquer que la charge portée par la
molécule d’eau présente dans le modeéle de thermolysine est globalement
positive : +0.147. Dans notre complexe thermolysine-formamide, la charge
portée par le formamide est aussi positive mais sa valeur est plus
importante que celle portée par la molécule d’eau : +0.234. Ceci n’est pas
étonnant compte tenu du caractére donneur d’électron plus important du

formamide par rapport a la molécule d’eau.
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Le zinc, mais aussi les liganas, voient leur densité :lectronique
augmenter lorsque la molécule d’eau est remplacée par le formamide. Le
site catalytique entier agit comme un réservoir ¢l permet la délocalisation
des électrons. Au niveau du formamide, le transfert implique une
augmentation assez nette des valeurs absolues des charges portées par les
atomes Ni, Cq et O par rapport aux charges obtenues dans le cas du

formamide protoné.

1.2. Etude de la réaction d’hydrolyse

Nous allons examiner l'influence du catalyseur, modele de la
thermolysine, sur les réactions dhydrolyse du formamide étudiées
précédemment. Les processus non-assisté (dont 1’état de transition sera
noté TS1E) et assisté (noté TS2E) seront étudiés. Le Tzbleau XXI regroupe
les différents parameétres géométriques de ces siructures qui sont
représentées sur les Figures 27 et 28 respectivement. La distribution de

charge du systéeme est presentée dans le Tableau XXII.

L’optimisation compléte du systéme a été envisagée mais nous avons
constaté que le modeéle de catalyseur change de structure de facon
importante s’éloignant trop de la géométrie de la thermolysine. Nous avons
donc été contraint de fixer la geéométrie du catalyseur a celle que nous avons
obtenue dans le cas du complexe avec le formamide. La recherche de 1'état de
transition est donc faite en optimisant uniquement les parameétres du
formamide, de I'eau ainsi que ceux définissant la position des réactifs par

rapport a 'atome de zinc.

1.2.1 Mécanisme non-assisté

Nous pouvons remarquer que les liaisons C107 et C1N; augmentent,
tout comme dans les états de transition TS1P ou TS1N décrits au chapitre
précédent. Cependant I'augmentation de la liaison C;07 (0.043 A) est plus
proche de celle prédite pour la réaction protonée que de celle prédite pour le
processus neutre. L'augmentation pour CiN; est sensiblement équivalente

lors des trois mécanismes.
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figure 27 : Représentation de I'état de transition de la réaction d'’hydrolyse du
formamide catalysé. a I'aide d'une molécule d'eau. Structure obtenue

au niveau AM1.

Les longueurs des liaisons C;O9 et N1H| sont aussi intermédiaires
entre les valeurs des parametres géométriques obtenues pour TS1IN et
TS1P. Rappelons que pour le processus TS1N, il a été montré que 'approche
de la molécule d’eau sur le formamide se faisait préférentiellement sur
I'atome d’azote alors que pour le processus protoné, elle se faisait

préférentiellement sur 'atome de carbone.

Nous pouvons comparer les charges atomiques de cet état de transition
avec celles obtenues pour le complexe formamide-catalyseur. Pour la
structure TS1E, la charge portée par le site catalytique complet est moins
positive de 0.041. La répartition de cette évolution se fait selon : [Zn] -0.007
et [ligands] -0.034. Si1 I'on considere la partie réactive du systéme, on
remarque que les charges atomiques se développent suivant : [formamide]
-0.028 et [Ho0O] +0.312. Cest donc essentiellement la molécule d’eau de
I'hydrolyse qui donne des électrons, en premier lieu au formamide, puis a
I'environnement. Ce transfert électronique permet la création d’'une liaison
C10¢2 plus forte que dans TSIN. Par contre, la charge portée par le
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catalyseur est ici moins localisée que pour un groupement H30+* ce qui

entraine un transfert moins important.

1.2.2. Mécanisme assisté

A nouveau, les longueurs de liaison sont plus proches de celles
obtenues pour le mécanisme protoné que pour le mécanisme neutre. Le
transfert de proton entre les deux molécules d’eau, I'attaque nucléophile de
Patome doxygene O9 des molécules d’eau sur le carbone et le transfert de
proton vers l'azote sont comparables aux grandeurs obtenues lors du

processus catalysé par H30™ menant a TS2P.

Nous retrouvons un transfert de charge important depuis les molécules
de la partie réactive vers le métal et les ligands (de 0.075 par rapport au
complexe du formamide et 0.034 par rapport a I'état de transition du
processus non-assisté). Une fois de plus la charge du métal varie peu. Ce
sont les ligands qui regoivent la majeure partie du transfert électronique.
Du coté de la partie réactive, la séparation de charge est beaucoup plus
marquée. La charge portée par le formamide est mamtenant de -0.231, alors
que la charge portée par le dimere de I'eau est de +0.547. Le transfert
électronique se fait essentiellement depuis les molécules d’eau vers le
formamide puis vers le catalyseur. Dans le dimere de l'eau, c’est 'atome
d’oxygéne accepteur de proton qui donne la plus grande charge. En
comparant ces valeurs avec celles obtenues pour les mécanismes assistés,
neutre ou protoné, nous remarquons qu’'elles sont plus proches de celles
portées par les atomes de 'état de transition TS2P.

Chapitre IV : Modélisation des réactions d’hydrolyse catalysées...

97



Figure 28 : Représentation de I'état de transition de la réaction d’hvdrolyse du
formamide catalyvsé. & l'aide de deux molécules "eau. Structure

obtenue au niveau AM1.

1.2. - Energies des réactions

Pour le calcul de I'énergie, nous avons utilisé, comme nous 1’avons
décrit en introduction de ce chapitre, une méthode DFT utilisant le potentiel
BLYP et une base de type double-zéta. Les géométries des systémes sont
celles obtenues avec la méthode AM1. Les résultats obtenus par la
distribution de charge et les indices de liaison sont rassemblés dans les
Tableaux XXIII et XXIV respectivement.

Il n’existe pas de bases standards satisfaisantes dans le programme
Gaussian pour le zinc. Pour effectuer ces caiculs, nous avons utilisé la base
DZVP221 (63321/5211%/41+) d'orbitales gaussiennes du programme

DeMon=2.
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Tableau XXIII : Distribution des charges pour le complexe et les deux

états de transition calculées au niveau BLYP/DZVP2/AMI.

Complexe TSI1E TS2E l
Environnement
Imidazole 1 +0.318 +0.304 +0.296
Imidazole 2 +0.333 +0.324 +0.313
Formate -0.486 -0.499 -0.508
Zn +0.379 +0.563 +0.562
Total +0.744 +0.692 +0.663
Partie réactive
Formamide
01 -0.413 -0.525 -0.556
C ~0.373 +0.457 +0.463
He =0.150 +0.140 +0.100
N -0.449 -0.564 -0.595
Hn +(.299 +0.295 +0.267
Hn' +0.96 +0.291 +0.272
+0.256 +0.094 -0.049
H920 dans les TS
02 -0.469 -0.545
H1 +0.327 +0.380
Hoz2 +0.356 +0.315
03 -0.459
H2 +0.340
Ho3 +0.354
+0.214 +0.385
Total +0.256 +0.308 +0.336

Tableau XXIV : Indices de liaisons de Maver, calculés au niveau BLYP/DZVP2/AM1

Indices de haison de Mayer
Complexe TS1E TS2E
Zn0q 0.427 0.501 0.535
C101 1.552 1.352 1.265
CiNj 1.337 0.827 0.916
€109 0.705 0.744
OgHy 0.450 0.329
HiN{ 0.440
1,03 0.555
O3Ho 0.678
HoN | 0.257
ZnNo 0.565 0.548
ZnN3 0.529 0.515
Zn04 0.553 0.535
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Les énergies correspondant aux processus d’hydrolyse sont regroupées
dans le Tableau XXV, ou nous comparerons les énergies obtenues au niveau

AM]1 et au niveau BLYP//AM1.

Les barmeres obtenues dans le cas des réactions au niveau AM1 ont
une valeur moyenne entre celles calculées pour les processus neutre et
catalysé par H3O* : 58.46 kcal.mol-! et 30.05 kcal.mol-! respectivement
pour les processus non-assistés et 55.48 kcal.mol-! et 8.16 kcal.mol-!
respectivement pour les processus assistés. Ce qui est conforme aux
résultats déja présentés pour les parameétres géeomeétriques et les charges

présentées pius haut.

Tableau XXV : Energies relatives des réactions
d'hvdrolyse du formamide assistée et non assitée. par
rapport aux réactifs. Niveaux de ecalculs AMI1 et

BLYP/DZVP2/AMI.

Mécanisme Catalytique

AMI BLYP/DZVP2
TS1E 49.95 39.88
TS2E 36.27 i8.45

De méme, les résultats obtenus au niveau BLYP//AM1 conduisent a
des barrieres intermeédiaires entre celles obtenues pour les processus
neutres et les processus catalysés par H3O™ correspondants présentés au
chapitre précédent en utilisant les géométries AM1. Dans le cas présent,
l'effet de la catalvse bifonctionnelle est estimée a un peu plus de
20 kcal.mol-! (différence des barriéres pour TS2E et TS1E, voir Tableau
XXV). Cet effet est tout a fait comparable a celuil obtenu lors de réaction
d’hydrolyse non-catalysée et est sensiblement inférieur a 'effet obtenu dans
les réactions catalvsées par H30* (Tableau XIX).

Compte tenu de la complexité de ce systéme, nous n’avons pas pu
évaluer les contributions enthalpiques et entropiques a l’énergie libre.
Rappelons en outre que l'optimisation du svstéme au niveau BLYP n’a pas
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été possible. Par conséquent, nous avons estimé ces contributions a partir
des résultats obtenus pour les réactions neutres et catalysées par H3O* des
chapitres II et [II. Nous avons vu que de facon assez générale, lorsque 1'on
tient compte des contributicns du point zéro thermiques et entropiques, la
barriére d’énergie d’activation augmente trés gressiérement de 20 kcal.mol-!
dans le cas du processus assisté et de 10 kcal.mol-! dans le cas du processus
non-assisté. On peut donc estimer les barriéres des processus catalysés par
le modéle quantique de la thermolysine utilisé ici a 50 kcal.mol-1 et 40
kcal.mol-! pour les mécanismes non-assisté et assisté respectivement. On
prévoit donc un effet de catalyse bifonctionnelle assez important. Il est un
peu supérieur a celui calculé pour le processus neutre mais sensiblement
plus faible que celui calculé pour le processus catalysé par H3O* (voir

Tableau XX).

La force de I'effet catalytique a une influence directe sur I'importance
de I'attaque nucléophile. Dans le cas du meécanisme assisté, cette attaque
est largement favorisée par les possibilités de pyramidalisation de 'azote
et surtout par la rotation du groupement amide. Ic1, effet catalytique étant
plus faible que dans le cas de la catalyse acide, le mécanisme assisté est
plus défavorisé que le mécanisme non-assisté. La différence entre les
barrieres d’activation. si elle est toujours en faveur du processus assisté,

diminue nettement.

En résumé. il apparait que 'effet catalytique prévu avec le modele de
thermolysine considéré ici est moins important que celui du groupement
H30*. Cependant, les mécanismes réactionnels sont similaires, avec, en
particulier un bilan énergétique plus favorable dans les deux cas en faveur

du mécanisme assisté.
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2 - Modele mixte QM/MM

2.1. Minimisation de la thermolysine et définition de
la partie quantique

Dans un premier temps, nous avons procédé a une minimisation de
Iénergie de la thermolysine en utilisant un potentiel classique. Pour se
faire, nous avons utilisé le fichier PDB de la thermolysine décrit
précédemment et le logiciel Discover, déveioppé par BIOSYM. Le champ de
force utilisé est AMBER auquel on aura ajouté les paramétres pour le zinc,

développés par O. Jacob.

Le fichier PDB inclut les atomes d'oxygeéne des molécules d'eau de
cristallisation. Une fois les atomes d’hydrogene ajoutés au systéme a l'aide
du logiciel InsightIl, nous avons gardé les molécules d’eau pour leur role de

solvatation. La minimisation a été effectuée sans contraintes.

Nous avons ensuite procédé a une optimisation de la géométrie des
atomes définissant le site actif a 1'aide de la méthode mixte AMI1/MM,
implantée dans le logiciel GEOMOP23 Le sous-systéme quantique
comprend une grande partie des atomes des ligands glutamate 166 (noté
GLU166), histidine 142 et 146 (notés HIS142 et HIS146), I'atome
métallique de zinc (noté 5H) et 1a molécule d’eau numérotée 392 (392HOH)
qui joue le role de quatrieme ligand du dication. Les acides-aminés ont été

coupés au niveau de leur carbone o (Figure 29).

Dans la Figure 29, on retrouve la géométrie du site actif aprés
optimisation du sous-systéme quantique. On constate que le site actif
présente peu de différence par rapport a la géométrie obtenue aprés la

phase de minimisation classique.

La configuration de la molécule d’eau est dépendante des acides
aminés environnants. L’analyse des résultats montre qu'un des atomes
d’hydrogene de la molécule d'eau interagit avec un atome d'oxygéne de la
fonction carboxylique de l'acide-aminé glutamate 143 (la distance de la
liaison est de 2.25 A) et que l'atome d'oxygéne de la molécule d'eau interagit
avec un hydrogéne de I'histidine 231 (2.56 A). Ces liaisons sont relativement
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longues, mais elles nous permettent de comprendre la configuration prise
par la molécule d'eau, qui est trés différente de celle obtenue dans les

modeles plus simplifiés de la thermolysine.

Figure 29 : Représentation de la partie quantique correspondant au site actif
aprés optimisation par la méthode mixte. Les atomes frontiéres sont

représentés par un C.

2.2. Complexe formamide-thermolysine

La molécule d’eau fixée sur 'atome de zinc a été ensuite remplacée par
une molécule de formamide et I'ensemble formamide-site-actif a été

optimisé avec le logiciel GEOMOP.

Les parameétres géométriques, les charges atomiques nettes de
Mulliken et I'énergie du complexe sont regroupés dans la Tableau XXVI. La

structure du complexe est présentée Figure 30.
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Figure 30 : Représentation de la partie quantique du complexe formamide-

thermolysine. Les atomes frontiéres sont représentés par un C.

L'optimisation de géomeétrie au niveau quantique ne modifie que trés
légérement la structure des ligands entourant le métal. Par rapport a
I'étude quantique du paragraphe précédent, nous pouvons remarquer que la
Lhaison entre l'oxygéne du formamide et le zinc est plus longue. Cela
s’accompagne d'une diminution assez importante du transfert de charge
(0.334 dans le modele quantique contre 0.188 dans le cas présent).
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Tableau XXVI : Paramétres géométriques (distances en A, angles en degrés),
charges atomiques nettes de Mulliken et énergies totales (en u.a.) pour le complexe

formamide-thermolysine et les deux états de transition.

FoC TS1C TS2C
Paramétres Géométriques
Zn0q 2,212 2.155 2.130
01Cy 1.273 1.306 1.329
C1Nq 1.357 1.503 1.484
C109 1.548 1.525
OoH; 1.264 1.325
Ni1Hy 1.382
H103 1.130
OsH» - 1.102
HoNjp - 1.535
Zn01Cq 122.93 114.28 123.70
0;C1N; 117.57 116.66 115.50
09C1Ny 87.90 106.31
H102Cq 83.87 117.85
03H109 ' 141.73
HoO3H; - 98.86
02C1N1H; 2.52
0oCiN1Hg - 6.97
03H102C1 - 13.400
HoO3H109 - -4.96
N1H203H1 - -3.21
HNN1C1HN 130.02 123.15
Charges nettes de Mulliken
01 -0.429 -0.508 -0.579
C1 0.309 0.284 0.299
N1 -0.415 -0.384 -0.427
02 -0.379 -0.435
H1 0.353 0.341
03 -0.357
H2 0.336
Energies totales

-138.216780 -150.938119 -163.765198
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La principale remarque a faire sur ce calcul concerne la structure de la
liaison formamide-Zn. En effet, il apparait que le formamide, tout comme la
molécule d'eau dans la thermolysine, se place dans une configuration assez
différente de celle obtenue dans le modéle quantique (voir paragraphe
précédent). L'encombrement stérique ne peut pas étre la seule explication,
la molécule de formamide est suffisamment petite pour prendre d'autres
configurations au niveau du site actif. Une explication peut venir
notamment des interactions existant entre le formamide et les acides
aminés environnants, comme présenté “igure 31. On peut remarquer que le
proton lié au carbone dans le formamide (notons le HCroR) et les atomes
d'oxygene de la fonction carboxylique du glutamate 143 sont proches :
HCrorOE2a1u143 2.27 A et HCrorOE16Lu143 2.41 A. Plus encore, 'atome
d'oxygene de la fonction carbonyle du formamide (noté O1rog) interagit avec
un atome d'hydrogéne de I'histidine 231 : OlrorHEZ2py1s9231
2.29 A et se place dans le plan formé par les atomes
ClyporOlrorZnsgHEZ2 5231 -179.09°. Une derniére interaction, de moindre
importance, est également a relever entre un hydrogéne lié a 1'azote du
formamide (noté HNpoR) et I'oxygene de la fonction alcool de la tyrosine 157
: HNporOHryr157 2.72 A

Ces interactions entre le formamide et les acides aminés entourant le
site actif peuvent suffire a expliquer l'allongement de la liaison O1Zn enoncé

précédemment.
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Figure 31 : Représentations des interactions des différents systémes quantiques
(complexe formamide-thermolysine, TS1E et TS2E) avec les atomes de la
partie classique.
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2.3. Effet catalytique sur les réactions d’hydrolyse

Les parametres géomeétriques, les charges atomiques nettes de
Mulliken et I'énergie des états de transition sont regroupés dans le Tableau
XXVI. La structure de 1'état de transition non assisté est présentée Figure

32, celle du processus assisté est présentée en Figure 33.

2.3.1. Mécanisme non-assisté.

Figure 32 : Réprésentation de la partie quantique de l'état de transition du

processus non-assisté. Les atomes frontiéres sont représentés par

un C.

Nous retrouvons des interactions entre I'hydrogéne HC du formamide
et les oxygenes de la fonction carboxylique du glutamate 143
HCrorOE2a1,u143 2.27 A et HCrorOE1gLU143 2.21 A (Figure 31).
L'interaction entre l'oxygeéne O1 du formamide et un hydrogéne de 'histidine
231 existe toujours : OlporHEZ2 (150231 2.31 A. Ici, l'atome d'oxygene sort
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toutefois un peu du plan formé par les trois atomes auquels il est lié :
ClrorOlrorZnsgHE2159031 171.33°. Enfin, la lhaison HNyorOHryr157 est
plus courte que précédemment : 2.46 A.

Il est a noter qu'aucune interaction notable n'est a relever en ce qui
concerne les atomes de la molécule d'eau dhydrolyse avec les acides aminés

environnants.

Comme nous 'avons vu pour le complexe formamide-thermolysine, la
distance Zn-O est plus longue que dans le cas des calculs quantiques. Ainsi,
nous pouvons nous attendre a une attaque nucléophile moins facile de la
molécule d'eau sur le carbone Ci. Par rapport aux résultats obtenus dans le
modeéle quantique, la liaison C109 est effectivement plus longue et la
liaison N{H; est légérement plus courte. Le transfert de proton est moins
avancé. De plus, la pyramidalisation de 'azote est un peu moins prononcée.
Ces différences sont relativement faibles et donc, la structure géométrique
de I'état de transition semble ne pas étre trop influencée par la présence des
acides aminés environnants. La principale différence entre les deux modéles
quantique et mixte concerne l'orientation du systeme formamide -eau par

rapport a la thermolysine.

Compte tenu des perturbations introduites par les acides aminés non
considérés dans le modele quantique, a la fois sur le systéme formamide-
catalyseur et sur le TS1E, on peut s’attendre a une augmentation de la

barriére d’activation. Nous allons examiner cet aspect plus loin.

La conformation des acides aminés entourant le site actif et notre
partie réactive influe sur la position spatiale de notre structure entrainant
un effet catalytique moins important. On peut donc s’attendre a une énergie
d’activation supérieure pour TS1C que celle calculée pour TS1E.

2.3.2. Mécanisme assisté.

Les interactions entre 1'hydrogene HC du formamide et les oxygéne de
la fonction carboxylique sont présentes, mais de fagcon moins marquée :
HCrorOEZ2GgLU143 2.54 A et HCrorOE1aLuq43 2.76 A (Figure 31).
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L'interaction entre l'oxygéne O1 du formamide et I'hydrogéne de 1'histidine
231 reste de force comparable : OlrorHE2x1g03; 2.38 A et sa configuration
reste sensiblement la méme : ClrorOlrorZnsyHE2y1g937 177.83°. Par
contre, nous pouvons considérer l'interaction entre un des hydrogénes de
l'azote du formamide, HN, et I'oxygeéne de la fonction alcool de la tyrosine

157 comme étant négligeable dans le cas présent : HNporOHryr1s7 3.59 A.

Figure 33 : Représentation de la partie quantique de I'état de transition du

processus assisté. Les atomes frontiéres sont représentés par un C.

Cet état de transition a également une lhiaison ligand plus longue que
celle trouvée dans la structure TSI1E. On peut s’attendre a un effet
catalytique un peu moins important que celui prévu par le modéle
quantique. La haison C{0O2 est plus longue alors que dans le méme temps
NHg est plus courte. Le transfert de proton entre les deux molécules d’eau

est légéerement moins marqueé.
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Il est intéressant de signaler que la pyramidalisation de I’azote est
importante et que la rotation du groupement amino est trés faible : 6.97°.
Ce résultat peut surprendre si I'on se souvient que pour les réactions
catalysées toutes les méthodes de calcul utilisées dans notre travail (voir
chapitre précédent) prévoient un écart a la planéité du cycle a six atomes.
L’origine de cette différence n’est pas évidente. On doit d’abord rappeler que
les optimisations de géométrie effectuées au niveau AM1 ont tendance a
donner des états de transition plans dans le cas du processus neutre. On
peut donc se demander si la différence d’action catalytique entre le modéle
quantique et le mo«éle mixte de la thermolysine permettrait d’expliquer ce
résultat. ceci semble peu probable car si l'on compare la valeur obtenue pour
I'angle de rotation dans le modéle quantique de la thermolysine (= 18°) avec
celle pour le processus catalysée par H30+ (= 21°), on constate que ces
valeurs sont assez proches malgré les différences dans les propriétés du

catalyseur.

Une autre explication possible provient de contraintes géométriques.
En effet, 'analyse des résultats montre que le deuxiéme atome d'hydrogéne
1ié a I'atome d'oxygene Og de la partie réactive (notons le HO2roR) est assez
proche de deux hydrogéne de l'histidine 231 : HO2rorHE 1115031 2.49 A et
HO2r0rHE 2115231 2.36 A. Ces contraintes stériques peuvent suffire a
empécher la rotation. Ce faible écart a la planéité va nécessairement rendre
plus difficile la réaction d’hydrolyse.

2.4. Energies des réactions

Les énergies d’activation obtenues pour les processus non-assisté et
assisté sont données dans le Tableau XXVII. L’ordre relatif ces énergies est
toujours en faveur du processus assisté denviron 10 kcal.mol'l. Les
barriéres d’activation sont plus importantes ici de 6 a 8 kcal.mol-! que celles
obtenues lors de I'étude du systéme quantique. La différence entre les
barriéres est un peu moins grande que dans le cas du modeéle quantique du
site actif (13.5 kcal.mol-1). I augmentation des barriéres est liée sans doute

_aux contraintes stériques dues aux acides aminés environnants. Ces mémes

contraintes stériques, plus fortes dans le cas de la structure TS2C, tendent
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a diminuer I'écart entre les valeurs des énergies d’activation des deux

processus.

On peut aussi comparer ces valeurs avec celles obtenues au niveau
AM1 pour les processus neutre et catalysé par H3O" qui sont présentées
dans le Tableau XIX. On constate l'effet catalytique de la thermolysine. 11
est relativement faible pour le processus non-assisté, la différence entre les
barrieres d’activation correspondant a TSIN et TS1C était de
2.7 kcal.mol-l. Il est nettement plus important dans le cas du processus
assisté, la différence entre les barriéres correpondant a TS2N et TS2C était
de 10.5 kcal.mol-!. Comme pour la catalyse acide, on remarque que la
catalyse enzymatique est plus intense dans e cas de processus assistés.

Tableau XXVII : Energies relatives des états de transition
correspondant a l'hyvdrolyse du formamide non-assistée (TS1C) et

assistée (TS20).

TS2C
44.95

—
N
—_
C

I
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~1
(W]
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Afin d’'examiner l'effet des acides aminés plus en détail, nous avons
calculé les interactions électrostatiques et les interactions de van der Waals
entre la partie classique et la partie quantique. Le terme électrostatique
AE.jec S'obtient par différence des énergies données par un calcul normal et
un calcul dans lequel toutes les charges de la partie classique on? été mises
a zéro. Il contient donc également la contribution d’induction. L’énergie
totale de stabilisation AE(qtale par I'environnement s’cbtient en effectuant
un calcul supplémentaire dans lequel les charges et les parameétres de
Lennard-Jones sont mis a zéro. La différence entre cette énergie et le terme
électrostatique permet de calculer le terme de van der Waals.

Les résultats obtenus pour le complexe thermolysine-formamide et les
deux états de transitions sont présentés dans le Tableau XXVIII. On
constate que le terme de van der Waals change relativement peu dune
espéce a I'autre, le complexe formamide-thermolysine étant un peu plus
destabilisé par ces interactions que les états de transition. Les principales
différences apparaissent pour le terme électrostatique. Ce terme est plus
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stabilisant pour I'état de transition TS1E. L’état de transition TS2E est en
revanche défavorisé par rapport au complexe formamide-thermolysine. Ces
tendances peuvent étre interprétées a partir des interactions a courtes

distances présentées Figure 31.

Comme nous 'avons déja mentionné, il n'a pas été possible d’évaluer
I’énergie libre de la réaction d’hydrolyse a I'aide du modéle mixte. On peut
néanmoins faire une estimation en tenant les mémes hypothéses que dans
le cas du modele quantique de thermolysine. Ainsi, on peut estimer
grossierement la somme des contributions du point zéro, thermiques et
entropiques a environ 10 kcal.mol'! pour le processus non-assisté et
20 kcal.mol-! pour le processus assisté. Si on ajoute ces quantités aux
barriere d’activation présentées dans le Tableau XXVII, on aboutit a des
barriéres d’énergie libre qui sont sensiblement les mémes (environ
65 kcal.mol-1). pour les réaction assistée et non-assistée. Cependant, nous
avons vu au chapitre précédent que la méthode AM1 sous-estime 'effet de
la catalyse bifonctionnelle. On peut le constater en comparant les résultats
AM1 avec les résultats ab nitio et DFT, en utilisant les mémes géométries
(voir Tableau XIX dans le chapitre précédent et Tableau XXV dans ce
chapitre). En général, I'effet 1ié a la catalyse bifonctionnelle est sous-estimé
de 8-16 kcal.mol-1 suivant le type de réaction (neutre, catalysé par H30™,
catalysé par le modéle quantique de thermolysine). En résumé, on peut
prévoir un effet de catalyse bifonctionnelle pour la réaction d’hydrolyse
catalysée par la thermolysine. Cet effet est beaucoup moins intense que
celui prédit par les réactions d’hydrolyse en milieu acide mais est

suffisamment important.

Tableau XXVIII : Contributions énergétiques (en kcal.mol-1) de la partie classique

a I'énergie de la partie quantique.

FoC TSIC TS2C
AB éloc. 2128 -215.3 -208.9
AEvdw 25.8 24.6 24.1
AE (otale -187.0 -190.7 -184.8
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3 - Conclusion

Dans ce chapitre, les deux modeles étudiés pour représenter le site
actif de la thermolysine nous ont permis de montrer que 'enzyme a une
influence importante sur le mécanisme de la réaction d’hydrolyse du

formamaide.

La représentation du site catalytique de la thermolysine par un
modeéle quantique relativement simpie nous a permis de mettre en avant le
role joué par les ligands du zinc, notamment pour délocaliser la densité
électronique transférée vers le catalyseur. L’effet catalytique est nettement
plus faible que dans le cas des mécanismes a catalyse acide étudiés dans
les chapitres précédents mais nos résultats montrent que les géométries et
les énergies calculées sont assez proches des processus catalysés par un

proton.

L'utilisation du modele mixte nous a permis d’étudier I'influence des
acides aminés environnants le site actif sur les mécanismes réactionnels.
En premier lieu, il apparait que les acides aminés proches du site actif
jouent un role important dans la configuration géométrique du systéme
substrat-enzyme. En particulier, la géométrie de 1’état de transition du
mécanisme assisté, qul présente un écart a la planéité assez important
dans les réactions d’hydrolyse catalysées, est contraint a rester presque
plan. En outre, les acides aminés proches des réactants présentent une forte
interaction électrostatique qui modifie sensiblement les énergies relatives
des différentes espéces.

Nous avons pu confirmer a 'aide de ces modeles que la catalyse
bifoncticnnelle joue un roéle important dans I'abaissement de la barriere
d’activation et semble étre le mécanisme le plus favorable de la réaction
d’hydrolyse. Il est important de signaler, enfin, que les résultats obtenus
avec le modeéle le plus complet (modéle mixte) montrent que l'effet
catalytique de I'enzyme n’est mis en évidence que dans le cas d’un processus

assisté par l'eau.
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CONCLUSIONS

Dans ce travail nous avons abordé différents aspects de la réaction
d'hydrolyse d'amides. Bien que la methodologie employée soit forcement trés
différente pour ies systemes le pius simpies (environ 10 atomes) ou pour les
svstemes les plus complexes (environ 35000 atomes), quelgues conclusions

générales se dégagent de nos calculs :

Les mecanismes d'hydrolyse assistés sont généralement préférés aux
mécanismes non-assistés, ce quiest da a un effet de catalyse bifonctionnelle. On
peut nuancer ce résultat en rappelant que pour le processus d'hydrolyse neutre, la
catalvse bifonctionnelle semble modifier peu les barrieres d'énergie libre
d'activation alors que dans le cas du processus catalysé par HzO", le role de la
catalyse bifonctionnelle est renforcé. Il v a en quelque sorte un effet coopératif
entre le catalyseur H3O™ et le dimere de I'eau. Dans le cas d'un processus catalysé
par un acide de Lewis, et en tout cas pour la réaction catalysée par la
thermolysine, la catalyse bifonctionnelle rend toujours favorable les mécanismes
d'hydrolyse assistés mais a un degré moindre que dans le cas de la catalyse acide.

Lorsque nous comparons les résultats obtenus pour la réaction d'hydrolyse
du formamide neutre et le processus catalysé par la thermolysine on constate que
le role de catalyseur de la thermolysine est relativement faible si 1'on considere
uniquement les réactions non-assistées. Ce role est cependant beaucoup plus

important lorsque 1'on compare les mécanismes assistés.

Nos calculs prévoient l'existence de quelgues intermédiaires de réaction
dans la surface d'énergie potentiel. mais ces espéces s'avérent étre instables

lorsque 1'on calcule leur énergie libre.

Les états de transition pour les mécanismes assistés consistent
essentiellement en un cycle a six membres. Ce cycle est plan pour la réaction
neutre mais il v a un écartement a la pianéité considérable dans le cas d'un

processus assisté par H3zO'. Dans le cas de la réaction catalysée par la
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thermolysine on trouve un cycle presque plan. Ce dernier résultat ne semble pas
étre relié a la nature du catalyseur mais aux interactions des réactifs avec les
acides aminés proches. On peut donc penser que 'effet catalytique intrinséque au
site actif de la thermolysine est diminué par la contrainte géométrique qui

imposent certains acides aminés sur la géométrie de 1'état de transition.

Nous avons cherché a comprendre le role des acides aminés sur les
barrieres d'activation. L'analyse des interactions avec les acides aminés a mis en
évidence que le terme électrostatique est celui qui change le plus en passant des
réactifs aux états de transition ou bien en comparant les états de transition

assisté et non-assisté.

Le role des interactions avec le solvant a également été examiné. Pour cela
nous avons employé un modéle a cavité. Les résultats indiquent que les effets
électrostatiques sont faibles mais ont tendance a augmenter légérement les

barriéres. Les effets non-électrostatiques favorisent un peu les mécanismes non-

assistés.

D'un point de vue méthodologique, les méthodes ab initio, AM1 et DFT
utilisées ici, conduisent a des résultats concordants en ce qui concerne le
mécanisme. Les calculs ab initio au niveau MP2 et les calculs DFT avec correction
de gradient prédisent des valeurs assez proches pour la plupart des grandeurs :
geométries. énergies. charges, bien gu'il vy ait quelques différences importantes
dans certains cas. En revanche, les calculs AM1 présentent quelques déficiences,
notamment dans le cas des processus non-catalysés. Les erreurs sont moins
importantes dans le cas des réactions catalysées, bien qu'une correction

systématique des énergies d'activation soit nécessaire.

L'utilisation d'une méthode mixte, limitée pour le moment aux méthodes
semi-empiriques, permet d'accéder a des informations essentielles, notamment
le role des acides aminés sur la stabilisation des états de transition. Cette
méthode s'avére donc trés bien adaptée a I'étude des réactions enzymatiques. Son
extension aux potentiels DFT/MM devrait permettre d'étudier ce type de
probléme avec un peu plus de précision. Cet objectif semble étre tout a fait

abordable maintenant.
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A - Notations utilisées

Réactifs
Fo
FoP
FoE

FoC

Molécule de formamide

Molécule de formamide protoné par H3O* sur O

Molécule de formamide catalysé par le modéle quantique du site
actif sur O

Molécule de formamide catalysé par la thermolysine sur O (modéle
mixte)

Etats de transition

Processus non-assisté

TSIN
TS1P
TS1E

TS1C

Etat de transition pour le mécanisme neutre

Etat de transition pour le mécanisme protoné

Etat de transition pour le mécanisme utilisant le modéle quantique
de thermolysine

Etat de transition pour le mécanisme utilisant la thermolysine

(modéle mixte)

Processus assisté

TS2N
TS2P
TS2E

TS2C

Etat de transition pour le mécanisme neutre

Etat de transition pour le mécanisme protoné

Etat de transition pour le mécanisme utilisant le modele quantique
de thermolysine

Etat de transition pour le mécanisme utilisant la thermolysine

(modele mixte)
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B.- Comparaisons Energétiques

Nous nous proposons de comparer nos résultats avec ceux trouvés dans la
littérature. Il est a noter en premier lieu que la majorité des articles traitant de
réactions de cassure ou création (réaction inverse) de liaisons amide ou peptide
ne donnent pas de grandeurs énergétiques. Les grandeurs abordées ont trait
aux cinétiques de réactions en fonction de la température, de la pression ou du
milieu dans lequel les équipes ont travaillé. Leur but consistant essentiellement
a optmiser le rendement et la vitesse des réactions considérées. Toutefois,
Slebocka-Tilk, Bennet et al ont estimé ces énergies dans le cas de I'hydrolyse
d'une fonction amide lors de catalyse acide! ou basique?.

Dans le tableau ci-dessous, nous avons réunis différentes valeurs théoriques et
expérimentales correspondant a 'hydrolyse du formamide ou d’autres amides
lors de processus neutre, a catalyse acide ou basique pour des mécanismes non-
assistés. Certaines valeurs ont été recalcuiées en considérant le mécanisme
inverse de celuil présenté dans les publications, c’est a dire la création de la
liaison amide ou peptide. Les grandeurs énergétiques tirées de travaux
théoriques ont été choisies en fonction des analogies des méthodes et niveaux de
calcul avec nos résultats. Les valeurs théoriques correspondent a des études
effectuées sur le formamaide.

AM1 HF MP2 Exp.
par étapes 3 49 4 53.7a 55.4 b
40.4 ¢
par étapes+ 40.3d
13.8 ¢
neutre concerté 3 58.6 61.42 44,7 b
40.2 ¢
concerté 4 50.7 d
25.0¢
concerté > 443t
catalyse acide |concerté d 24.0f
581
exp. 1.8 22.7
catalyse basique | concerté » 19.1f
exp. 2 & 27.1 -
29.6

a 6/31G*; b MP2/STO-3G//STO-3G; ¢ MP2/6-31G*//MP2/6-31G™;
d MP2/6-31G**//3-21G; € calcul d'énergie libre. niveau MP2/6-31G**//3-21G; { MP2/6-
31G**//4-31G; € hydrolyse d'anilides, voir ref. 1 et 2 pour les détails de calcul.
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C - Liste des Acides Aminés

Aliphatiques
o
NH.—C—H
S
CH,

Alamine/ ALA /A

Apoiaires

Glveine /GLY / G

Vailnes VAL/ VY

Proline; PRO /P

Leucine/ LEU / L

CoOO
- 1
NH -C~-H
5o

CH,
e

SH

Cystéine / CYS / C

COO~
-t
CH—C -

o,

Isoieucine / ILE / [

COO~

Méthionine / MET /M
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Aromatiques

COO~

Histidine » HIS / H

Polaires
COO
- |
NH —C—H
-
CH,
-
C
0?7 NH,

Aspargine / ASN /N

Chargés

COO~
- |
NH —C—H
2]

Lysine / LYS / K

COO"

|
NH —C—H

CH,

{

2

¢

Phénvialanine / PHE / F

Glutamine / GLN / Q

COO~
- I
NH —C—H
>

CH,
|

Arginine / ARG /R

Tyrosine / TYR/Y

COO~
;

Sérine / SER/ S

COO”
- 1
NH —C—H
S

CH,
[

C
y/ N -
770

Aspartate / ASP/ D

coo’
NH.—C—H
>

CH,
o

A0S
;l CH
| Ve

\/\NH

Triptophane / TRP / W

COO
hg—é—ﬁ
H—%—OH
CH,

Thréonme / THR /T

COO~

Glutamate / GLU / E
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D - Calculs d’erreur de superposition de base

Un des aspects important des calculs abd initio tenant en compte des
interactions moléculaires est l'erreur de superposition de base (BSSE)0 qui
existe lorsque les orbitales d'une molécule entraine un abaissement de 1’énergie
de la molécule qui lui est associée dans le systéme. La solution la plus
généralement employée pour corriger ce type derreur utilise le schéma de calcul
proposé par Boys-Bernardi’, ou les énergies des molécules séparées sont
calculées dans la base d'orbitales du systeme complet. Toutefois, 11 a été
remarqué que cette procédure surestime parfois 'erreur exacte de superposition
de base. Les résultats obtenus par la méthode de Boys-Bernardi doivent donc

8tre considérés comme étant la limite supérieure de cette erreur.8

Nous avons estimé 1'erreur de superposition de base commise lors du
calcul des énergies des processus d’hydrolyse du formamide neutre ou protoné,
dans Ie cas des processus assisté et non-assisté. Ces calculs ont été effectués au
niveau RHF/6-31G** et sont regroupés dans le tableau ci-dessous. Nous pouvons
constater que les processus a catalyse bifonctionnelle présente une erreur plus
importante que les mécanismes non-assistés. Nous pouvions nous attendre a ce

résultats dés lors que nous effectuions le calcul des barrieres d’activation a

partir des réactifs séparés.

Toutefois, les résultats nous montrent que l'effet de la catalyse acide n’est
pas a remettre en question. Dans le cas des mécanismes neutre, la correction de
cette erreur contribue a la diminution de la différences entre les barriéres,
rendant de ce fait les deux mécanismes compétitifs lorsque les contributions
entropiques sont tenues en compte. Par contre, le mécanisme protoné assisté

reste nettement favorable par rapport au processus protoné non-assisté.

Calcul de l'erreur due a la superposition de base
TSIN | 3.9
TS2N 6.4
TS1P 4.2
TS2P 6.0
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¥ - Calculs des contributions entropiques et
enthalpiques 9

Le calcul des fréquences peut étre employé pour accéder aux propriétés
thermodynamiques des systemes considérés. Les entropies des différents points
stationnaires de réactions chimiques font notamment partie des plus

importantes propriétés quil est possible de calculer.

L’entropie absolue est obtenue d’aprés les relations de la mécanique

statistique:
S = Str + Srot T Svib + Sel - nR[In (nNp - 1]

les différents termes correspondants aux différentes fréquences de translation,
rotation et vibration sont également obtenues d’aprés les relations communes de

la mécanique statistiquesi0.

Sel = nR In (we))
ou n est le nombre de mole de molécules
et me] est la dégénérésence de 'état fondamental

Les corrections de température et d’énergie du point zéro ne nécessitent
de la méme facon que le jeu des fréquences des modes normaux de vibration.
Elles sont également calculées a partir de la mécanique statistique, en

supposant un gaz idéal. On a la relation:

AH(T) = Hr(T) + Hyoy(T) + AHyp(T) + RT

modes
normaux

avec AHyin(T) = Hyip(T) - Hyip(0) = Nh z m
j -

modes
normaux

) : L , 1
I'énergie du point zéro étant donnée par:H,, (0) = Eh z v,
i
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