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La détermination de la structure tridimensionnelle de macromolécules
biologiques a 1'aide de la radiocristallographie a permis la connaissance de leurs fonctions
et propriétés. Par la méme, la biologie moléculaire a accompli des progres considérables.
Les exemples sont nombreux, parmi lesquels on peut citer les travaux de J. Kendrew
( myoglobine ), M. Perutz ( hémoglobine ), J. Watson et F. Crick ( AD.N. ) et J.
Deisenhofer, H. Michel et R.Huber ( centre photoréactionnel ) bien souvent couronnés
par le prix Nobel. |

Les difficultés dues 2 la croissance cristalline des macromolécules ont limité ces
travaux aux acides nucléiques et 2 un nombre malgré tout restreint bien que croissant de
protéines. Par contre, 1a résolution de la structure tridimensionnelle de glycannes, ou de
la partie glycannique de protéines semble a I'heure actuelle difficilement réalisable par
suite de la trés grande flexibilité conformationnelle de ces molécules.

La spectrométrie de Résonance Magnétique Nucléaire bi- et tri-dimensionnelle
conduit également a des données géométriques de macromolécules, mais cette fois-ci en
solution. Dans le cas des glycannes, un probléme majeur subsiste. Si en solution trois
conformeres existent, deux avec une population importante voisine et un troisi¢me avec
une populatioh plus faible, les effets dus & ce demnier, dans certaines conditions, seront
prédominants dans le spectre . C'est malheureusement bien souvent ce qui se passe dans
le cas des glycannes.

Les progres permanents dans la technologie des calculateurs électroniques font
qu'il est possible d'envisager des calculs de mécanique quantique conduisant aux
structures et chemins de réaction de molécules de taille de plus en plus importante. Nous
n'en sommes pas encore a concevoir I'étude de glycanne par ces méthodes, bien qu'elles
soient, semble t'il, les plus satisfaisantes.

En attendant que ces progres technologiques soient réalisés et si 1'on veut
progresser, il s'agit de trouver une méthode théorique conduisant aux résultats escomptés
compte tenu des possibilités actuelles de l'informatique.

Les techniques de mécanique moléculaire et dynamique moléculaire semblent a
I'heure actuelle un bon compromis. Les fondements de ces méthodes résident dans la
connaissance de la fonction énergie potentielle moléculaire empirique. Celle-ci n'étant pas
connue, une forme analytique en est envisagé, fonction des coordonnées internes ( varia-
tion des liaisons et des angles ) de la molécule. Différents parametres relatifs a ces
coordonnées sont alors déterminés. La paramétrisation doit €tre spécifique des composés



étudiés et capable de reproduire des données non seulement statiques ( géométries ) mais
aussi dynamiques ( spectres de vibration ).

C'est la détermination des parametres de la fonction énergie potentielle empirique
pour les glycannes qui a constitué I'essentiel de ce travail.

La modélisation moléculaire étant le carrefour de plusieurs disciplines, la
biochimie, la chimie et la physique, les deux premiers chapitres s'attacheront & présenter
leur impact dans le domaine des saccharides. Toutefois I'accent sera particulierement
porté sur l'aspect conformationnel des glycannes. Ainsi, seules les caractéristiques de
nomenclature et de conformation des saccharides sont données dans le chapitre 1. Dans le
cliapitre II, les méthodes expérimentales et théoriques accédant aux informations
tridimensionnelles sont présentées. Le développement des principales méthodes
théoriques est donné avec pour chaque type les différentes applications aux saccharides.

Avant de déterminer des paramétres de la fonction énergie potentielle empirique,
il était nécessaire de se rendre compte de l'insuffisance de ceux existants actuellement.
C'est ce qui a été réalisé dans le chapitre III. Utilisant un logiciel de modélisation
moléculaire "classique” et la technique de l'infographie moléculaire, la modélisation
moléculaire et la dynamique moléculaire d'un glycanne biantenné monofucosylé, disialylé
de type lactosaminique ont été effectuées. Certaines imperfections étant mises en
évidence, il devenait indispensable d'obtenir une paramétrisation correcte de la fonction
énergie potentielle. L'obtention de ces paramétres fera I'objet des deux chapitres suivants.

Le chapitre IV concerne la détermination des parametres de cette base pour les
formes anomeres o et B du glucose a partir des données de spectroscopie vibrationnelle.
Le champ de forces intramoléculaire Urey-Bradley-Shimanouchi modifié utilisé
conjointement avec une fonction potentielle intermoléculaire comprenant le terme
d'interactions non liantes, le terme d'énergie électrostatique et une fonction potentielle
explicite des liaisons hydrogénes, sont particuli¢rement bien adaptés pour obtenir ces
informations 2 partir d'une reproduction correcte dans le cristal des spectres de vibration.

Les paramétres étant obtenus pour ces deux formes, il était nécessaire de vérifier
leur validité et de compléter la base de données en les transférant 4 des structures plus
complexes présentant une composition en molécule de méme nature, avec des liaisons
glycosidiques présentant des configurations et des positions différentes. Dans le chapitre
V, les calculs ont été effectués sur des méthyl-monosaccharides et sur des disaccharides
présentant les différents types de liaison glycosidique.



GRAPITRE I



Les Saccharides: presentation.

I. INTRODUCTION

II. LES MONOSACCHARIDES

IL1 Nomenclature
IL2 Oses acycliques
I 1i

I1.3.a Nature des cycles

" I1.3.b Anomérie

1.3.c Mutarotation

11.3.d Forme des monosaccharides
IL4 Conclusion

OI. LES OLIGOSACCHARIDES

L1 Les disaccharides
Il1.1.a Liaisons glycosidiques
II1.1.b Effet Exo-Anomérique
I11.1.c Angles de torsion

L2 Les oligosaccharides
Il1.2.a Présentation et hypothéses
11 2.b Indépendance des liaisons ?
Il .2.c Structure ordonnée ?

I nclusion

IV. LES POLYSACCHARIDES ET LES GLYCANNES DES GLYCOCONJUGUES

1 mopol hari
IV.2 Hétéropolysaccharides et glycannes
IV.2.a Hétéropolysaccharides
IV.2.b Glycannes

Relation bi hese - re tridimensionnell

IV.3.a Principe de la biosynthése d'un oligo- ou d'un poly-saccharide
IV.3.b Concepts d’homogénéité et d'hétérogénéité

IV.3.c Connaissance des glycosyltransférases

IV.4 Conclusion

V. CONCLUSION

p17
p17
p18
p18
p19
p20
p20
p20
p21
p21

p22



Les Saccharides: presentation.

L. INTRODUCTION

Les glucides constituent une famille de composés trés divers dont les principales
classes sont les suivantes:

- les monosaccharides ou oses, qui sont des unités glycosidiques
simples pouvant exister a 1'état libre.

- les osides, qui peuvent étre différenciés en oligosaccharides,
enchainements de 2 a 10 unités monosaccharidiques, et en polysaccharides,
constitués de plus de 10 unités [1]. Ces derniers peuvent également €tre scindés
en deux catégories, selon que leur hydrolyse libére la méme unité ( ce sont les
homopolysaccharides ), ou plusieurs types d'unités ( les hétéropolysaccharides).

- enfin, il faut distinguer les glycoconjugués dans lesquels la partie
glycannique ( le glycanne ), bien que pouvant étre considérée comme un oligo-
saccharide ou un polysaccharide, est li€e & une macromolécule d'un autre type
telle qu'une protéine, une glycoprotéine, ou un lipide, un glycolipide .

Lorsque 1'on parle de "sucre”, on songe généralement aux sucres alimentaires
comme le glucose. Ce sont les oses dits simples, qui peuvent exister en tant qu'unité libre
dans un milieu biologique. Bien que dans cet €tat ils soient en nombre relativement
restreint ( une vingtaine ), leur association et leur combinaison permettent d'obtenir un
nombre considérable de structures polysaccharidiques.

En fait, la potentialité de codification des polyosides, méme s'ils ne sont pas
directement sous le controle génétique, est supérieure a celle des acides nucléiques ou des
protéines [2,3]. Ceci est dii & la présence du carbone anomere, 2 sa configuration sur
chacune des entités de base, aux positions multiples des liaisons glycosidiques des unités



entre elles ( unités disaccharidiques ) et aux possibilités d'extension et de ramification des
chaines. Toutes ces combinaisons multiplient les structures envisageables. Par exemple,
si avec trois acides aminés six tripeptides peuvent étre formés, il est théoriquement
possible de construire 1056 trisaccharides différents a partir de trois monosaccharides!

[2].

Ainsi donc, cette richesse structurale peut expliquer le nombre considérable des
phénomenes et des comportements biologiques mettant en jeu les saccharides. Ceux-ci
connaissent depuis une vingtaine d'années un engouement et développement
extraordinaire dans de nombreux domaines tels que la biologie, la biochimie, 1'agro-
alimentaire etc..., alors qu'ils avaient longtemps été considéré comme molécules
"Secéndaifes", servant de structure de soutien ( dans les parois cellulaires ) ou de

substance de.réserve (aussi bien dans le régne animal que dans le regne végétal ).

La connaissance tridimensionnelle précise, aussi bien des entités constitutives de
base que des unités polysaccharidiques complexes, est fondamentale pour comprendre

leur mécanisme d'action.

Dans ce chapitre, les principales caractéristiques conformationnelles des oses,
puis des différentes classes de saccharides seront abordées. L'accent sera port€ sur les
disaccharides, point de départ des structures macromoléculaires, puis les molécules plus
complexes telles que les oligosaccharides, les polysaccharides et les glycannes des
glycoconjugués seront examinées d'un point de vue conformationnel. Enfin, une
approche trés succincte de la biosynthése des molécules saccharidiques sera envisagée,

avec le probléme de détermination des conformations et les concepts d’homogénéité.

II. LES MONOSACCHARIDES

La plus petite molécule glucidique est un ose simple. Les oses sont en fait des
aldéhydes ou des cétones polyhydroxylés, c'est-a-dire contenant plusieurs fonctions
alcool, respectant une nomenclature bien précise.

II.1 Nomenclature

¢ Les monosaccharides sont classés selon leur caractére aldéhydique ou

cétonique et suivant le nombre de carbones constituant la molécule ( en général de 3a 7



carbones ). Ainsi, un aldopentose a 5 carbones et une fonction aldéhyde, un cétohexose a
6 carbones et une fonction cétone.

Qu'il s'agisse d'aldoses ou de cétoses, ce sont surtout les pentoses et les
hexoses que l'on trouve a 1'état naturel et qui entrent pour une large part dans la
composition de molécules polysaccharidiques ou de molécules composées. Les autres
oses peuvent constituer le plus souvent des intermédiaires dans divers métabolismes.

e La position des carbones au sein de 1'ose est reconnue par une numérotation
spécifique [4,5] : celle-ci commence, dans le cas d'un aldose, par le carbone aldéhydique
( Cf. figure 1.2 ) et, dans le cas d'un cétose, la fonction cétone est en général portée sur
le carbone qui suit immédiatement un carbone d'extrémité ( noté 1 ).

<

¢ Les molécules d'ose possédent un ou plusieurs carbones asymétriques dont la
position dans I'espace définit la stéréoisomérie et compléte la nomenclature. Par
convention, la stéréoisomérie est directement définie par la configuration du
glycéraldéhyde ( Cf. figure 1.1 ). La série D ( respectivement la série L ) est définie par le
positionnement a droite ( respectivement & gauche ) du groupement hydroxyle sur le

carbone asymétrique central.
CHO CHO
H OH H H
CH20H CH20H
Forme D Forme L

Figure I.1: Définition des séries D et L & partir du glycéraldéhyde.

En général, les oses naturels appartiennent 2 la série D ( par contre, le fucose est
lui L ). Les oses de la série L ont tous les substituants de leurs carbones asymétriques
dans la position opposée de ceux de la série D.

Les principales caractéristiques de la nomenclature des oses étant explicitées,
leurs formes linéaires et cycliques vont étre envisagées.



IL.2 Oses acycliques

Dans un ose simple, la structure linéaire est appelée aliphatique. Par rotation
autour des simples liaisons, le nombre de conformations adoptables est considérable. En
solution et A température ambiante les barrieres d'énergie entre les différentes
conformations sont relativement faibles et l'interconversion entre les différents €tats est
trés rapide [6]. Par contre dans l'état solide, les forces cristallines régissent la
conformation de la molécule aliphatique et celle-ci adopte une structure lin€aire, étendue
en "zigzag" [7].

Lorsque l'on s'intéresse aux pentoses et aux hexoses, ces monosaccharides
aliphatiques se stabilisent en se cyclisant, la forme linéaire permet alors, en solution, le

passage entre les différentes formes cycliques ( Cf. § sur la mutarotation ).

I1.3 Oses cycliques

I1.3.a Nature des cycles

Les monosaccharides rencontrés dans la constitution des molécules poly-

saccharidiques sont sous forme cyclique. La cyclisation s'effectue par réaction entre la
 fonction aldéhyde ou cétone avec une fonction alcool portée par la méme molécule. Selon
le positionnement de cette fonction alcool, on obtient de fagon stable un cycle a 6
sommets appelé pyranose ou encore un cycle a8 5 sommets appel€ furanose ( Cf. figure
I.2).

/5_0 HO%ZVO\I

T\ oH | OH |
0) | OH | OH
OH OH
Glucopyranose Glucofuranose

Figure L2: Formes pyranose et furanose du glucose alpha avec, respectivement, les
numérotations des carbones dans chacun des deux cas.
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Lors de la cyclisation, le carbone 1, qui dans la forme aliphatique n'était pas
asymétrique, le devient. Cette isomérie est importante car le carbone hémiacétal va voir
ses substituants s'orienter différemment dans l'espace, en position axiale ou équatoriale,
générant, lors de la formation de liaisons glycosidiques, des structures tridimensionnelles
totalement différentes.

Si le groupement hydroxyle du carbone 1 est en position équatoriale 1a forme est
dite anomére P, s'il est en position axiale la forme est dite anomeére o ( Cf. figure 1.3 ).

a-D-glucopyranose B-D-glucopyranose

Figure 1.3: Formes anomériques du glucose.

L'anomérie est caractérisée par les valeurs de l'angle 6 [8,9], défini par la
rotation autour de la liaison endocyclique Os—Cj (6 = C5—Q05—C1—O1 ). Ainsi, pour
la forme chaise précédemment utilisée, de la série D, 6 vaut 60° pour la forme o et 180°
pour la forme B. Dans le cas d'une forme chaise inversée ( Cf. § sur la forme des
monosaccharides ) les valeurs de 0 sont de 180° pour la forme o et de -60° pour la forme

B [10].

Il Mutarotation

En solution, les deux formes précédentes coexistent et un équilibre s'établit entre
les deux. Par exemple pour le glucose, 36% des molécules de forme a sont en équilibre
avec 64 % de forme P ( ces proportions pouvent évoluer avec les substitutions ou les

composés mis en jeu [9] ). La coexistence des deux formes est observée par la



modification de l'angle de polarisation d'une solution dans laquelle on a dissous le
saccharide: c'est le phénomene de mutarotation..

A 1'équilibre 'mutarotationnel’ on constate alors la présence de la forme linéaire,
des deux anomeéres combinés aux différentes formes du cycle [11], comme sur le schéma
suivant (Cf. figure 1.4 ):

o -D-glucopyranose B -D-glucopyranose
forme aliphatique \
o -D-glucofuranose B -D-glucofuranose

Figure L4: Equilibre mutarotationnel du glucose en solution.

11.3.d Forme des monosaccharides

La présence des carbones tétraédriques dans le cycle et les contraintes
géométriques qu'ils engendrent, font que celui-ci peut adopter différentes formes
[11,12]. Ainsi, un cycle pyranose peut adopter la forme chaise (C), la forme bateau (B)
et des formes intermédiaires demi-chaise (HC), demi-bateau (HB) ou bateau "vissé" (S).
La nomenclature spécifie la forme du cycle et le numéro des carbones qui sont au-dessus
et en dessous du plan qu'il dessine: la forme 4C; est chaise avec le carbone 4 au-dessus
du plan et le carbone 1 en dessous du plan ( Cf. figure 1.5 ).

11 est possible d'aller d'une forme a l'autre et d'envisager le passage a tous les
types de structure [S] ( Cf. figure L5 ). Cremer et Pople [13] ont défini des parametres Q,
0 et ¢ traduisant la déformation d'un cycle ( paramétres équivalents aux coordonnées
polaires ); Jeffrey et Yates [14] ont appliqué cette méthode aux saccharides. Ils ont
montré que, sur une sphére, le pdle nord correspond i une forme chaise 4C parfaite, le
pole sud A une chaise 1C4 parfaite, les formes bateaux B et bateaux vissés S sont sur
I'équateur; les autres formes demi-chaises ou demi-bateaux se trouvent dans les deux
hémispheres et permettent la transition entre les poles et 1'équateur.
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Figure 1.5: Différents conformeres du cycle pyranose [5].

Pour les monosaccharides, ces différentes formes ne sont pas énergétiquement
équivalentes et il est bien évident que, par des considérations d'interactions non liantes,
les formes bateaux, demi-chaises et bateaux déformés sont moins favorables et donc

moins stables que les formgs chaises [6] ( Cf. figure 1.6).

Potential energy

AN

4 i L L
Favored Transinon Boot  Skew
chair {rom chair

1
Less-favored
¢hair

Conlormation

Figure 1.6: Diagramme énergétique 'idéalisé' des différentes conformations
d'un cycle pyranosidique [6].



Cependant, bien que énergétiquement non favorables, ces formes intermédiaires
peuvent avoir un role important dans les mécanismes de reconnaissance biologique. Par
exemple, la forme demi-chaise de la N-acétyl-glucosamine dans le substrat du lysozyme
permet une meilleure adaptation conformationnelle et facilite ainsi le phénomene de lyse
[15,16].

II.4 Conclusion

La diversité des monosaccharides et de leurs dérivés ( dérivés O-méthylés, O-
acylés, N-glycosylamines, osamines... ), les isoméries et les différentes conformations
qﬁ‘ilé peuvent adopter, permettent de générer une quantité considérable d'unités qui, par
association, fourniront les nombreuses structures polysaccharidiques.

III. LES OLIGOSACCHARIDES

Par polycondensation, les monosaccharides forment les oligosaccharides, dont

nous avons vu qu'ils pouvaient étre constitués de deux a dix unités monosaccharidiques.

1.1 Ies disaccharides

L'entité la plus simple des oligosaccharides est le disaccharide. Il est constitué de
deux monosaccharides associés par une liaison appelée liaison glycosidique ou osidique.

ll1l.a Liai

Elle met en jeu le groupement hydroxyle porté par le carbone anomérique et celui
d'un autre carbone, la liaison s'établissant par €limination d'une molécule d'eau. On
obtient donc deux résidus reliés entre eux, I'un étant réduit et I'autre pas.

La diversité des disaccharides envisageables & partir de deux unités provient a la
fois du type de configuration et de la position de la liaison glycosidique.

¢ La configuration: la liaison glycosidique s'établissant sur le carbone
1 hémiacétal, celui-ci peut étre en configuration o ou P ( valeur de l'angle 6 ). Le
disaccharide construit dans 1'un ou l'autre cas est alors trés différent, d'oul l'influence de
sa structure tridimensionnelle sur la conformation des assemblages suivants.

10



Le maltose et le cellobiose en sont un exemple: ils sont tous les deux le résultat
d'une liaison entre le carbone 1 de la premiere unité et le carbone 4 de la deuxiéme, mais
dans le maltose la configuration est de type alpha, alors que dans le cellobiose elle est de
type béta ( Cf. figure 1.7 et Chap. V).

H;OH | T*"‘ /I \l
{_/Lo_n \ 1\’" {\IF—L " |/|

‘o-D-maltose (ot,1—4) B-D-cellobiose (8,1—4)

Figure 1.7: Différentes configurations de la liaison glycosidique de type 1—4.

e La position: I'établissement de la liaison s'effectuant entre deux
groupements hydroxyles, il est possible suivant la position de branchement de ces
groupes { (1—1), (1—2), (1-3), (1—4), (1—6) }, de construire plusieurs sortes de
disaccharides. Ainsi, pour deux unités glucose, la combinaison de la configuration et de
la position de la liaison glycosidique permet d'engendrer 11 structures différentes ( Cf.
tableau 1.1 ) [17].

Unité ( configuration, type de liaison ) Unité

Glu (B, 1—6) Glu Glu (o, 1—1, a) Glu

Glu (8, 1—4) Glu Glu (o, 1—2) Glu

Glu (B, 1—3) Glu Glu (o, 1—3) Glu

Glu (B, 1—2) Glu Glu (a, 1—4) Glu
Glu (B, 1—1, B) Glu Glu (o, 1—6) Glu
Glu (8, 1—1, o) Glu

Tableau I.1: Combinaisons possibles des liaisons de deux glucoses ( dans le cas d'une
liaison de type 1—1, la configuration de chacune des unités est explixitée ).
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LL1.b Effet Exo-Anomérigque

Si l'effet anomérique ( angle 0 ) traduit la configuration d'un saccharide, l'effet
exo-anomérique en est son complément et traduit le comportement de la deuxi¢me partie
du segment acétal ( Cf. figure 1.8 ).

o) 0 0
5 1 _
\cs/ v\ci 4: \-cx’

Figure L8: Représentation schématique du groupement acétal et définition des angles 6
et @ caractérisant respectivement les effets anomérique et exo-anomérique.

L'effet exo-anomérique est caractérisé par les valeurs de l'angle @, défini
comme étant @ = Os—C1—01—C'%. Cette terminologie a été introduite par Lemieux
[18] pour expliquer la préférence conformationnelle de certaines positions autour de la
liaison C;—Oj, influangant bien évidemment les orientations et les structures
tridimensionnelles des molécules disaccharidiques.

L'effet exo-anomérique se manifeste sur la structure méme de la molécule.
Ainsi, on peut observer le comportement de la liaison C;—O1 plus courte, les
modifications de l'angle glycosidique C;—01—C'x et la préférence de certaines
conformations autour de l'angle di¢dre C1—O1 [19]. Ces constatations sur la géométrie
peuvent s'expliquer par la présence et l'influence de la paire d'électrons libres de
l'oxygéne du cycle [10 et références incluses, 20]. Jeffrey et al. [21,22] ont, par
exemple, montré la relation entre distances et angles de torsion. De nombreuses études
théoriques et différentes formes de calculs ont été envisagées pour expliquer cet effet
( récemment, Tvaroska et Bleha [10] ont donné une revue des différents traitements
concernant ces deux effets ); ces méthodes seront, pour la plupart, abordées dans la partie
théorique du deuxi¢me chapitre.

On peut cependant signaler que le traitement de cet effet a été principalement
envisagé par des méthodes quantiques ab initio ou semi-empiriques sur des molécules
modeles linéaires comme le diméthoxyméthane ou le diméthoxyéthane [23,24] ou des
molécules cycliques comme le 2-méthoxytétrahydropyranne [25] mais pas sur des
saccharides, fort peu de calculs de ce type ayant été€ développés sur des molécules d'une
telle taille.
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II1.c Angles de torsion

Dans une liaison glycosidique, l'orientation des deux unités monosaccharidiques
liées peut s'effectuer différemment autour des deux angles de torsion. Le premier de ces
angles traduit, comme il vient d'€tre montré, 1'effet exo-anomérique. Le deuxié¢me
concerne la rotation autour de la seconde partie de 1a liaison glycosidique.

IIs sont définis de la fagon suivante [26]:

D = P(0s—C1—01—C%x) et ¥ =W (C;—01—C'x—C'x+1) correspondant 2 la
nomenclature liée 2 la cristallographie ( précision sur la position des atomes lourds) ( Cf.
figure 1.9 ), ou encore [27]:

Py = Py(H;—C1—01—Cy) et Py =Y¥u(C1—01—C'x—H'x) correspondant 3
la nomenclature utilisée en résonance magnétique nucléaire ( permet de relier la mesure
des effets nOe sur les hydrogeénes ).

Figure 1.9: Définition des angles de torsion de la liaison glycosidique @ et V.

Dans le cas d'une liaison de type 1—6 un troisi¢me angle ®, autour de la torsion
Cs—Cs, doit étre utilisé avec pour définition:
® = 0(01—C'¢—C's—0's5) ou Ou=0(01—C's—C's—H's)
et dans ce cas ¥ est défini comme étant:
Y =Wy =¥(C;—01—C'c—C's).

Les combinaisons de ces angles @ et ¥ permettent d'engendrer de nombreuses
conformations du disaccharide étudié. Il est bien évident que sur de simples critéres
d'encombrement stérique, de nombreuses possibilités sont rejetées. Il est possible
d'évaluer les différentes orientations relatives des unités monosaccharidiques entre elles
en tragant les courbes énergétiques des couples (®,¥) pour les différents types de liaison

[11,27].
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Le probléme majeur, dont dépendent les résultats, provient de 1'évaluation de
I'énergie et des termes considérés. Les différentes méthodes de calcul, appliquées aux

saccharides, seront envisagées dans le deuxi¢me chapitre.

Cependant, on peut signaler les résultats récents [28-33] dans lesquels non
seulement une carte rigide (®,¥) est déterminée, c'est-a-dire évaluation de I'énergie du
couple (®,¥), mais aussi une carte relaxée ou adiabatique. Dans ce cas, pour chaque
couple (®,¥), la structure ainsi obtenue peut se relaxer selon toutes ses coordonnées
internes. Cette optimisation de tous les parametres amene des €largissements des cartes
rigides obtenues et des "gués conformationnels" [33] apparaissent alors entre les
différents minima. Ils peuvent alors expliquer le passage d'une conformation a une autre
et doivent avoir un role important dans la conformation globale des oligosaccharides.

II1.2 Les oligosaccharides

II1.2.a Présentation et hypothéses

Les oligosaccharides sont constitués de plusieurs unités monosaccharidiques,
liées par liaisons glycosidiques. La diversité des types de liaison, la capacité de
ramification et d'extension des structures oligosaccharidiques leur conférent une tres
grande flexibilité. Toutes ces caractéristiques sont a la base méme du polymorphisme des
molécules oligosaccharidiques.

Ainsi, en conséquence, trés peu de structures tridimensionnelles
oligosaccharidiques sont actuellement connues ( Cf. Chap 2, § sur la cristallographie ).
L'utilisation des calculs théoriques permet d'envisager leur conformation et leur
résolution [34 et références incluses].

La connaissance de la structure tridimensionnelle globale d'un oligosaccharide et
méme d'un polysaccharide, passe donc par plusieurs hypotheses:

- La premiére concerne les monosaccharides qui sont supposés adopter
l'une des conformations de cycle précédemment envisagées. Ils sont en général
dans la forme chaise la plus stable ( le plus souvent 4C ), mais les autres formes
(B ou S ) peuvent se rencontrer, quoi qu'en faible proportion, et ne font
qu'augmenter le désordre conformationnel de la molécule [11].

- La deuxiéme concerne les liaisons glycosidiques des disaccharides

constituant 1'oligosaccharide. Sur les cartes énergétiques, les possibilités
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favorables des couples (®,¥) se résument le plus souvent a quelques minima.
L'hypothése repose sur l'addition des minima respectifs de chacun des
disaccharides constituant la structure, selon le principe d'indépendance des
liaisons des unités disaccharidiques. La forme globale de la structure
oligosaccharidique est donc le résultat de I'addition des différentes formes les
plus favorables des disaccharides mis en jeu.

- La troisieme hypothe¢se découle de la précédente et suppose que la
construction de l'oligosaccharide se fasse dans une conformation relativement -
"rigide" ou "fixe".

Ces deux demieres hypotheses sont les plus discutables.

I1.2.b - Indépendan s liais ?

Si la deuxie¢me hypothése s'avere trés correcte pour des oligosaccharides et des
polysaccharides possédant des liaisons de méme type que l'unité disaccharidique [34] et
pour des oligosaccharides possédant principalement des liaisons de type 1—4, elle ne
s'aveére pas trés prédictive dans le cas des liaisons de type 1-—2 ou 1—3. Une liaison
d'une unité sur les positions 2 ou 3 d'une autre unité, entraine de fortes contraintes
stériques sur les branchements avec un troisiéme monosaccharide en position 1 ou 4,
respectivement.

De plus, la mobilité d'une liaison en position 6, avec les trois degrés de liberté
@, ¥ et o, confere une plus grande flexibilité & la molécule; le monosaccharide qui lui est
attaché peut alors balayer un plus important espace conformationnel et venir influencer,
par contacts répulsifs, une autre liaison glycosidique.

Un autre point discutable de cette hypothése est le probléme des ramifications,
pour lesquelles 1'addition des structures de plus basse énergie pour chaque liaison n'est
plus forcément réalisable. Les contraintes et les empéchements stériques deviennent
parfois trop importantes et les conformations d'une liaison glycosidique, qui étaient
improbables sur l'unité disaccharidique seule, peuvent se réaliser. Ceci est
particulierement vrai pour les polysaccharides hautement ramifiés [11]. A ce critére de
ramification vient s'ajouter celui d'allongement des chaines pour lesquelles certaines
conformations deviennent hautement improbables alors qu'elles sont favorables dans de
petites structures. Ce dernier point porte plus particulierement sur les
hétéropolysaccharides et les glycannes des glycoconjugués.

Enfin, en ce qui concerne cette deuxieme hypothése, toutes les études reposent
sur des calculs empiriques et donc sur 1'évaluation des termes d'énergie permettant de
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tracer les cartes conformationnelles (®,¥). S'il est bien évident que la contribution
principale provient des interactions non liantes du type Van der Waals, ce terme n'est pas
le seul. L'approche des cartes adiabatiques [28-32], méme si elles confirment les cartes
"rigides", en est un exemple: elle permet 'extension des zones conformationnelles
possibles, les possibilités de passage d'un minimum 2 un autre et nous ameéne directement
aux “critiques” relatives a la troisi¢me hypothese.

1.2 ¢ - Stucture ordonnée ?

Comme cela vient d'étre évoqué, 'obtention de la forme générale d'un oligo-
saccharide 2 partir des différentes conformations les plus stables des disaccharides qui le
constituent, ne semble pas satisfaisante. Donc, supposer pour connaitre la conformation
quela strucn.lre globale est "fixée" ne l'est pas non plus. Ceci peut €tre constaté aussi bien
a 1'état solide qu'en solution.

A T'état solide, il est pratiquement impossible d'obtenir un "matériau” ( mono-
cristal, cristal, poudre ou fibre ) permettant de résoudre la structure, hormis les
saccharides 2 unités répétitives et les structures bloquées artificiellement. La flexibilité et
le polymorphisme en sont les responsables. Cette technique de résolution est pourtant
celle de prédilection pour I'étude des structures ordonnées.

En solution les molécules ne sont pas contraintes & un état unique et elles
oscillent autour des liaisons sous I'effet des collisions et de I'agitation thermique. Méme
si le plus souvent les liaisons sont dans une position proche de 1'état le plus favorable,
I'agitation thermique peut amener des liaisons dans des zones particuli¢rement
défavorables et induire des modifications par exemple au niveau des unités mono-
saccharidiques ( modification de la forme du cycle ). Ces modifications locales peuvent se
répercuter sur l'ensemble de la structure. La molécule hautement flexible peut alors
adopter des conformations désordonnées et aléatoires [11,35-36]. Cela correspond a ce
que l'on appelle I'entropie conformationnelle.

1.3 _Conclusion

Connaitre la structure tridimensionnelle d'un oligosaccharide passe par 'analyse
conformationnelle des unités disaccharidiques qui le composent. Celle-ci est
fondamentale et doit-&tre aussi précise que possible. Cependant, cette approche ne semble
pas totalement satisfaisante pour connaitre précisément la conformation de la molécule
plus complexe. Les "imperfections”, liées aux hypothéses dans 1'établissement des
structures totales, ameénent A se poser certaines questions sur le crédit des structures
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déterminées, sur la validité des résultats obtenus et sur leurs conséquences dans
I'interprétation des phénomeénes biochimiques et biologiques. Le développement de
technologies expérimentales plus performantes, conjointement au développement de
calculs théoriques de dynamique moléculaire avec des parameétres spécifiques aux
saccharides, devraient permettre, dans un avenir proche, de pallier ces difficultés.

IV. LES POLYSACCHARIDES ET LES GLYCANNES DES
GLYCOCONJUGUES

Comme signalé dans l'introduction de ce chapitre, les polysaccharides peuvent
étre séparés en homopolysaccharides et en hétéropolysaccharides. A ces derniers, il est
possible d'associer les glycannes c'est-a-dire la partie glycannique des glycoconjugués.
Ces glycannes, méme s'ils peuvent étre des oligosaccharides ( dans la terminologie
choisie avec moins de dix résidus ), ont souvent des tailles supérieures a dix unités
(cenains penta-antennés possédent jusqu'a 21 monosaccharides ) [37-40].

Tout ce qui vient d'étre décrit pour caractériser la conformation les
oligosaccharides se retrouve évidemment dans les structures plus importantes des
polysaccharides et des glycannes et ne sera pas repris.

IV.1 Homopolysaccharides

L'hydrolyse des homopolysaccharides libére la méme unité monosaccharidique
ou disaccharidique ( par exemple, dans I'amylose, le o maltose = 2 unités d'a glucose ).
Dans la chimie des saccharides complexes, les conformations de ces structures sont les
plus connues [41]. La répétition du motif se trouve stabilis€ée d'une unité sur l'autre et
I'agencement de la molécule permet d'obtenir une structure ordonnée.

Ainsi, les structures se trouvent renforcées par des interactions entre molécules,
venant établir une espéce de "compactage” qui crée une interaction coopérative entre les
molécules, contrebalangant de cette fagon le désordre conformationnel entropique. Leurs
conformations se présentent le plus souvent sous la forme d'une hélice, qui peut-étre
dans certains cas double créant une stabilisation par association. Sa géométrie est
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caractérisée par les parametres hélicoidaux (n, h) [42]. Ces parameétres correspondent au
nombre de résidus par tour pour n et & 1'avance par résidu pour h. Le pas de I'hélice p est
le produit des deux. De plus, n caractérise la chiralité de I'hélice: si ce parameétre est
négatif, I'hélice est gauche, droite dans le cas contraire ( Il est important de noter que si
pour un couple d'angles de torsion (®,¥) ne correspond qu'un couple de parametres
(n,h) définissant une hélice, l'inverse n'est pas vrai [42] ).

Ces caractéristiques permettent 1'obtention de fibres, poudres ou cristaux qui, a
I'aide de calculs conformationnels et plus récemment de la modélisation moléculaire,
aboutissent a la résolution des structures avec les techniques de diffraction classique. Les
travaux de S. PEREZ et de son équipe, sur I'amidon et I'amylose et les structures qui les
composent, en sont des exemples [42-48].

Une'description des différentes conformations des homopolysaccharides et des
types de liaison mise en jeu est effectuée dans l'article de REES et al. [41].

1V.2 Hétéropolysaccharides et glycannes

Si I'hydrolyse des homopolysaccharides libérent des unités saccharidiques
identiques, celle des hétéropolysaccharides et des glycannes fournit des entités
completement différentes.

IV.2.a Hétéropolysaccharides

Les plus connus correspondent ici encore a la répétition d'ensembles qui sont
constituées d'unités différentes. Ce sont par exemple les carraghénanes ( forme iota
[49]), le xanthane [50] ou les glycosaminoglycanes dont I'héparine et le dermatane sulfate
peuvent consituer des unités de base [51]. Cependant, ces hétéropolysaccharides sont des
polysaccharides linéaires, ce qui facilite leur étude.

Dans le cas de molécules plus complexes, hautement ramifiées et d'élongations
de chaines variées, les informations conformationnelles sont beaucoup plus difficiles a
obtenir [1 i] :

Mais, l'apparition d'ordinateurs graphiques a haute résolution devrait permettre
d'envisager ce domaine. Connaissant les structures primaires des molécules, une
modélisation devrait permettre d'appréhender les structures tridimensionnelles et donc
obtenir la conformation la plus favorable. Néanmoins, Il faut ne pas perdre de vue que
lors de la modélisation moléculaire il y a toujours une minimisation d'énergie effectuée et
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les résultats dépendent des termes d'énergie pris en compte et surtout des parametres
utilisés, qui doivent étre spécifiques des saccharides. De ces seules conditions, dépend la
validité du modele ainsi obtenu.

v2 lyca

Les glycannes sont les structures polysaccharidiques que 1'on rencontre sur les
glycoconjugués ( glycoprotéines et glycolipides). La chimie de ces molécules n'est en
plein essor que depuis un peu moins de vingt ans. En 1974, J. MONTREUIL [52]
décrivait la douzaine de structures primaires de glycannes qui venaient d'étre obtenues.
Quinze ans aprés, plusieurs centaines de structures primaires sont élucidées [37-40,53].
Si le glycanne est associé avec une protéine ou un lipide pour former un glycoconjugué,
ce n'est pas le fruit du hasard. En effet, la plupart des protéines existantes dans la nature
sont glycosylées: pourquoi ?, quel est le role du glycanne ?. Des concepts de structure
tridimensionnelle doivent alors étre envisagés pour permettre d'élucider les différents
mécanismes d'action. Ainsi, pour le glycanne de type N-acétyllactosaminique, différentes
conformations globales de la molécule ont été proposées [37-40] avec des formes dites en
"Y", en "T", en "oiseau " ou encore en "aile brisée". Ces résultats semblent en accord
avec les résultats expérimentaux (RMN ) couplés & des calculs théoriques (HSEA) ( Cf.
Chap. II.B pour plus de détail).

La modélisation moléculaire sur ordinateur graphique affirme elle aussi ces
conformations, mais elle permet en plus d'envisager des structures tridimensionnelles
qui, bien que ne différant pas énormément des structures précédemment décrites, ne sont
pas connues et peuvent servir d'intermédiaires entre les principales formes qui semblent
les plus stables. En solution, plusieurs conformations peuvent coexister avec des
proportions plus ou moins importantes, ces structures intermédiaires sont alors
fondamentales pour expliquer le passage entre les formes les plus probables. De plus,
cette technologie permet d'endisager et d'analyser des structures plus importantes et plus
complexes. Il a été possible de montrer que la structure globale d'un glycanne ne peut étre
exclusivement envisagée comme étant la somme des minima d'énergie de chacune des
liaisons glycosidiques qui la constituent [S4]. Le point de branchement et la position de
certains résidus clés influancent alors, dans certains cas, de maniére trés forte les valeurs
des angles de torsion d'autres liaisons glycosidiques.

Cette technique de modélisation moléculaire, dans laquelle la dynamique
moléculaire devrait prendre une large part, utilisée avec des résultats expérimentaux de
résonance magnétique nucléaire et de diffraction des rayons X ( les perspectives d'avenir
quant a la cristallisation et & la résolution des structures glycanniques semblent
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prometteuses ), laisse entrevoir un développement formidable et une compréhension
toujours plus importante des mécanismes d'action de cette classe de molécules.

IV.3 Relation biosynthése - structure tridimensionnelle

Le but de ce paragraphe n'est pas de décrire les mécanismes de biosynthese ( au
demeurant bien trop nombreux, variés et complexes ) des oligo- et poly-saccharides, mais
d'essayer d'appréhender 1'importance qu'une biosynthése peut avoir sur la conformation
d'une structure saccharidique, laissant entrevoir les conséquences qu'elle peut engendrer
dans les mécanismes biochimiques et biologiques.

i% Princi e la biosynthése d'un oli ri i
polysaccharide
Contrairement aux protéines, les molécules oligosaccharidiques et poly-
saccharidiques complexes ne sont pas directement sous le contrdle du message génétique.
Elles résultent d'un processus complexe correspondant a l'action successive de
nombreuses enzymes , qui elles proviennent du codage des genes de I'ADN. La molécule
est issue de l'addition, étape par étape, de monosaccharides sous l'action d'enzymes

appelées glycosyltransférases.

La structure tridimensionnelle du polysaccharide dépend donc de la succession
de ces réactions enzymatiques, de leur spécificité ( traduisant la configuration des
liaisons, la position et la succession des unités, la ramification... ) et de leur fréquence
(allongement séquentiel des chaines...). On peut considérer qu'elles sont
"hiérarchisées".

Méme les "fausses manipulations” si I'on peut dire, ne semblent pas aléatoires.
Ainsi les réactions enzymatiques incomplétes dans la biosynthése de 1'héparine et du
pentasaccharide qui en est extrait sont a l'origine [55] de l'activité anticoagulante du

polymere.

A% e ‘homogénéité et d'hétérogénéité

Comme nous venons de le voir, la diversité des structures est déterminée par
celle des enzymes glycosyltransférases et de leur spécificité, dont elle est le reflet. Cette
diversité en relation avec la complexité, le déroulement ( extensions, ramifications ou
modifications des unités ajoutées ) et la succession des réactions, peuvent amener de
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nombreuses régions hétérogénes [11]. Cette hétérogénéité concerne le plus souvent de
petites zones ( microhétérogénéité ).

Si la présence ou l'absence d'hétérogénité peuvent se voir avec les variations
d'une molécule sur une autre, la preuve d'homogénéité n'est pas aussi facile a établir.

1V i i Itr Srase,

Les enzymes intervenant dans la biosyntheése influe sur la variété des structures
obtenues. Bien connaitre la structure d'un polysaccharide implique une bonne
connaissance des transférases mis en jeu dans les réactions. Or une transférase n'est
réellement caractérisée que lorsque la conformation de son "polysaccharide” est bien
déterminée!.' La détermination structurale des polysaccharides ne sera optimum qu'avec
celle des transférases.

1V.4 Conclusion

La conformation et la connaissance tridimensionnelle précise des
polysaccharides ne sont réellement bien déterminées que pour les structures a unités
répétitives. Dans les autres cas, glycannes et hétéropolysaccharides, 1a détermination de la
structure primaire étant déja un probleme peu facile, les données tridimensionnelles et
I'appréhension des mécanismes biologiques qui les accompagnent sont actuellement
encore trés limitées. La modélisation moléculaire devrait permettre dans un avenir proche
une meilleure connaissance de ces molécules.
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V. CONCLUSION

La diversité des monosaccharides ( isoméries, conformations, dérivés ) et des
liaisons glycosidiques qui les unissent, est & la base méme de celle des structures
polysaccharidiques qu'ils engendrent. Le polymorphisme ainsi obtenu et la grande
flexibilité de ces molécules sont bien siir A relier aux trés nombreux mécanismes

biologiques dans lesquels ils interviennent.

La détermination croissante des structures primaires par des méthodes
physiques, chimiques et enzymatiques va, dans un avenir trés proche, augmenter encore
plus la quantité des "séquences" actuellement déterminées. Donc, une connaissance
précise de la structure tridimensionelle de toutes ces séquences devrait permettre une
meilleure compréhension des mécanismes biologiques mis en jeu dans chacun des cas.

La détermination de ces structures tridimensionnelles passe par la connaissance
des coordonnées atomiques ou par celle des paramétres pouvant engendrer les
conformations ( angles @, ¥ et ® ), reliée A des données expérimentales ( mesure d'effets
nQOe... ). Une analyse conformationnelle s'avére alors indispensable pour déterminer ou
affiner la géométrie globale. Cependant, le polymorphisme, la ramification et I'extension
des chaines ne semblent pas permettre l'analyse d'une structure polysaccharidique
compléte morceaux par morceaux, ce qui était effectué jusqu'a présent. De plus, méme si
les termes prépondérants intervenant dans l'analyse sont dus aux interactions non liantes
de type Van der Waals, l'évaluation des termes d'énergie, le modele utilisé et ses
approximations, et enfin les parametres choisis sont fondamentaux quant aux résultats
obtenus et quant 2 l'interprétation que 1'on en fait.

L'ensemble des données expérimentales et les résultats de calculs théoriques
adaptés 2 1'étude des saccharides devraient, dans un avenir proche, grice a la
modélisation moléculaire, cerner beaucoup plus les problemes de conformation de cette
classe de molécules.
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Methodes experimentales et
theoriques.

TNTRODUCTLON

La connaissance d'une molécule ou d'une famille de molécules passe par
I'accumulation du plus grand nombre possible d'informations, aussi bien expérimentales
que théoriques. L'étude conformationnelle et dynamique de systémes moléculaires
reposent sur certaines méthodes qui seront développées dans ce chapitre, en axant
toutefois le développement sur les méthodes principales rencontrées dans la chimie des
saccharides.

Les progres récents et conjoints des méthodes expérimentales et théoriques, le
développement de super-calculateurs et 1'apparition du graphisme moléculaire sur écran
haute résolution, ont fait naitre une "science nouvelle", la modélisation moléculaire.
11 est ainsi possible de construire, d'optimiser, de manipuler, de modifier ou de simuler
des syst¢mes macromoléculaires isolés ou en interaction avec un autre systtme, d'évaluer
les possibilités dynamiques de la macromolécule et d'appréhender I'importance de ces
mouvements dans 1'activité biologique.

Donc, pour comprendre l'origine structurale des fonctions des molécules biolo-
giques, il est impossible de dissocier les méthodes expérimentales et les méthodes
théoriques. De plus, une connaissance et une investigation compléte des composés
modeles constituants la macromolécule sont nécessaires pour mieux cerner et appréhender
les propriétés de cette macromolécule.

Dans la premicre partie de ce chapitre, les principales méthodes expérimentales
permettant l'accés aux propriétés conformationnelles et dynamiques seront exposées.
L'accent sera mis sur la diffraction des rayons-X et des neutrons, sur la Résonance
Magnétique Nucléaire (RMN), enfin sur les spectroscopies vibrationnelles Infrarouge et
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Raman, ces dernieres €tant a la base de tous les calculs de dynamique harmonique
effectués de ce travail.

Dans la seconde partie, les développements des différents types de calculs seront
abordés, avec les méthodes quantiques pures ab initio, les méthodes quantiques semi-
empiriques, les méthodes empiriques de mécanique moléculaire et de dynamique molé-
culaire, les formalismes et les principales approximations étant exposés. Un dévelop-
pement plus conséquent des formes de champs de forces spécifiques des oses sera
effectué.

Pour terminer, le formalisme du calcul des modes normaux de vibration utilisé
par la suite sera explicité.

L. METHODES EXPERITMENTALES

1.1 METHODES DE DIFFRACTION ET DE DIFFUSION

L1.a Introduction

Ces méthodes sont sirement les plus performantes et les plus appropriées pour
obtenir les positions atomiques. Elles sont donc les méthodes de choix pour déterminer la
structure tridimensionnelle des petites molécules mais aussi des macromolécules et se
trouvent a la base méme de nombreux calculs comme ceux de dynamique harmonique et
de dynamique moléculaire. Dans la chimie des oses, ces méthodes sont particulérement
bien adaptées aux petites structures et aux homo-polysaccharides.

L.1.b Diffraction rayons-X

La diffraction des rayons-X est la méthode expérimentale la plus utilisée pour
déterminer les positions atomiques. Les positions ainsi obtenues sont celles de la struc-
ture moyennée soumise aux forces cristallines. De plus, cette méthode accéde aux
fluctuations atomiques qui, comme nous le verrons, ont un rdle important dans la
dynamique moléculaire.

Principe: Les rayons-X arrivant sur un atome repartent dans toutes les directions
de I'espace. Sur le systtme périodique que constitue un cristal parfait, se produit le
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phénomene de diffraction: diffusion dans des directions privilégiées, li€ au phénomene de
reflexion sur les plans réticulaires ( qui sont définis par les indices de Miller ). Bragg le
montre en 1912 et établit la condition de diffraction qui porte son nom:

2d sin6 = nA
ol d est la distance entre deux plans, 0 'angle d'incidence et A la longueur d'onde.
La grandeur expérimentale observable est l'intensité 1(Q), qui est reliée au
facteur de structure F(Q) par la relation:

Q- |FQI2
avec F(Q) ( transformée de Fourier de la densité électronique )
Cette demiére valeur est donnée par:

FQ) = Zj £;(Q) . eiQ<r> eWilQ

ot Q est le vecteur de diffusion, rj est la position moyenne de l'atome j, fj(Q) est le
facteur de diffusion atomique et Wj(Q) le facteur de Debye-Waller.
Ce facteur de Debye-Waller s'écrit

W;(Q) =-B; 82

avec S=1Q!l /4n et Bj= (8n2/3) <(Ar)2> [1] et Bj est le facteur de température de l'atome
j obtenue lors de l'affinement de la structure et qui est, comme on le voit, relié
directement aux fluctuations atomiques. Ceci n'est valable que dans les conditions
d'harmonicité et d'isotropie. Cette quantité permet donc d'accéder aux fluctuations des
atomes dans la molécule et permet d'appréhender les régions mobiles et les régions
rigides [2]. Cependant, la fluctuation mesurée en cristallographie correspond 2 la somme
de plusieurs termes d'origine différente, en particulier du terme correspondant au
désordre statique qui lui aussi a les mé&mes effets sur la densité électronique que les
fluctuations thermiques—. .

Dans le cristal le carré de la fluctuation atomique s'écrit [3]:

‘ <> = <aj?>e + <> + <rj?>gs + <>y

avec les temes respectivement de conformation (changements conformationnels lents), de
diffusion ( translation et rotation de la molécule ), de désordre statique (existence de
plusieurs conformations) et de vibration.

L'accession & toutes ces grandeurs est fondamental lors de calculs de dynamique
moléculaire.
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I.1.c Diffusion des neutrons

La diffusion élastique cohérente des neutrons, tout comme la diffraction des
rayons-X, permet de résoudre la structure tridimensionnelle des macromolécules. Elle
résulte des interférences des ondes diffusées par chaque noyau.

Elle présente de plus l'avantage de connaitre la position des atomes d'hydrogéne
avec beaucoup plus de précision. Ainsi, comme nous le verrons dans le chapitre sur le
glucose, il a ét€ nécessaire de replacer certains hydrogenes de la forme anomérique béta,
obtenues par rayons-X, ce qui n'a pas €té le cas avec la forme anomérique alpha, résolue
aux neutrons.

Une autre partie de la diffusion des neutrons, la diffusion inélastique inco-
hérente, est elle aussi trés intéressante. Elle permet d'accéder a des informations sur les
propriétés dynamiques de la molécule. La fonction de diffusion S permet d'obtenir la
densité d'état de la molécule dans la zone de basses fréquences, ce qui dans
l'approximation harmonique, est a relier aux modes normaux de vibration. La fonction de
diffusion S étant facilement accessible lors d'un calcul de dynamique moléculaire [4,5],
cette méthode est particulierement prisée. N'ayant pas été appliquée a l'étude de saccha-
rides elle ne sera pas plus développée.

1.1.d Ciristallographie des saccharides

Avant d'obtenir la résolution d'une structure cristalline il faut déja que la
molécule considérée cristallise: bien que cela paraisse une lapalissade la cristallogenése est
une technique difficile et, dans le monde des macromolécules et des composés osidiques,
il n'existe pas de régles établies. Ainsi, 2 titre d'exemple, bien que 1'on sache cristalliser
les protéines depuis prés d'un sigcle, a peu pres 400 sont actuellement déposées dans la
'Protein Data Bank ' (PDB) [6].

Dans la chimie des oligosaccharides, I'obtention de cristaux utilisables en
diffraction semble tres difficile au dela de deux ou trois unités. Ceci est li€ A plusieurs
facteurs: les saccharides sont des structures trés flexibles, avec un polymorphisme trés
important. Il n'est donc pas aisé d'obtenir des cristaux et lorsqu'il y a cristallisation,
ceux-ci ne sont pas forcément homogenes. Ainsi, par exemple, dans le cristal de lamina-
rabiose [7] on obtient un mélange des différents anomeres, la forme B coexistant avec
39% de forme o et 19% d'eau. Le fait d'obtenir des cristaux avec les deux configurations
est assez courant et ceci peut étre €vité en bloquant l'anomérie par, par exemple,
méthylation ou acétylation.
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De nombreuses données, déterminées par diffraction des rayons-X ou par
diffusion des neutrons, ont néanmoins €t€ collectées sur des mono- et disaccharides et
leurs dérivés. Une liste trés détaillée des structures existantes est mise a jour régulie-
rement dans la série 'Advances in Carbohydrate Chemistry and Biochemistry ' [8-14].
De plus, la résolution de nouvelles structures semblent désormais envisageable avec
l'utilisation de la modélisation moléculaire. Ainsi, récemment par exemple, la résolution
et la modélisation du méthyl C-gentiobiose [15] a été obtenue ( structure de deux unités
glucoses li€s en 1—6, ol 'oxygeéne de la liaison glycosidique est remplacé par un
groupement méthyle ).

Dans le cas d’'homo-polysaccharides, 1'utilisation de 1a modélisation moléculaire
est une pratique assez courante. Il est possible d'obtenir dans certains cas des cristaux
(des poudres ou des films ) de polysaccharides constitués de la répétition d'une unité de
base, comme l'amylose, 1a cellulose [Perez et al., (Ref. 42-48 / Chap. I)] ou, par
exemple, le iota carraghénane. Dans ce cas, on sait que la structure se met sous la forme
d'une hélice et la modélisation moléculaire permet l'investigation de 1'unité répétitive, des
parametres de I'hélice ( pas et type d'enroulement ) et de l'arrangement tridimensionnel de
la molécule.

La cristallisation d'hétéro-polysaccharides quant a elle, semble tres difficile,
voire impossible. Si I'on s'intéresse & une structure complexe, pouvant étre ramifiée, la
flexibilité et 1a mobilité des différentes parties du polysaccharide semblent empécher sa
cristallisation.

De plus, ces structures ne sont pas libres dans la nature et se trouvent le plus
souvent complexées avec d'autres molécules. 11 existe ainsi de nombreuses protéines qui
interagissent avec des glycannes [16, et références incluses]. Dans le cas des glyco-
protéines fort peu de structures des complexes protéines-glycannes ont été déterminées.
Actuellement, la structure cristallographique du fragment Fc des IgG (Immunoglobulines
humaines ) [17] est la seule structure d'une chaine glycannique qui ait ét€ déterminée 2
haute résolution (2,9 A) . Dans la plupart des cas, lors de la résolution, il est quasiment
impossible de "voir" le glycanne et seules les premiéreé unités ( 3 ou 4 ) peuvent étre
distinguées. Ceci est dii, comme nous l'avons déja dit, a la flexibilité des chaines du
glycanne mais aussi 2 la faible résolution de la structure et au "masquage” du glycanne
par la protéine. Ainsi, il a été possible dans le fragment F1 de la prothrombine [18] et
dans une élastase de lymphocyte humain [19] de mettre en évidence les trois ou quatre
premiers oses du cceur invariant du glycanne. Toutefois, il faut remarquer que dans le cas
de la structure du fragment Fc des IgG [17] la chaine glycannique posséde un role
structural et, de méme, dans I'élastase de lymphocyte humain [19] les trois ou quatre
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résidus des deux sites de glycosylation interagissent fortement avec la chaine
polypeptidique. Ceci peut expliquer que I'on ait pu mettre en évidence de fagon correcte
les chaines glycanniques. De plus, dans le dernier cas, il semblerait que le glycanne
“participe" activement aux conditions de cristallisation de la protéine [19].

Cependant, récemment, les cristallisations de complexes d'une lectine avec des
monosaccharide, trisaccharide et octosaccharide ont été réalisées [20]. Dans cet étude, les
branches de 'octosaccharide se trouvent donc bloquées par la lectine: 'ensemble de la
structure peut alors étre obtenu. On peut cependant noter que dans ce cas, les résidus
constituants le "pied" du cceur invariant ( laissés libres a l'extérieur de la lectine )
semblent moins bien définis.

L1l.e Conclusion

Les méthodes de diffraction et de diffusion sont les méthodes de choix pour
obtenir les positions atomiques des molécules. Toutefois, dans la chimie des macro-
molécules et en particulier celle des saccharides, elles ne sont pas facilement applicables.
Ces méthodes couplées avec la modélisation moléculaire laissent cependant entrevoir des
perspectives trés intéressantes.

[.2 RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE ( RMN)

[.2.a Introduction

La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est la méthode de prédilection
récente de 'étude des molécules en solution. Avec le développement des spectromeétres a
haut champ, des techniques bidimensionnelles et maintenant tridimensionnelles, elle
connait un développement trés important. Elle permet actuellement de déterminer la
structure de protéines de taille moyenne [21-23]. Dans la chimie des saccharides, c'est
stirement la méthode la plus informative, la plus compléte, puisqu'elle renseigne a la fois
sur la nature des sucres, le type de liaisons glycosidiques, la configuration et 1'ordre
d'enchainement des résidus et sur la conformation de la molécule saccharidique étudiée.
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1.2.b Principe et séquences de la RMN

Certains noyaux atomiques présentent un distribution anisotrope de charges, ils
possédent un spin. Le mouvement de la charge qu'ils portent, engendre un moment
magnétique . Placé dans un champ magnétique B, le moment magnétique interagit alors
avec le champ et décrit un mouvement de précession autour de B,. La fréquence, appelée
fréquence de Larmor, s'écrit:

@=-YB,

ou Y est le rapport gyromagnétique caractéristique du noyau. Si l'on applique un champ
magnétique B; de fréquence w perpendiculairement a By, la condition de résonance est
atteinte lorsque = w,. Le systeme absorbe alors 1'énergie nécessaire 4 une transition
énergétique de spin nucléaire et on observe ensuite le retour & I'équilibre initial du
systéme.

Les grandeurs mesurables, intéressantes dans l'analyse par RMN, sont entre
autres les déplacements chimiques, les constantes de couplage spin-spin J et les temps de
relaxation, relaxation longitudinale ou spin-réseau T (il caractérise le temps nécessaire
au retour a I'équilibre de Boltzmann de la magnétisation aprés une perturbation due & une
impulsion ) et relaxation transversale ou spin-spin T2 ( il représente le temps au bout
duquel la magnétisation de I'échantillon dans le plan perpendiculaire & B, disparait ).

La RMN permet d'obtenir des informations de nature différente: tout dépend de
la technique choisie et des séquences de pulse utilisées. Il est possible d'obtenir des
informations a courtes distances sur les liaisons et 1'enchainements de celles-ci ( par
exemple, a l'aide d'expériences du type INADEQUATE ou COSY...) [23-26] et des
informations a plus longues distances sur des interactions proton-proton ( effet nOe au
moyen des séquences NOESY ou ROESY ) [23-27]. Bien souvent, une seule
expérience ne permet pas l'attribution univoque de tous les déplacements chimiques et
c'est pourquoi plusieurs techniques peuvent employées successivement.

1.2.c La RMN des saccharides

Décrire de fagon exhaustive les études par RMN des saccharides est une chose
difficile: le nombre de publications apparaissant chaque année est trés important. On peut
cependant signaler les équipes de Carver ( Canada ), Montreuil ( France ) ou Vliegenthart
( Pays-Bas) comme étant celles, entre autres, les plus prolifiques.
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Comme déja signalé, cette technique et les multiples séquences qui s'y
rattachent, permettent d'effectuer a la fois le s€équengage et 1'étude conformationnelle de
l'oligosaccharide considéré. Récemment, dans sa thése, V. Bossennec [24] a décrit tous
les types de séquences, leur domaine d'application et leur limitation & l'usage des
saccharides.

L'enchainement ( et tout ce qui y est li€ ) et la conformation des unités, bien
qu'apparaissant comme deux probleémes distincts, sont le plus souvent traités conjoin-
tement. La caractérisation des protons au sein d'une méme unité et celle de protons entre
les oses donnent une idée de la conformation tridimensionnelle globale.

e Ainsi, les distances intra-résidus rendent compte de la conformation des
cycles: les distances inter-protons ( i,i+1 ) peuvent étre reliés aux angles di¢dres
inter-protons, calculés au moyen de la loi de Karplus ( liant les valeurs des
couplages aux angles diedres )[24].

¢ De méme, la liaison entre deux unités saccharidiques est caractérisée par
la proximité des protons 1 et x' de part et d'autre de la liaison glycosidique. De
plus, des couplages entre protons inter-résidus peuvent apparaitre, amenant a ce
moment, des informations plus générales concernant la conformation globale de
la molécule.

Les différentes expériences étant effectuées et les attributions étant obtenues, il
ne faut pas perdre de vue plusieurs points importants lors de I'étude conformationnelle
par RMN d'une molécule:

¢ Les valeurs des couplages mesurés par RMN rendent compte de la
conformation moyenne de 1'unité. Pour une unité flexible, ce qui est particu-
licrement le cas avec des oses, plusieurs conformations, caractérisées par des
anges inter-protons différents, participent a 1'équilibre conformationnel. En fait,
les couplages mesurés correspondent & des combinaisons des formes extrémes
[28].

* ce qui vient d'€tre signalé pour une unité seule est a fortiori vrai pour

une molécule oligosaccharidique.

* Les effets nOe, permettant d'obtenir les informations & moyenne et
longue distance, ne sont pas aisément quantifiables. L'interprétation des cartes
de type NOESY ou ROESY est essentiellement qualitative ( de plus, il faut tenir
compte du facteur d'inter-conversion entre les différentes conformations ).

Ainsi, les valeurs des couplages obtenus correspondent & une moyenne des

différentes conformations qui peuvent coexister. On se retrouve donc avec une
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distribution de différents états, n'ayant pas les mémes probabilités. A partir des différents
couplages, la structure obtenue pourra avoir une faible probabilité d'existence dans la
solution, mais c'est celle qui correspondra le mieux aux observables [28].

Pour pallier ces problémes et ceux concernant l'interprétation qualitative des
spectres nOe, les mesures de RMN s'accompagnent, depuis peu, de nombreux calculs
théoriques accédant aux conformations les plus stables et permettant une justification plus
aisées des résultats. Ces méthodes sont de type semi-empirique ( AMPAC avec MNDO,
MINDQO...), empirique ( MM3 ) ou développées pour les besoins de la cause, comme
HSEA [29,30] et ses dérivés HSEL, HSEH,HEAH [28,31] ( Cf. partie théorique de ce
chapitre ). Ces méthodes sont particulierement prisées pour 'étude des systémes
complexes comme les oligosaccharides ou les glycannes [32-37].

Cependant, il faut noter que les résultats reposent sur des hypothéses qui seront
discutées par la suite, & savoir la rigidité des cycles et celle des structures, la validité des
parametres énergétiques pris en compte... .

Récemment, les expériences de RMN et les calculs de mécanique moléculaire
s'accompagnent de simulations en dynamique moléculaire [36,38]. Ces simulations,
utilisés avec le calcul théoriques des effets nOe, devraient permettre d'envisager les
différentes conformations coexistantes. La mobilité et la flexibilité conformationnelle, les
mouvements internes de la molécule étant obtenus, l'interprétation des spectres RMN
devraient €tre plus facile. Néanmoins, 1a encore, tout repose sur la crédibilité que 1'on
accorde aux fonctions potentielles et aux paramétres utilisés ( Cf. partie théorique de ce
chapitre ).

Toutes les études RMN d'oligosaccharides ou de glycannes décrites précé-
demment ou existant dans la littérature, ont été effectuées pour des molécules
saccharidiques seules. Ainsi, les glycannes sont étudiés séparément de leur protéine et
leur conformation ainsi déterminée n'est pas forcément celle ( ou celles ) de la macro-
molécule complexe. A ce titre, la récente étude RMN de l'oligosaccharide d'une
glycoprotéine [39], la phosvitine d'ceuf de poule, a été déterminée sur la glycoprotéine
intacte. Mais, dans ce cas, la conformation en solution de l'oligosaccharide ne semble pas
affecté par I'attachement sur la protéine.

1.2.d Conclusion

Avec le développement des spectrometres 4 haut champs et les méthodes de
calculs théoriques, la RMN permet et permettra une connaissance plus approfondie des
saccharides en solution.
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1.3 ABSORPTION INFRAROUGE ET DIFFUSION RAMAN

1.3.a Introduction:

Une molécule posséde trois types d'énergies internes qui sont par ordre
décroissant les énergies électroniques ( 102 & 105 kcal/mole ), les énergies vibrationnelles
(12 10 kcal/mole ) et les énergies rotationnelles ( 10-3 2 10-! kcal/mole ).

Les énergies vibrationnelles sont trés intéressantes car, comme leur nom
l'indique, elles mettent en jeu les vibrations de la molécule. En effet, a toute température y
compris au zéro absolu, toute molécule exécute continuellement des mouvements
vibrationnels mettant en jeu les coordonnées internes de la molécule. Ces mouvements
correspondent a ce que l'on appelle les modes normaux de vibration. Ce peut étre
des modes de vibration interne et de vibration d'ensemble ( basses fréquences ) de la
molécule [40]. Si la structure tridimensionnelle d'une molécule est importante pour
appréhender sa fonction, ses modes propres de vibration sont étroitement liés et
fondamentaux pour comprendre son mécanisme d'action. De plus, trés souvent, de
nombreuses vibrations sont sensibles aux changements conformationnels apportant ainsi
des informations supplémentaires sur la structure de la molécule.

Pour accéder expérimentalement a3 ces modes normaux de vibration, les
spectroscopies d'absorption Infrarouge et de diffusion Raman sont les méthodes
de choix. Avec le développement et l'apparition d'appareils plus performants comme les
détecteurs multicanaux, les lasers ou les spectrometres a transformée de Fourier (FT-IR,
FT-RAMAN), ces deux techniques connaissent un regain d'intérét.

Etant 2 la base méme des calculs de dynamique harmonique développés par la
suite de ce travail, une large part sur les saccharides sera développé.

L.3.b_Principe

Bien que le traitement du phénomene reléve de la mécanique quantique, une
description classique, si 1'on ne cherche pas a accéder aux intensités de vibration, est
satisfaisante et permet de comprendre 1'intérét de ces techniques.

Lorsque l'on envoie sur une molécule une radiation monochromatique, celle-ci
diffuse dans toutes les directions de l'espace. Le champ électrique oscillant E, de
fréquence Vv, induit un moment dipolaire M défini par:

M=oE
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ol « est le tenseur de polarisabilité. Si 'on considere les éléments Qp, de la matrice des
coordonnées normales de vibration de fréquence vy, les €léments du tenseur de polari-
sabilit¢ se mettent sous la forme d'un développement limité autour de la position
d'équilibre:

2

oo 1 o
a=(l0+z —_— + 7 z —— Q Q N ST
m OQ mom' meme'
[+] [+]

m

Le moment dipolaire résulant s'écrit donc:

1 oo
M = o E, sin2nv0t + —2—5'.0% Q, S—— { cosZn(vo-vm)t + cos21c(vo+vm)t }+ ...

m/g

On mesure les fréquences vibrationnelles. La diffusion Stokes ( valeur absolue
de la différence entre la fréquence incidente et la fréquence Raman ) est la plus intense (
liée 2 la statistique de population des niveaux d'énergie de vibration ) et sera utilisée pour
obtenir le spectre Raman de vibration.

De son c6té, la spectrométrie infrarouge permet d'exprimer les variations
périodiques du moment dipolaire de la molécule considérée par rapport a ses coordonnées
normales.

Une fois les fréquences vibrationnelles déterminées, il est possible de remonter
aux forces mises en jeu dans le syste¢me ( si la résolution de 1'équation séculaire est
effectuée ). Celd s'effectue sur une analyse des modes normaux de vibration
(détermination d'une base de parameétres ), méthode qui sera explicitée a la fin de la partie
théorique. Un accord entre fréquences observées et fréquences calculées est une condition
nécessaire mais non suffisante pour discriminer une base de paramétres par rapport a une
autre. Ceci peut étre effectué par calculs des intensités des bandes obtenues en absorption
infrarouge et en diffusion Raman de résonance [41-44].

L.3.c_Spectroscopie vibrationnelle des saccharides

s s e s, 2

ractéristi rale

Le nombre des travaux de spectroscopie vibrationnelle effectués sur les
saccharides est trés important et en donner ici une liste compléte est impossible. On peut
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cependant signaler les articles de Perlin - Casu [45] et de Mathlouthi - Koenig [46] qui
font une revue conséquente de ces deux techniques et celui de Tipson - Parker qui traite
principalement de la spectroscopie infrarouge [47].

On sait que les spectroscopies vibrationnelles sont sensibles aux changements
conformationnels, ce qui est particulierement intéressant dans 1'étude des sucres [48-54]
pour caractériser les différentes formes de cycle ou d'anomérie. Les spectres peuvent €tre
obtenus dans les différents états de la matiére, mais il ne faut pas oublier que la qualité
des spectres dépend de la pureté des échantillons. De nombreuses études ont été faites en
solution [45-46 et références incluses], mais pour 1'étude des saccharides cet état de la
mati¢re, méme s'il est plus proche de la réalité biologique, présente quelques
inconvénients. Dans la spectroscopie infrarouge, 1'un de ces inconvénients vient de
l'intense absorption de 1'eau qui se produit dans les régions intéressantes du spectre.
Mais, dans les deux méthodes, le probléme majeur provient du mélange des formes en
solution, formes anoméﬁques conjuguées aux formes cycliques et acycliques ( Cf.
phénomeéne de mutarotation, Chap. I ). Ainsi, s'il est bien connu que seul le B-D-
fructopyranose se produit a I'état cristallin ( les structures rayons-X et neutrons ont été
résolues [55,56] ), lorsqu'il est dissous en solution un équilibre entre les formes
isomeres suivantes se produit [57]: B-D-fructopyranose , a-D-fructopyranose , B-D-
fructofuranose , a-D-fructofuranose et la forme acyclique. On obtient alors un spectre

contenant I'ensemble des raies caractérisant chaque forme en présence.

En effet, les bandes de vibration étant sensibles aux formes présentes, les
fréquences mises en jeu par le cycle furanose sont trouvées dans des régions beaucoup
plus hautes que celles du cycle pyranose [58]. Les proportions des différents isoméres
peuvent €tre aussi déterminées par rapport des intensités des bandes caractéristiques de
chaque type: ces proportions rejoignent celles de la littérature.

Bien siir I'étude de la "région anomérique” [59] permettant la différenciation
entre forme ¢ et forme P, a été largement étudiée [48-54]. L'étude en solution montre la
présence des bandes caratéristiques de chaque forme [60,61] et les travaux théoriques de
Vasko d'analyse de modes normaux [21-23] permettront les premiers une attribution des
différentes fréquences observées dans les spectres Raman et Infrarouge ( en solution et &
1'état cristallin pour les deux molécules et certains de leurs isotopes ).

On peut aussi évoquer les études en solution sur le comportement des liaisons
hydrogénes, suivant la concentration [58,63-64] et suivant la "douceur" de l'ose
considéré [65].
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Si l'enregistrement des spectres vibrationnels dans le domaine spectral classique
(200 - 4000 cm-1 ) est riche en informations structurales et relativement aisé 3 obtenir,
une connaissance des zones dites de "basses fréquences” est elle aussi importante. Son
enregistrement est cependant beaucoup plus difficile. Le nombre de publications
concernant ce domaine est beaucoup plus restreint {66-72]. Pourtant, certains caractéres
spécifiques existent dans ce domaine ou prédominent les interactions intermoléculaires.
Ainsi, les spectres des deux formes du glucose [71-72], bien que cristallisant dans le
méme systéme, présentent des différences importantes. Lorsque de telles différences
existent dans les zones spectrales plus élevées ( 200 - 1600 cm-1) les différences sont
attribuées a des changements conformationnels de la molécule. Dans ce cas, les
interactions intermoléculaires sont les plus fortes et il apparait que l'enregistrement est
spécifique de la forme cristallisée étudiée. Cependant, des couplages avec les vibrations
intramoléculaires existent et sont importants. Par comparaison des spectres basses
fréquences de monosaccharides et de disaccharides mettant en jeu ces monosaccharides,
Hineno et Yoshinaga proposent d'attribuer les nouvelles fréquences de vibration a des
couplages inter-cycles [66-69].

Pour expliquer les bandes de vibration de tous les domaines spectraux, une
analyse des modes normaux de vibration s'avére indispensable. Plusieurs études ont été
effectuées, avec différents types de champs de forces, sur les anoméres du glucose
[61,62,70,73-78], du galactose et sur le mannose [75] et quelques unes sur des disac-
charides comme le maltose et le cellobiose [76,77]. Dans ces calculs, on peut remarquer
que les modes de vibration sont hautement couplés dans toutes les régions du spectre.

- 3700 - 2800 cm-1: Cette région concerne les vibrations des élon-
gations O—H et C—H. La position et la forme des bandes des élongations O—H permet
de définir si les liaisons sont mises en jeu dans un processus de liaisons hydrogénes ou
non [65,79-81]. La région 2800 - 2900 ¢cm-! concerne les élongations C—H.
Récemment, des études [82,83] sur le glucose et cinq dérivés deutérés sélectivement, ont
permis de différencier les contributions des C—H et d'obtenir pour ces liaisons des
constantes de force spécifiques de la position, de la conformation du cycle et de l'angle de
torsion HCOH (DCOH).
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- 1500 - 1200 cm-1 ; Cette zone possédant de nombreuses bandes, fait
intervénir des mouvements treés couplés [61,62,70,73-78] mettant en jeu les déformations
du groupement -CHjz-, les déformations angulaires de type CCH et HCO, et bien siir
celles des groupements COH intervenant ou non dans le réseau de liaisons hydrogénes.
Sur la base d'analyse de coordonnées normales et de deutérations, certaines bandes ont
pu étre attribuées des mouvements particuliers ( par exemple, la fréquence 1460 cm-1 du
glucose correspond au mouvement de cisaillement du groupement -CHj- ).

- 1200 - 950 cm~1 ; Cette région elle aussi trés couplée fait intervenir
principalement les déformations d'€longations C—C et C—O, qu'elles soient endo- ou
exo-cycliques. Des contributions des déformations angulaires de type XCH ( avec X=C
ou Q) viennent 12 aussi s'ajouter et rendent difficile les calculs de modes normaux. Cette
zone bien que fort peu décrite, permet de caractériser , par exemple, la bande 3 1155 cm-!
du glucose o comme étant celle de la déformation compléte du cycle de pyrannosidique
[73].

- 950 - 750 cm’1 : C'est la région dite anomérique ou empreinte,
caractérise la configuration rencontrée, aussi bien dans les monosaccharides que dans les
polysaccharides. Sujette & de nombreuses études [48-54,61,62,70,73-81], elle présente
peu de bandes, variables et soumisest la configuration considérée [46,73,84,85] ( par
exemple la bande a 840 cm! du glucose o "glisse” 2 902 cm-1 dans la forme P ).
Cependant, comme dans les autres parties du spectre, les couplages et par conséquent les
interférences et les recouvrements avec les modes de vibration ( les élongations C—O et
C—C ou les déformations angulaires ) peuvent rendre hasardeuse leur attribution [46]. Il
semblerait que les zones spectrales 820-855 cm-1, 860-885 cm! et 885-920 cm-! soient
représentatives respectivement des orientations ea, ae et aa ol a et e correspondent 3
l'orientation axiale et équatoriale du groupement -C—H. Cette région pourrait étre aussi
spécifique de la forme du cycle ( pyranose ou furanose ) [86,87], mais actuellement
aucune analyse vibrationnelle ne permet de confirmer cette hypothése.

-700 - 200 cm : Cette région comme les précédentes présente des
modes hautement couplés. Ce sont des vibrations correspondant aux déformations du
squelette endo- et exo-cyclique CCC, CCO, COC et OCO et aux torsions Tc.o €t Tc-c elles
aussi endo- ou exo- cycliques [62,70,72,73]. Ce domaine est sensible & la structure
comme par exemple l'orientation d'un cycle vis a vis de l'autre dans le cas de disac-
charides (Cf. Chap. V ). La zone 700-500 cm-1 semble caratéristique de la forme
amorphe ou cristalline étudiée et a, par conséquent, été baptisée région cristalline [59].
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- en dessous de 200 cm-1 : Enregistrée pour la plupart sur des
échantillons solides, cette zone de basses fréquerices correspond principalement aux
interactions intermoléculaires, qui sont cependant couplées & des modes intramoléculaires
comme, par exemple, les torsions. Elles sont caratéristiques de la forme cristallisée [71-
72] et certaines fréquences ont été interprétées comme des interactions entre cycles [66-
69]. Actuellement, seul le calcul de Huvenne et col. [72] sur les deux formes du glucose

a été effectué dans le cristal, tenant compte de cette zone de basses fréquences.

Pour les polysaccharides, quelque soit leur nature, les spectroscopies vibra-
tionnelles infrarouge et Raman sont aussi trés intéressantes car elles permettent de les
caractériser [45,88-90]. A ma connaissance, seules les analyses en coordonnées normales
de la cellulose [91] et I'amylose V [92] ont été réalisées pour des polysaccharides par
Koenig et col..

1.3.d Conclusion

La spectroscopie vibrationnelle est trés riche en informations structurales: dans le
cas des saccharides, le caractére anomérique, la forme du cycle considéré ( pyranose ou
furanose ) .... peuvent étre caractérisés par ces méthodes. Toutefois, 1'étude en solution
qui serait la plus proche des conditions biologiques, présente le désavantage de fournir
des résultats mixtes et ne permet pas aussi facilement d'attribuer des bandes de
vibrations. Une étude en milieu cristallin, conjuguée avec une analyse des modes
normaux de vibration dans le cristal, devraient permettre d'obtenir des paramétres de la
fonction énergie potentielle fiables pour les saccharides ( Cf. partie théorique ).

1.4 AUTRES METHODES

D'autres méthodes expérimentales peuvent étre utilisées pour obtenir des
informations structurales et dynamiques. Ce sont, par exemple, la dépolarisation de
fluorescence, la résonance paramagnétique €lectronique ( RPE ), la diffusion inélastique
incohérente des neutrons, la spectoscopie Mossbauer, la spectrométrie de masse...
Cependant, ces méthodes n'étant soit pas utilisées pour les saccharides, soit n'apportant
pas de données conformationnelles précises, ne seront pas développées ici.
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11. LES METHODES THEOR1IQUES

INTRODUCTION

Les méthodes théoriques sont elles aussi des moyens d'exploration de la
structure et de la dynamique des molécules biologiques. La diversité des calculs mis en
jeu, les nombreux modeles théoriques existant etc..., sont a l'origine des progrés impor-
tants de prédiction structurale des macromolécules biologiques.

Une molécule est un ensemble d'atomes qui, selon leur nature, leur position et
leur hybridation ( nature des liaisons ), engendrent une structure dans l'espace. Ces
atomes sont eux mémes constitués de noyaux et d'électrons. Pour chaque configuration
considérée il est alors possible d'attribuer I'énergie moléculaire. C'est I'évaluation de
ce terme d'énergie qui entraine toutes les conséquences géométriques de faisabilité du
systeme €tudié. Une structure est dite stable lorsqu'elle posséde 1'énergie la plus basse.

3

La détermination de I'énergie de la molécule peut se faire selon plusieurs types
de calculs:

e théoriquement, le traitement en mécanique quantique ab initio est la
méthode la plus directe d'obtention: I'énergie totale du systéme est la solution exacte de
'équation de Schrodinger non relativiste

HY =EY¥

Cependant, nous verrons que cette méthodologie est "lourde”, inappropriée aux
systeémes complexes macromoléculaires rencontrés en biologie ( la résolution exacte de
I'équation de Schrédinger n'est connue que pour les atomes hydrogénoides! ) et qu'elle
est tres coliteuse en temps de calcul. Néanmoins, avec des approximations et des hypo-
theéses simplificatrices il est possible d'envisager, par exemple avec des méthodes de
champs auto-cohérents, de tels calculs ab initio sur des petites molécules ( d'une
vingtaine 2 une trentaine d'atomes lourds ) pouvant servir de systtmes de référence ( dans
le cadre de ce travail des monosaccharides ).
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¢ Contrairement aux calculs ab initio qui n'utilisent aucune donnée expéri-
mentale autre que les constantes fondamentales mises en jeu, les méthodes dites semi-
empiriques emploient des données expérimentales connues, pour lesquelles les
parametres utilisés ont ét€ ajustés. Ces méthodes sont un compromis entre les calculs ab
initio et les calculs empiriques. Il en existe de nombreux types qui ont tous un objectif
identique, celui de réduire le nombre des intégrales & calculer du systéme et en particulier,
celui des intégrales bi€lectroniques. Avec les moyens de calculs actuels des systémes
d'une cinquantaine 2 une centaine d'atomes sont envisageables.

e Enfin, 'énergie moléculaire peut-étre déterminée par les méthodes empi-
riques. La limitation des deux méthodologies précédentes provient du nombre d'atomes
considérés. En biochimie la taille des systémes macromoléculaires étudiés est de plusieurs
centaines, voire plusieurs milliers d'atomes. De nouvelles méthodologies doivent donc
étre employées qui ont toutes comme caractéristique principale de ne plus traiter explici-
tement les €électrons, mais de s'intéresser aux comportements des noyaux dans le champ
moyen créé par les électrons.

Différentes formes analytiques de la fonction énergie potentielle existent et sont
utilisés dans les méthodes de mécanique moléculaire et de dynamique moléculaire. A
I'origine la mécanique moléculaire incluaient le comportement statique, la cinétique et la
dynamique de la molécule, il semblerait qu'actuellement sous le développement intense de
la dynamique moléculaire il y ait dissociation et que ce terme de mécanique moléculaire
ne corresponde plus qu'au comportement statique de la molécule [93]. La minimisation
d'énergie obtenue dans ce cas ne renseigne que sur I'encombrement structural de la
molécule: ce que I'on appelle le minimum local est alors déterminé. 11 dépend fortement
de la structure initiale et en est bien souvent fort peu éloigné. Il ne représente donc pas

forcément la conformation stable de la molécule.

Le minimum, correspondant cette conformation la plus stable, peut-étre atteint a
l'aide de la dynamique moléculaire. Dans cette méthodologie, on simule dans le temps les
mouvements internes de la molécule a partir d'une fonction potentielle empirique et on
engendre ainsi un ensemble de conformations possibles. Le minimum global de la
molécule peut-étre alors obtenu.

Cependant, il existe plusieurs inconvénients & cette méthode: les résultats de la
dynamique moléculaire dépendent énormément du modele de la fonction énergie poten-
tielle, des conditions envisagées et des paramétres utilisés. Si, en général, la fonction
énergie potentielle permet de refléter un grand nombre de propriétés moléculaires
( géométrie, propriétés 'macroscopiques’ telle que la chaleur de formation... ), les
parametres de la littérature ne sont pas adaptés a la reproduction des modes de vibration.
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Or, si la conformation d'une macromolécule conditionne sa spécificité, ses modes de
vibrations internes sont fondamentaux pour comprendre son mode d'action.

Apres avoir développé les méthodes de mécanique quantique et semi-empi-
riques, les méthodes erhpiriques de mécanique moléculaire et de dynamique moléculaire
seront décrites. La dynamique harmonique et le formalisme du calcul des modes normaux
de vibration, utilisés par la suite dans ce travail, seront explicités. Pour chaque méthode
théorique, les principales applications de la chimie des saccharides seront envisagées.

II.1 LES METHODES QUANTIQUES Ab Initio

II.1.a Introduction

En principe, toutes les données conformationnelles statiques et dynamiques
peuvent €tre obtenues par un traitement quantique. La résolution exacte de 1'équation de
Schrodinger permet d'accéder a 1'énergie du systéme. Sans entrer dans le détail du
formalisme lié au traitement quantique d'une molécule, les principales notions et
approximations vont étre abordées dans ce paragraphe.

II.1.b_Fondements

II.1.b.cc Equation de Schridinger
Lorsque I'on considére un systéme ( une molécule par exemple ) de N particules
de masses mj...m;...my n'évoluant p'as dans le temps, l'opérateur associé a I'énergie est
T'opérateur Hamiltonien:

H= X H2/2mi Aj+ V(I IN)
i=LN

ol le premier et le second termes correspondent respectivement au terme d'énergie
cinétique et au terme d'énergie potentielle.

L'équation de conservation de I'énergie du systéme considéré s'écrit, dans son
état d'énergie stationnaire E:

AY +2m/i2 (E-V) ¥ =0,
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soit en tenant compte de la forme de I'opérateur hamiltonien
HY=EVY

ce qui correspond 2 la forme de 1'équation de Schrédinger de premiére espéce ( la
différenciant de la forme plus générale tenant compte de 'évolution du systéme dans le
temps ). Cette équation est typique d'une équation aux valeurs propres: les fonctions ¥

étant les fonctions propres de I'opérateur H et I'énergie E étant la valeur propre associée.

Tout le probléme consiste alors & déterminer les solutions de cette équation, c'est
a dire obtenir des fonctions normables. Cette condition impose une contrainte 3 l'énergie
qui ne peut prendre que des valeurs bien précises, régies par:

Ep=-cste . 1/n2 n=123..

Clest la quantification: de 1'énergie

Avant de s'intéresser aux fonctions propres, 'approximation la plus couram-
ment utilisée dans les calculs quantiques, va étre abordée: il s'agit de I'approximation de
Born-Oppenheimer.

IL.1.b.B Approximation de Born- enheimer

Lorsque l'on s'intéresse & une molécule, l'opérateur hamiltonien est plus
complexe que celui explicité précédemment. Il comprend un terme d'énergie cinétique
nucléaire, un terme d'énergie cinétique €lectronique, trois termes d'énergie potentielle
correspondant 2 l'attraction des €lectrons par les noyaux, I'interaction des électrons entre
eux etla répulsibh des noyaux entre eux.

Considérant le fait que les masses des noyaux sont plus grandes devant celles
des électrons (my = 1836 me), I'approximation de Born-Oppenheimer permet d'étudier le
comportement des électrons en supposant que les noyaux occupent des positions fixes
dans l'espace. Ceci simplifie I'hamiltonien par la suppression du terme d'énergie
cinétique nucléaire. Les coordonnées nucléaires jouent alors le rdle de paramétres dans
I'expression de ¥ et dans celle de la valeur propre correspondante. La fonction d'onde
totale peut s'écrire alors sous forme du produit entre la fonction propre nucléaire et la
fonction propre €lectronique.
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1.1.b.y Noti e spinorbitale et princi Pauli

Ayant considéré cette approximation, fondamentale dans un traitement
quantique, il est nécessaire d'aborder une notion tout aussi importante: le spin. Cette
notion n'a pas d'équivalent en mécanique classique: elle traduit la rotation propre de
I'électron autour de son axe et permet ainsi de décrire complétement son mouvement.
Dans le cas général, il y a interaction entre le mouvement de I'électron et son spin, mais
ce couplage est en pratique négligé.

11 est alors possible de mettre la fonction propre totale sous la forme du produit
entre la fonction propre monoélectronique, appelée Orbitale Atomique (OA), et la
fonction de spin ( caractérisée sur la base de deux fonctions o et B ). Ceci constitue une
spinorbitale. Pour un atome hydrogénoide, la fonction propre se met en coordonnées
polaires, du produit entre une fonction radiale et une partie angulaire ( harmonique
sphérique ):

Pnim =Rp,1 (0) . YI™ (O, 1)

ou les nombres entiers n, 1 et m sont respectivement les nombres quantiques principal,

azimutal et magnétique.

En raison du principe d'indiscernabilité des électrons, il est impossible de
trouver deux €lectrons possédant les mémes caractéristiques dans une méme spinorbitale,
ou plus généralement une fonction d'onde multiélectronique doit changer de signe lors de
la permutation des coordonnées de deux €lectrons quelconques: c'est le principe de Pauli.
Ce principe est fondamental dans des cas plus complexes, comme par exemple celui de
"l'organisation" de molécules.

IL.1.b.6 Orbitales Moléculaires et déterminant de Slater

Une molécule étant constituée de plusieurs atomes, le probléme précédent va étre
accru et entre autre, a la notion d'Orbitale Atomique, va se soustraire la notion d'Orbitale
Moléculaire (OM).

Les OM traduisent les fonctions d'onde de la molécule et s'obtiennent comme
€tant une combinaison linéaire d'OA, obtenue par les déterminants de Slater. Ceux-ci
proviennent de l'approximation orbitale et du principe de Pauli. Ils se construisent
comme des produits anti-symétrique de spinorbitales ;,

Xi=0i Mi
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oil @j sont les fonctions monoélectroniques et Ny les fonctions de spin se développant sur
la base des fonctions orthogonales ¢; et B;.

La fonction d'onde se met alors sous la forme d'un déteminant, appelé
déterminant de Slater, de la forme suivante:

xa(l)xb(l) .......... xp(l)
y . x() ................ X(l)
= — Diveeer veveenn e
v n! : P
xa(n) ............... xp(n)

Il est a noter que dans la plupart des calculs de chimie, de fagon a simplifier les
calculs, on peut utiliser les orbitales de Slater. Elles se construisent comme les fonctions
hydrogénoides mais différent par la forme de la partie radiale, plus simple et qui permettra
de nouvelles approximations lors de I'évaluation des intégrales dites biélectroniques.
Cette partie radiale est de 1a forme:

R, () =N -l elr

et ne dépend plus du nombre quantique azimutal 1. Cette approximation représente
correctement le comportement de I'électron dans les régions les plus concemnées par la
liaison chimique.

11 est possible de déterminer les fonctions d'ondes moléculaires par d'autres
méthodes que nous allons aborder maintenant.

IL.1. ombinaison Linéaire d'Orbitales Atomiqu

Dans les méthodes dites CLOA, Combinaison Linéaire d'Orbitale Atomique, ou
dans l'abréviation anglo-saxone LCAQ ( Linear Combination of Atomic Orbitals ), les
OM ¥; sont des combinaisons d'OA @y centrées sur les différents noyaux:

Xi= )Y Cui Pu ou les coefficients cyj sont spécifiques de I'OA mise en

jeu.
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L'énergie du systéme est évaluée a partir de I'hamiltonien moléculaire
précédemment cité, ou l'on a vu que seule la partie hamiltonien €lectronique était prise en
compte. Ainsi, par méthode variationnelle et sous la condition de normation des fonctions
d'onde, les équations permettant la détermination des coefficients cyj engendrent le

systéme suivant:

ZCui(Huv-Elsuv)=0

o Hyy = J,xu* H xy dv  est l'intégrale coulombienne si L = v et l'intégrale

d'échange siu#v
et Spyv = J Xu* Xp dv  estl'intégrale de recouvrement.

Ce systéme admet des solutions non triviales, les énergies, si le déterminant est
nul ( déterminant séculaire )

IHp.V'EiSl.lV |=0

L'évaluation des intégrales précédentes et la résolution du déterminant séculaire
nécessitent bien souvent, suivant la taille des molécules, des approximations plus ou
moins importantes.

II.1.d_Approximations

Dans les calculs quantiques a proprement parlé, les approximations les plus
courantes sont celles de Hiickel et du Champ Auto-cohérent ( SCF 'Self Consistent
Field' ), que nous allons aborder.

I1.1.d.o¢ Approximations de Hiickel e Hiickel généralisé

¢ La premiere des deux méthodes ne considére que les OM i électrons =, les

intégrales de recouvrement sont négligées, les intégrales H,y sont traitées comme
comme des paramétres caractéristiques de I'atome porteur de l'orbitale @y et les intégrales

Hy,v comme des paramétres caractéristiques de la liaison entre les deux atomes portant
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respectivement l'orbitale @y et l'orbitale ¢y,. Lorsque ces deux atomes ne sont pas liés,

elles sont nulles.

¢ Dans la seconde méthode les OM sont développées sur une base d'OA de
Slater limitée a la couche de valence, les intégrales de recouvrement sont négligées dans la
résolution des équations séculaires, les intégrales Hyy sont évaluées comme étant au
signe prés le potentiel d'ionisation, c'est A dire I'énergie qu'il faut fournir au systéme
pour arracher de I'atome un €lectron, enfin les intégrales Hy,y sont données par la formule
d'approximation de Wolfsberg-Helmholtz

Hyv =1/2K Spy (Hpy +Hyy ) avecK =1,75.

Cette méthode n'étant pas des plus usitées dans la chimie des saccharides, ne
sera pas plus développée.

.14 Auto- Srent

Une molécule étant un ensemble de N atomes ayant au total n électrons, la
complexité des calculs s'accroit et les termes d'interaction mutuelle entre particules ne
peuvent plus &tre forcément considérés comme négligeables. Ainsi, dans les méthodes
précédentes la fonction d'onde obtenue décrivait le mouvement de I'électron dans le
champ central du noyau indépendemment des autres électrons. Dans la méthode SCF ce
n'est plus le cas.

En considérant que I'hamiltonien H du systéme s'écrive comme étant la somme
de I'hamiltonien de cceur HC et des termes diis aux interactions mutuelles ( pouvant
correspondre 2 un potentiel effectif ), I'énergie du systéme a pour expression:

E =2, <y(1) | He(1) 1 xx(1) >+ 2y 2o [<Xk(1) 1@ | 1/r12 L) ) > —

<D 0@ | 1/r12 L@ 2y > |

Si on choisit une OM pour un des n électrons, on définit un potentiel rendant
compte des interactions mutuelles avec les n-1 autres électrons qui se trouvent selon une
certaine distribution de charges. Ceci revient a considérer un hamiltonien appelé
hamiltonien de Hartree-Fock ¥ qui est la somme de I'hamiltonien de cceur relatif 2 un
électron, de I'hamiltonien du terme coulombien et de celui d'échange appliqué A une
spinorbitale autre 1. On obtient ainsi les équations de Hartree-Fock:

Foax =exxx
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qui sont récursives, d'ott le nom de méthode du champ "self-consistant”. Elles défi-
nissent la fonction d'onde multiélectronique du systéme précédent.

Si I'on applique cette méthode & la méthode LCAO ( LCAO-SCF ) on aboutit 2
un systéme séculaire équivalent a celui précédemment sité et qui définit les équations de
Roothan:

2, cni [ Py - € Snu ] =0

Elles peuvent se résoudre de fagon équivalente.

II.1.e Les méthodes de calcul ab initio

Les fondements du probléme multidimensionnel étant exposés, les calculs
quantiques d'évaluation de 1'énergie et de recherche de la fonction d'onde corres-
pondante, peuvent €tre abordés.

De nouvelles approximations doivent néanmoins étre envisagées: elles
permettent de calculer les éléments des matrices, correspondants aux intégrales coulom-
biennes et d'échange notées (Al | vi1 ) et utilisant pour le calcul des OM différentes bases

caratérisées par le nombre de fonctions gaussiennes décrivant une OA.

II.1.e.x Nombre et nature intégrale. Iculer
Si on considére un systéme moléculaire avec x OA les intégrales a calculer sont:

- celles provenant de 'hamiltonien de coeur HE et qui sont au nombre de
p=12% (x+1)
Elles se calculent facilement avec des orbitales de Slater.

- celles provenant de l'expression de 1'énergie de répulsion des électrons entre
eux ( Ap | vn ), correspondant aux termes coulombien et d'échange, qui se dénombrent
de la fagon suivante:

p=12x (x+1)
couples d'orbitales @, @y et par conséquent pour les différentes combinaisons du type
(Aelvn):

n=172p (p+1)
ce qui fait que le nombre d'intégrales 2 calculer croit comme la puissance de 4 du nombre
d'OA.
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De plus, l'utilisation d'orbitales de la forme d'orbitales de Slater ameéne un
probléme d'ordre mathématique supplémentaire: la partie exponentielle e-(r est diffici-
lement calculable pour un probléme multicentrique ( les 4 intégrales qui participent au
terme ( AL | vi} ) peuvent étre centrées sur 4 atomes différents ) et rend la transformation

en termes 3 un ou deux centres souvent impossible.

1 Différente alc

Pour pallier ce probleéme, la partie e-4f peut étre décomposée sur une base de
fonctions gaussiennes exp(-our? ), plus faciles & calculer et qui sont telles que le produit

de deux gaussiennes centrées en deux points différents est équivalent & une gaussienne
unique. On est alors ramené a 1'évaluation d'intégrales monocentriques.

Les résultats obtenus dépendent évidemment de la complexité de la base choisie
et bien siir, plus une base est compliquée plus le temps de calcul s'allonge.

e Base STO-3G: sur cette base chaque orbitale de Slater (STO) est

développée en utilisant 3 gaussiennes (3G), STO-3G. C'est une des bases les plus
simples présentant un précision moyenne. Cependant, sur des systémes moléculaires
complexes elle est déja performante pour obtenir la structure optimisée et les charges
résiduelles ( Cf. Chap.IV sur les deux formes anomériques du glucose ).

¢ Bases contractées: pour chaque état monoélectronique ce n'est plus une
gaussienne mais une combinaison\de deux ou trois gaussiennes qui est utilisée, prenant
alors le nom de contractions. Ainsi sur une base 3-21G chaque OA est développée sur
un ensemble de trois gaussiennes. Les orbitales de valence utilisent une contraction de
deux gaussiennes pour la fonction correspondant au plus grand { de l'orbitale de Slater et

la derniére gaussienne est utilisée pour la fonction externe.

La précision des calculs provient du perfectionnement des bases utilisées. Le
- nombre de ces bases est important correspondant aux différentes combinaisons qui
peuvent étre utilisées. Parmi les plus performantes, on peut citer 4-31G et 6-31G et si
l'on tient compte des orbitales de polarisation 6-31G* ou par exemple 6-31G**.

IL.1.f Application des calculs ab initio aux saccharides

Comme nous venons de le voir, les calculs quantiques ab initio sont "lourds"
d'utilisation et demandeurs de ressources informatiques. Ceci explique sans doute
pourquoi il n'existe que fort peu de tels calculs appliqués aux saccharides.
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Les principaux calculs dans des bases sophistiquées ont été développés sur des
molécules modeles de monosaccharides [102-109], caractérisant principalement le
groupement hémiacétal. Ainsi, dans la base 4-31G le méthanediol [102], le méthoxy-
méthanol [103], le diméthoxyméthane [104], le diméthoxyéthane [105] et aussi, par
exemple, le 2-méthoxytétrahydropyranne [106] ont été effectués, permettant d'obtenir des
informations sur le comportement anomérique et exo-anomérique des molécules [107 et
références incluses]. De plus, il faut insister sur le fait que ces calculs, développés sur
des bases de précision correcte, ont été effectués sur des molécules presque toutes
linéaires. Bien que celles-ci soient caractéristiques du groupement hémiacétal, elles ne
traduisent pas le caractére cyclique des oses. Néanmoins, ces résultats servent de données

de base dans de nombreux calculs semi-empiriques et empiriques.

Pour ce qui est des saccharides a proprement parlé [109-113], les méthodes
utilisées sont principalement de type SCF-MO et LCAO-MO le plus souvent & un niveau
STO-3G. Le glucose [109,112], le fructose [111,112] ont été les molécules les plus
étudiées. Peu d'autres études ont actuellement été réalisées.

II.1.g Conclusion [94-101]

Dans l'absolu la mécanique quantique peut prétendre étre la méthode qui
renseigne le mieux sur I'état d'un systeme moléculaire. Cependant, la complexité des
calculs entraine un nombre considérable d'approximations et de simplifications qui
amenent des résultats dont la précision et la fiabilité peuvent étre discutables. L'autre limi-
tation vient du nombre de calculs a effectuer et en particulier, le nombre d'intégrales
bi€lectroniques a déterminer. Ce probléme se traduit matériellement par des temps de
machine trés importants et des capacités de stockage en conséquence. Toutes ces
ressources informatiques limitent la méthode a des sytémes moléculaires de petite taille.
Toutefois, l'apparition de supercalculateurs de plus en plus puissants devraient permettre
I'application de ces méthodes quantiques, & des niveaux suffisants, a des systémes

moléculaires de la taille des monosaccharides.
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I1.2 LES METHODES SEMI-EMPIRIQUES

I1.2a Introduction

Toutes les méthodes semi-empiriques ont pour objectif commun de réduire de
fagon considérable le nombre des intégrales a calculer, en particulier celui des intégrales
biélectroniques. Ceci étant, elles permettent de considérer des molécules de taille plus
importante et leur traitement, & mi-chemin entre le calcul ab initio pur et I'empirique,
donne le plus souvent des résultats satisfaisants.

I.2.b Approximations
Toutes les méthodes reposent sur la série d'approximations [97] suivantes:

e La base d'OA utilisée est constituée par les orbitales de Slater de la
couche de valence.

e Les intégrales de recouvrement sont négligées dans la résolution des
équations SCF.

e Les intégrales multiples, ainsi que certaines biélectroniques ( selon la
méthode choisie ), sont négligées.

» Certains termes sont déduits & partir de données expérimentales (spectres

électroniques par exemple ).

Il existe de nombreuses méthodes semi-empiriques et seules les principales,
utilisées dans la chimie des saccharides, seront envisagées.

I1.2.c_Modgles semi-empiriques et applications aux saccharides

I1.2.c.o Méthode PCILO ( Pertubativ nfiguration Interacti
Localised QOrbitals ) [114-116]

Dans cette méthode d'interactions de configurations ( dans lesquelles
I'approximation de la fonction d'onde totale est obtenue par combinaison de la confi-
guration de I'état fondamental et des états excités ), une méthode de perturbations est
appliquée de fagon 2 limiter le nombre des éléments de la matrice des configurations.
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Cette limitation est bien souvent arbitraire et peut entrainer des inconvénients, diminuant

ainsi sa fiabilité.

La méthode PCILO est stirement actuellement la méthode semi-empirique qui a
été la plus utilisée a I'étude des saccharides [107,117-124]. Elle I'a été pour des petites
molécules, modeles de monosaccharides [107], pour des monosaccharides [118,119]
mais aussi beaucoup pour des disaccharides comme, entre autre, le maltose
[117,120,124], le cellobiose [117,121,124], le di-N-acétyl glucosamine [119] ou le
mannobiose [123]. C'est en fait la premiére méthode semi-empirique qui ait été utilisée
pour étudier les entités de base des oligosaccharides ( unités disaccharidiques d' environ
45 atomes ). Sur les études récentes [121-124], elle est le plus souvent couplée avec
d'autres types de calcul.

H2cB Méth NDDOQO ( Negle Diatomic Differenti verl
méthode MNDO ( Modified Neglect Differentail Overlap).

Dans la méthode NDDO [125], toutes les intégrales intervenant dans le recou-
vrement différentiel de deux orbitales sont négligées (Spy = 1y o1 8 est le symbole de
Kronecker). Cette méthode a ét€ modifiée par DEWAR pour donner naissance a la
méthode MNDO [126]. Dans ce cas, le recouvrement différentiel monoatomique n'est
retenu que pour les intégrales monocentriques [Cf. 97,126]. Cette méthode fournit
correctement les grandeurs comme 1'énergie de formation, les géométries moléculaires,

les moments dipolaires... .

Elle a été utilisée pour quelques calculs de saccharides comme, par exemple, la
N-acétyl-glucosamine [127] ou les formes anoméres du galactose [128]. Cette approxi-
mation sera utilisée dans le chapitre IV, relatif aux deux anomeres du glucose, pour
lesquels les géométries ont été optimisées et les charges déterminées.

2 Méthode AMI ( Austin Model

Cette méthode AM1 [129] utilise la méthodologie des méthodes CNDO et
MNDO, précédemment décrites. Mais en plus, elle permet de rendre compte, par
exemple, du phénomene de liaison hydrogene, des différentes conditions d'emploi et de
I'expression du terme d'énergie de répulsion entre les noyaux, reparametré en
conséquence. C'est une méthode qui tend a étre employée de plus en plus et qui semble
donner, en comparaison aux autres méthodes semi-empiriques, les résultats les plus
précis pour des temps de calcul raisonnable.
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Cette méthode, relativement récente n'a pas encore été utilisée pour les
saccharides. Cependant, aux vus des résultats obtenus pour les deux anomeéres du
glucose ( Cf. Chap. IV ), c'est elle qui a été choisie pour déterminer la géométrie
optimisée et les charges de tous les monosaccharides et disaccharides étudiés dans ce
travail.

12 éthodes « e CNDQO ( Complete N Differ
ver, e e INDO ( Intermediate Neglect Differential Qverlap ):

La méthode CNDO [130] néglige tous les recouvrements différentiels et ameéne 3
une simplication "éxagérée” des différents termes intervenant dans le calcul. Néanmoins,
comme le signale J.L. RIVAIL [97], "cette méthode incontestablement la plus simple des
méthodes de type SCF conduit & des résultats intéressants en ce qui concerne les liaisons,
les angles de valence et les distributions de charges”. En revanche, les valeurs d'énergie
déterminées sont toujours €loignées des grandeurs expérimentales et certaines grandeurs,
par exemple li€es au spin, ne sont pas reproduites.

La méthode INDO [131a-131e] intermédiaire entre les méthodes NDDO et
CNDO a été développée pour pallier les problemes précédemment cités. On ajoute pour
cela aux intégrales biélectroniques considérées dans CNDO les intégrales d'échange
monocentriques évaluées comme étant les paramétres de Slater-Condon [97]. Plusieurs
versions modifiées selon la méthode MNDO ont été testées et la version MINDO/3
semble étre celle qui convienne le mieux.

Pour les saccharides, le nombre d'études est relativement restreint [132,135].
Dans le calcul CNDO [135] du glucose, les constantes de force sont déterminées mais il
apparait que cette méthodologie, comme toutes les méthodes ab initio et semi-empiriques,
surestime les constantes de force diagonales, d'oli I'application de facteurs d'échelle qui
sont nécessaire pour retrouver correctement les différentes bandes de vibration. Si ces
facteurs sont déterminés avec assez de précision pour les fréquences liées aux élongations
OH ou CH, il semblerait que leurs valeurs soient beaucoup plus incertaines pour tous les
groupements de déformation [135]. Or, c'est dans le domaine spectral inférieur 2 1600
cm-! que ces déformations se produisent. L'importance et la complexité des couplages
entrainent des attributions trés précaires et il est difficile d'appréhender correctement le
mouvement réelle de déformation de la molécule.

La version MINDO/3 sera utilisée dans le chapitre IV pour optimiser et déter-
miner la distribution de charges des formes anomeéres du glucose.
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11.2.d _Conclusion

Les méthodes semi-empiriques sont beaucoup moins gourmandes en ressources
informatiques ( temps de calcul et espace mémoire ) que les méthodes quantiques ab initio
pures. Comme ces derniéres, elles reposent sur différents niveaux d'approximation qui
permettent d'obtenir des informations plus ou moins précises sur les caractéristiques
moléculaires. Cependant, pour des systemes de la taille des saccharides ( les
monosaccharides, les disaccharides et méme plus maintenant ), elles permettent d'obtenir
des informations précieuses qu'il n'était pas, jusqu'a présent, possible de collecter avec

les méthodes quantiques plus sophistiquées.

La méthode PCILO, bien que présentant des imperfections, les méthodes
MNDO et CNDO ont €t€ les plus utilisées, mais une méthode comme AM;j devrait les
supplanter et s'imposer comme une méthode de choix pour I'étude de ces molécules plus
complexes. Cependant, de nouvelles méthodes, telles que PM3, sont développées et
permettront peut-étre connaitre plus précisemment les saccharides.

I1.3 LES METHODES EMPIRIQUES

I1.3.a INTRODUCTION

Pour obtenir théoriquement des informations structurales sur les macro-
molécules, il a été nécessaire d'envisager d'autres types de méthodologie que celles qui
viennent d'€tre évoquées. Leur principale caractéristique est de s'intéresser aux compor-
tements des noyaux dans le champ moyen des électrons.

L'énergie moléculaire est bien sir évaluée a partir de la fonction énergie
potentielle. Cependant, la forme analytique de celle-ci étant inconnue, plusieurs modeles
sont proposés rendant compte des différents termes d'énergie mis en jeu. A ces notions
de modeles, sont associés les parametres de chacun des termes d'énergie. L'ensemble
définit un champ de forces moléculaire ( dans la terminologie des spectroscopistes le
champ de forces correspond a I'ensemble des constantes de force déterminées a partir des
spectres de vibration ).
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Les champs de forces moléculaire doivent donc permettre la détermination, a
priori, des structures et énergies moléculaires les plus favorables, ainsi que les différentes
caractéristiques macroscopiques et microscopiques.

La méthode accédant a ces informations est 1a Mécanique Moléculaire (MM).
Elle englobe la statique de la molécule, sa cinématique et sa dynamique. Cependant, le
développement intense depuis une quinzaine d'années de la Dynamique Moléculaire
(DM)tend a la dissocier de la mécanique moléculaire "statique” [93].

Dans une premiere partie, la fonction énergie potentielle empirique, les
principaux programmes de mécanique moléculaire appliqués aux saccharides seront
présentés. Ensuite, le formalisme de la dynamique moléculaire et les récentes applications
aux oses seront abordés.

Cependant, il faut bien insister sur le fait qu'en amont de tous les calculs de
mécanique moléculaire et de dynamique moléculaire, se trouve I'ensemble des parametres
utilisés dans la fonction énergie potentielle. L'obtention des structures géométriquement
et énergétiquement les plus favorables, la détermination des mouvements de déformation
et leur relation avec l'activité de la molécule, dépendent complétement de la valeur de ces
parametres et du crédit que 1'on peut leur accorder. Ceux-ci sont en général déterminés a
partir de données cristallographiques pour les constantes géométriques, de données de
spectroscopie vibrationnelle infrarouge et Raman pour les constantes de force, de compa-
raison avec les grandeurs thermodynamiques telles que I'énergie de liaison [136-138],
I'énergie de sublimation [136,137], I'enthalpie vibrationnelle [139,140] ou I'énergie de
transition conformationnelle [141] pour les parametres de non liaisons et de calculs ab
initio et semi-empiriques pour les charges atomiques résiduelles.

La fonction énergie potentielle et les parametres qui I'accompagnent doivent
donc étre fiables et.capables de reproduire le maximum des propriétés moléculaires.
Ainsi, "quelle est la crédibilité & accorder a une fonction potentielle qui reproduit
parfaitement une ou plusieurs grandeurs expérimentales et qui est incapable de retrouver
une autre grandeur ?" [142]. De méme, que doit on penser des parameétres existants
actuellement dans la littérature qui s'aveérent inaptes a la reproduction des spectres de
vibration, pourtant incontournables pour expliquer correctement une dynamique molé-
culaire.

Dans une dernire partie, 1'analyse des modes normaux de vibration, 2 partir
desquels sont déterminés nos parameétres, les différents modeles de fonction énergie
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potentielle ( spécifique & la reproduction des données de spectroscopie vibrationnelle ),
ainsi que les travaux existants sur les saccharides seront exposés.

I1.3.b MECANIQUE MOLECULAIRE

11 existe de nombreux programmes de Mécanique Moléculaire, utilisant des
modeles d'énergie potentielle et des algorithmes de minimisation plus ou moins proches
(Cf. [93,143] dans lesquels une description des principaux programmes est effectuée ).
IIs permettent tous la détermination a priori des structures et des énergies moléculaires les
plus favorables.

En mécanique moléculaire, la structure d'équilibre de la molécule est obtenue par

minimisation d'¢énergie.

[1.3.b.ax Fonction énergie potentielle empirique

A la base de la minimisation d'énergie se trouve la fonction énergie potentielle
qui peut s'écrire comme étant l'addition de plusieurs termes:

E=Ep +Egp+E; + Eyg + Evgw + Eel + Enp + E¢ir Ol

Ep représente le potentiel des liaisons, Eg et E; ceux respectivement des angles de valence
et de torsion, Eg celui des torsions impropres, ces quatre premiers termes décrivant
I'énergie potentielle interne. Eyqw et Ee| sont respectivement les termes d'interaction de
Van der Waals et le potentiel électrostatique, ces deux termes correspondant aux
interactions non liantes ( qui peuvent &tre régies par des fonctions de coupure ), enfin il y
a Epp le terme propre aux liaisons hydrogénes et parfois E¢y un terme de contraintes au
potentiel permettant de restreindre les variations importante de structure.

1300 Minimisation d'énergi

Le probleme, pour obtenir la structure d'équilibre par minimisation d'énergie,
consiste a déterminer les extrémes multidimensionnels d'une hypersurface, c'est A dire
trouver les coordonnées qui rendent minimale la fonction énergie potentielle empirique de
la molécule considérée. En raison du nombre important de degrés de liberté et de la non
linéarité de la fonction, ce probléme mathématique est compliqué. 11 existe en effet
plusieurs minima d'énergie et celui déterminé par minimisation n'est souvent pas trés

59



éloigné de la conformation de la molécule de départ. C'est alors un minimum local qui est
déterminé.

11 faut cependant insister sur le fait que le résultat de la minimisation dépend de la
forme analytique de la fonction énergie potentielle. Si celle-ci n'est pas correcte des
différences importantes peuvent étre observées.

I Algorithmes de minimisation

Le minimum peut-étre atteint par des méthodes de minimisation itératives,

utilisant soit les dérivées premiéres, soit les dérivées secondes .

® méthodes aux dérivées premiéres
Ce sont les méthodes du 'Steepest Descent' (SD) [144] ou du Gradient
Conjugué (CG) [145,146] qui permettent 1'élimination rapide des contacts non lants. La
premiére de ces méthodes conduit rapidement au minimum le plus proche, mais posseéde
une faible convergence. La seconde, tenant compte des étapes de minimisation antérieures
et du gradient obtenu pour déterminer I'étape suivante, a une convergence beaucoup plus
rapide.

e méthodes aux dérivées secondes

Ces méthodes convergent trés rapidement lorsque la surface du potentiel est
quadratique. Ceci implique que l'on doit se trouver trés prés d'un minimum. Les
algorithmes les plus employés sont ceux de 'Newton Raphson' (NR) [147], limité a 200
atomes et 'Adapted‘B'asis Newton Raphson' (ABNR) [148] développé pour les macro-
molécules biologiques. Dans cette derniére méthode, tous les vecteurs de base du systéme
ne sont pas utilisés mais seuls des sous-espaces sont considérés pour lesquels la méthode
NR est appliquée.

Le plus souvent la minimisation est le résultat d'une succession des méthodes
aux dérivées premiéres, éliminant des mauvais contacts, et des méthodes aux dérivées
secondes, permettant une convergence tres rapide.

La plupart des programmes de mécanique moléculaire existants ont été congus
pour des petites molécules organiques, pour des peptides, des protéines et pour des bases
d'acides nucléiques. Parmi ceux-ci, on peut citer par exemple, les programmes suivants:
CCF de Lifson et al. [139], QCFF/n - MCA de Warshel [149], MM2/MMP2 de
ALLINGER [143]... .
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Certains ont été adaptés aux saccharides et leurs parametres ont été plus ou
moins "ajustés” pour reproduire la géométrie ou les caractéristiques des molécules ( par
exemple, rapport entre les formes anomériques en solution... ). Ils vont étre maintenant
décrits de fagon plus précise selon leur importance.

I3, Applicati e la Mécanique Moléculair Ti

modéles de RASMUSSEN

Contrairement aux protéines et aux acides nucléiques il n'existe, en terme de
champs de forces a proprement parlé, que trés peu de modeles dans le domaine de la
chimie théorique des saccharides. A ce titre, les travaux réalisés par K. RASMUSSEN et

son équipe peuvent étre considérés comme une référence.

A Torigine de ceux-ci [150], en 1977, le développement d'un champ de forces
pour les saccharides s'était avéré nécessaire pour plusieurs raisons:

La principale étant le manque total de modele: aucun champ de
forces spécialisé et par conséquent aucun parameétre n'existaient. Les calculs de confor-
mations et de propriétés des oligosaccharides et des polysaccharides n'étaient envisa-
geables qu'avec les données obtenues pour d'autres classes de composés.

La deuxie¢me découle directement de la premiére: un modéle
empirique n'existant pas a fortiori des données provenant de calculs ab initio ou semi-
empiriques ne pouvaient étre obtenues et utilisées, ceci étant dii en partie i la taille ( 24
atomes pour un monosaccharide ), a la complexité des structures et & la capacité des
ordinateurs de 1'époque. "

La derni¢re vient de ce qu'aucune analyse conformationnelle
n'avait €té réalisée avec relaxation de tous les degrés de liberté. Pour simplifier les calculs
et diminuer leurs temps, les polysaccharides ont été et sont bien souvent encore ( par
exemple, dans la méthode HSEA de Lemieux [29,30] ), considérés comme construits
d'entités totalement rigides ( les cycles ) liées entre elles par des zones flexibles ( les
liaisons glycosidiques ). Seule la flexibilité autour des angles rotationnels, ¢, W ou ®
(liaison en 6), est envisagée. Rasmussen entreprend donc des calculs conformationnels
avec relaxation totale du syst¢me.
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Par la suite, la philosophie de leur travail a été de restreindre au maximum les
termes énergétiques considérés [151-153] et de limiter le plus possible le nombre des
parameétres utilisés. La simplification de la forme du potentiel et la limitation des
parameétres devaient permettre des calculs plus rapides sur des oligoholosides de taille
supérieure & deux, sans nuire toutefois & la reproduction des données expérimentales et &
I'obtention des géométries de plus basse énergie. Cependant, nous verrons que ces
simplifications aménent une limitation du modele, certaines imperfections, par exemple,
apparaissant lors de la reproduction des spectres de vibration [154,155] ou encore en
considérant l'influence des termes torsionnels [156].

Le champ de forces de RASMUSSEN et ses dérivés peuvent donc étre
considérés comme les premiers qui aient été développées pour tenir compte du caractére
spécifique des saccharides. Nous allons maintenant décrire ces différentes formes.

Leur point de départ a ét€ le modele de champ de forces CFF ( Consistent Force
Field ) développé par LIFSON et WARSHEL [139]. Différentes combinaisons des
termes €nergétiques ont été testées sur les deux formes anomériques du glucose et ces
potentiels ont été comparés entre eux. Les termes d'énergie utilisés sont les suivants:

- Elongation des liaisons:
By= 24 1/2 Kp (b-bo)2
bonds

- Déformation des angles de valence:

Eg = > 1/2 Ko (8-6,)2

angles

Eus= & {1/2 F(ddo? +F (d-do))

angles
- Déformation des angles de rotation:

Bo= 2 1/2 Ky (1 +cos3)

torsions
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- Interactions non liées:

Eyc = 2 { Ajjexp(-Bijrij) - Cij/riff }
i<j

Erj= > ei* { (rif*/ri)12 - 2(xij" [ri)6 }

i<j

Eel = Z Qin/ Tij

i<j

La nomenclature adoptée par RASMUSSEN [150,153] sera suivie: FF pour
'Force Field' et PEF 'Potential Energy Function'. Les potentiels testés sont les suivants:

FF1 =Ep + Eg + E¢ + ERUuC avec 46 paramétres
FF2 =Ep + Eg + Eus + Eg + ELy + E¢ avec 61 parametres
FF3 =Ep + Eg + E¢ + EBuCc avec 46 paramétres

ou FF3 differe de FFy par la nature des parameétres utilisés. Les paramétres de FFj
proviennent de différentes fonctions potentielles avec optimisation [157,158] ou non
[159-161] pour plusieurs types de molécules. Les résultats obtenus n'étant pas
satisfaisant la fonction test plus compliquée FFy a été essayée avec des paramétres
optimisés sur les lactames [157,158,162]. Les résultats étant décevant la forme FF3 a été
envisagée avec des paramétres ayant été optimisés pour les molécules de o et B D-glucose
[150]. La forme FF3 sera donc le point de départ des autres fonctions tests: elle permet de
reproduire convenablement les géométries, a 'exception de la taille plus courte de la
liaison anomérique [150,153] et les spectres de vibrations [155] ( avec toutefois une
déviation standard entre fréquences calculées et fréquences observées qui semble tres
importante, > 4 20 cm! ). Les minima globaux des deux formes anomériques du glucose
sont déterminés et leur rapport a I'équilibre est en accord avec I'expérience (0,39 : 0,61)
[163]. Les calculs des molécules sont réalisés dans un état de gaz hypothétique, c'est &
dire sans prise en compte des interactions intermoléculaires ( par exemple dans le cristal
les forces cristallines ). En molécule isolée d'importants changements pour les torsions

C—O exo-cycliques sont donc observés.

Il est & noter que la forme de la fonction FFy est semblable a celle qui sera
utilisée dans ce travail hormis le terme d'interactions non liantes ici de type Lennard-
Jones (Cf. Chap. IV).
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Les autres modeles consisteront en une simplication de la forme FF3. Ainsi,
dans PEF300 [152,154], il y a suppression du terme relatif aux torsions sans que cela
entraine de grosses modifications de la géométrie et du calcul vibrationnel. Ceci semble
surprenant lorsque I'on voit la prépondérance des termes torsionnels pour la reproduction
des spectres de vibration dans la région inférieure & 500 cm-1 aussi bien dans les attri-
butions en molécule isolée [60-62,70,73-77] que dans le cristal [72,78] ( Cf Chap. IV ).
De plus, il semble que ces auteurs ont rencontrés des difficultés pour reproduire les
spectres de certains composés, imines et oximes et qu'ils ont été obligés alors de
réintroduire ce terme de torsion [156]. L'obtention de géométries correctes pour des
disaccharides ( maltose [164], cellobiose [165], gentiobiose [151] et galactobiose [166] ),
ol les torsions inter-cycliques sont prépondérantes, semble pourtant vérifiée.

Dans le but de limiter encore plus le nombre de paramétres, une fonction de type
Lennard-Jones remplace la fonction de Buckingham des interactions non liées: ceci
constitue le modele PEF301 [153]. Des vérifications théoriques [110,154,155] et
I'influence sur les calculs de vibration [167,168] ont été effectuées par RASMUSSEN. 1l
apparait que le passage d'une fonction de trois & deux paramétres ne modifie pas les
résultats.

Dans le champ de forces PEF4¢g [151] un terme electrostatique de type Coulomb
est introduit en plus des interactions non liées. Une charge nette est attribuée pour chaque
type d'atomes ( C,0 et H). Un autre modele sera proposé, PEF422 [153], avec une
charge différente sur le carbone anomérique: la longueur de la liaison C—O ne sera
toujours pas reproduite. Cependant, I'introduction des termes électrostatiques ameéne un
aplanissement de la surface énergie potentielle [151]. Autre fait marquant, il n'apparait
pas de changements dans le calcul des spectres vibrationnels avec PEF4q0 et PEF425.
Cela signifierait que les charges n'influeraient pas le calcul vibrationnel, ce qui n'est pas
le cas dans la région des basses fréquences d'un calcul effectué dans le cristal (Cf. Chap.
IV). '

Conclusion: A travers tous ces modeles, 'approche de RASMUSSEN a été
d'obtenir le maximum de données fiables sur les saccharides 2 partir de paramétres non
optimisés. La simplicit€ du champ de forces permet de reproduire avec précision les
propriétés conformationnelles et macroscopiques des mono- et disaccharides étudiés
[169] ( forme chaise 4Cy, minima des squelettes les torsions exo-cycliques n'étant pas
prises en compte, chemins conformationnels et barriére de rotation entre minima ), ainsi
qu'avec suffisamment d'exactitude les propriétés microscopiques comme les spectres
vibrationnels. Il faut quand méme remarquer que ce champ de forces n'a pas été validé, &
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ma connaissance, sur des oligo- ou poly-saccharides. De plus, ces parameétres, utilisés
pour des simulations de dynamique moléculaire, ne semblent pas appropriés ( Cf. § de
dynamique moléculaire ). '

Méthode HSEA

En 1980, LEMIEUX et al.[29] en voulant étudier la spécificité d'anticorps avec
des chaines oligosaccharidiques, éprouvent le besoin d'obtenir plus d'informations
structurales sur la conformations de ces derniéres. Méme si les forces intermoléculaires
interviennent sur la géométrie de la molécule ( les longueurs de liaison, les angles de
valence), les auteurs montrent que l'effet exo-anomérique et les interactions non liantes
engendrées par rotation autour des liaisons glycosidiques dominent tous les autres effets
qui, dans une premiere approximation, peuvent €tre négligés. Donc, les préférences
conformationnelles autour de la liaisons glycosidique ne résultent que de la combinaison
d'un calcul de sphéres dures et de l'effet exo-anomériques ( HSEA "Hard-Sphere Exo-

Anomeric' ).

Dans ce premier article, LEMIEUX et al. avaient utilisés directement les résultats
de calculs ab initio sur le diméthoxyméthane [105]. Par la suite [30,170], i1 utilise encore
ces calculs ab initio mais en plus, ils les "couplent” avec des calculs de spheres dures et
d'effet exo-anomérique sur une fonction énergie potentielle introduite par BURKERT
[171] et qui s'écrit:

Ewr = (V1/2) (1-cos®) + (V2/2) (1-c0s2P) + (V3/2) (1-cos3d) + ... ou Vi=0,
V2=-1.80 et V3=0.66 kcal/mol.

Les courbes de sphéres dures ajoutées aux courbes de d'effet exo-anomérique
rendent compte des courbes quantiques. En prenant des points particulier et en effectuant
une interpolation des courbes, un syt¢éme d'équations de "Burkert” est obtenu pour
chaque type d'anomere. L'effet exo-anomérique peut €tre alors évalué 2 partir des valeurs
des angles torsionnels.

Cette méthode HSEA est largement employée [28,31,35,122,172-174] et le plus
souvent utilisée pour corroborer des résultats de résonance magnétique nucléaire, comme
les effets nOe pour lesquels on cherche quels angles de torsion correspondent & la
distance séparant les deux protons considérés.

Cependant cette méthode présente plusieurs imperfections et limitations:
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o [ 'établissement des équations de base de I'EA ont été faites & partir de
la molécule de méthoxyméthane, qui bien qu'elle rende compte par calculs de
l'effet anomérique et effet exo-anomérique, est une molécule linéaire. Donc, la
rotation autour de l'angle ® est symétrique et ne représente pas le comportement
d'un cycle pyranose.

¢ Les calculs quantiques a la base de la détermination des parametres de
I'équation traduisant cet effet, sont obtenus par PCILO. Or, cette méthode (Cf. §
IL.B ) ne semble pas trés fiable dans 'obtention des minima d'énergie.

¢ Dans HSEA la contribution de l'effet exo-anomérique se traduit par
un terme de fonction énergie potentielle de torsion. Dans l'évaluation de
I'énergie moléculaire le terme correspondant aux torsions existe et donc l'effet
exo-anomérique joué un role "de double emploi”.

¢ Si I'effet exo-anomérique permet l'obtention d'équations en fonction
de l'angle de torsion @, aucune information n'est prise en compte sur 'angle
caractérisant la deuxiéme partie de la liaison glycosidique, c'est dire I'angle ¥ (a
fortiori I'angle w dans le cas d'une liaison 1—6 ).

e Enfin, les calculs HSEA, accompagnant certaines mesures
expérimentales comme les effets nOe, sont effectués pour des structures rigides
dénuées de toute flexibilité et de toute adaptabilité conformationnelle.

Ces quelques "imperfections” sont stirement & 'origine des différents modeles
utilisant comme base HSEA et essaynt d'ajuster au mieux des données expérimentales
que la méthode seule ne permet d'obtenir dans de nombreux cas, comme, par exemple,
HEAH correspondant 2 la contribution de HSEA et d'un terme empirique de liaisons
hydrogénes [28,31].

Les programmes MM jCARB et MM>CARB:

En 1980, JEFFREY et TAYLOR [175] proposent une série de parameétres de
saccharides, développés spécifiquement pour le programme de Mécanique Moléculaire
MM; de ALLINGER [176]. Ces paramétres sont déterminés en relation avec les études
quantiques de Jeffrey ( Cf. § II.LA ) sur les fragments acétals et le comportement
anomérique et exo-anomérique de ces fragments Ils ont été appliqués 2 treize pyranoses
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et méthyl-pyranoses et permettent de retrouver toutes les caractéristiques structurales de

Ces 0ses.

En 1986, TVAROSKA et PEREZ [177] proposent d'utiliser les parametres de
JEFFREY et TAYLOR 2 la version MM de ALLINGER [143,178]. Ainsi MM2CARB a
été testé sur les molécules modeéles du fragment acétal et sur des mono- et disaccharides
[177]. Cette méthode étant sur des disaccharides trés couteuse en temps machine, ces
auteurs proposent de la comparer a d'autres méthodes comme PF ( 'Potential Function')
[177] dans laquelle ne sont considérés que les termes d'interactions non-liantes Van der
Waals et les termes de torsion, comme NBEA ( 'Non Bonded Exo-Anomeric' ) [177]
comprenant un terme de contributions exo-anomériques déterminés a partir de calculs
quantiques (PCILO) sur le fragment acétal et un terme d'interactions non liantes, ou enfin
comme PFOS ( 'Potential Function for Oligosaccharide Structure' ).[179], comprenant

les trois types de contributions précédemment citées.

Ces différentes méthodes permettent de déterminer les régions conforma-
tionnelles les plus favorables en €tablissant, dans le cas des disaccharides, des cartes
(®,¥) qui sont appelées "rigides" car ne résultant pas de la relaxation de tous les
parametres moléculaires. Une fois les minima déterminés, il est possible d'effectuer pour
les géométries correspondantes un calcul MM2CARB. Ce procédé a €té et est encore
largement utilisé [180-184]. Cependant, les calculs des cartes "relaxées" montrent un
¢élargissement des cartes "rigides" déterminées sans optimisation de tous les parametres,
et des gués conformationnels apparaissent [184]. ( Fig. II 1).
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Figure II 1: Cartes rigides et relaxées du man(al-3)man [184]
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Ces méthodes sont le point de départ & des études des conformations en solution
et permettent, par évaluation de l'énergie de solvatation de chaque conformeére,
I'évaluation d'une carte relaxée spécifique du solvant considéré [180].

Le programme AMII:

Développé par I'équipe de V.G. DASHEVSKII, V.M ANDRIANOV et R.G.
ZHBANKOV le programme AMII ( de I'anglo-saxon Additive Model of Interatomic
Interactions ) [76,77] a aussi comme architecture celui du programme de Lifson et
Warshel [139] et des termes d'énergie équivalents a ceux de Rasmussen. Toutefois, le
terme de déformation des angles de rotation est le suivant

Ew= Uy/2 Zj (1 + cos39;)

avec U, est une constante empirique qui vaut 3 kcal/mole pour les torsions mettant en jeu
les C—Cet 1,1 kcal/mole pour les C—O.

Les interactions non-liantes sont représentées par une fonction de type Lennard-
Jones.

Ce champ de forces permet d'obtenir une géométrie correcte du cycle mais il ne
s'avére pas trés fin dans la prédiction des caractéristiques anomériques: ainsi, la longueur
de liaison C;—O; plus courte n'est pas retrouvée et les angles de valence mettant en jeu
le carbone anomérique et le groupement hydroxyle primaire sont éloignés de plusieurs
degrés des valeurs de la cristallographie. Ce calcul a été effectué sur le B-D-glucose [76].
Une analyse des modes normaux de vibration a été aussi effectuée: sur tout les vibrations
du spectre, un écart standard de 31 cm-! est obtenu, en particulier les zones sensibles a

T'anomérie sont difficilement reproduites. Les saccharides différant seulement sur
l'anomérie, les groupements OH et la conformation du groupement CH2OH, un tel écart
semble peu favorable a la caractérisation d'une molécule et les parametres qui sont utilisés
ne doivent pas prédire correctement une structure plus complexe.

Ce champ de forces a été déterminé pour calculer les spectres de vibration des
formes anomeres du galactose, du gulose, de l'allose, du B—mannose et du B-altrose

[77] et du cellobiose [185]. Cependant, aucune comparaison avec des données expéri-
mentales ne semblent avoir été faites.
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Le programme REFINE:

Le programme Refine [186] est un programme de mécanique moléculaire dérivé
du programme MMj de N. ALLINGER [143,178].

La définition des différents termes d'énergie est la suivante:
E =Ejige + Enon liée* Etorsion avec:

Eli¢e = Eliaison + Eangles de liaison + Eangles de torsion
=) Z 1/2 ki (-1p)2 + g Z 1/2 kg (8-69)2 + ®p Z 1/2 kp (P-po)?

ou i, Wg, ®p désignent les facteurs de pondération, ki, kg, kp sont les constantes de
force spécifiques de chaque terme d'énergie, 1 (lp), 0 (0o), p (po) représentent les
longueurs de liaison, les angles de valence et les angles de torsions ( respectivement leur
valeur a I'équilibre ).

et

Enon liéei=zj (Aij/r12 - By/r® + (Dcqi gp/rj)

ou le terme d'énergie non liée est représenté par une fonction énergie potentielle Lennard-
Jones et par un terme d'énergie €lectrostatique qj g; €tant les charges des atomes
considérés de l'interaction et Dc une constante d'homogénéité de la formule prenant en

compte la constante diélectrique.

enfin le dernier terme:
3

Eiorsion = Z Vj (1'(005(nj((P‘(Poj))))
jal

ol Vj est la barri¢re de potentiel a la rotation, nj est le nombre de minima du potentiel et
@oj est I'angle de rotation pour lequel I'énergie est minimale.

La présence de ce terme de torsion est surprenante: ce terme s'ajoute a celui déja
existant dans 1'énergie liée et fait donc "double emploi”. Il n'entre en jeu que pour les
atomes formant un angle de torsion dont la valeur est susceptible d'étre modifée par
rotation. Il n'est pas précis€ [186] si, dans le cas ou ce terme est fonctionnel, celui
intervenant dans la fonction énergie potentielle liée se trouve occulté. Si cela n'était pas le

cas, ce terme n'aurait pas lieu d'exister et la justification du terme, en relation avec le
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comportement exo-anomérique et les torsions autour de la liaison glycosidique, ne semble
pas satisfaisante. Il est & noter que dans la méthode HSEA, décrite précédemment, ces
mémes types de fonctions sont présents et que 12 aussi les deux termes de rotation sont
pris en compte pour justiﬁer I'effet exo-anomérique.

Ce pfogramme Refine a cependant été€ assez souvent utilisé pour modéliser des
oligosaccharides, comme par exemple celui dérivé de 1'héparine [188] ou celui de base du
dermatane sulfate ( IdoA-a,1—3-GalNac-(4-OS03), ou a-L idopyrannosyl uronique
acide est principalement dans une conformation 2Sg) [24].

II.3.b.e Conclusion

La liste compléte des différentes méthodes de mécanique moléculaire et de
détermination des parametres pour les saccharides est longue. De nombreux auteurs ont
en effet adaptés plus ou moins des paramétres et des programmes a leurs propres
problémes [189,190]. ‘

Les champs de forces de Rasmussen sont cependant ceux qui présentent la plus
grande universalité et qui méme s'il existe quelques imperfections pour reproduire les
spécificités anomériques, ils sont ceux qui ont ét€ appliqués dans des conditions diverses
pour plusieurs sortes de molécules saccharidiques. Cependant, s'ils sont capables de
reproduire de facgon trés satisfaisante les données statiques ils ne sont pas adaptés aux
simulations de dynamique moléculaires ( Cf. § I1.C.3 ).

La méthode HSEA est elle aussi trés prisée malgré ses limitations et ses
imperfections. Elle est en général utilisée parallélement a des données expérimentales de
résonance magnétique nucléaire, comme les distances des effets nOe pour lesquelles elle
permet d'obtenir des valeurs d'angles.

I1 faut bien noter que toutes ces fonctions et tous ces paramétres sont adaptés par
leurs auteurs de fagon a reproduire et ajuster au mieux les données expérimentales dans
chacun des cas précis. Ils permettent de modéliser le plus souvent de petites molécules
(quelques unités ) et ne sont pas adaptés aux oligo- et polysaccharides. IIs reproduisent
les données statiques mais semblent inappropriés aux données dynamiques, ce qui est
génant pour des saccharides qui par excellence sont des molécules flexibles.
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I1.3.c DYNAMIQUE MOLECULAIRE

La dynamique moléculaire, qui elle aussi est une méthode de mécanique
moléculaire, permet de simuler les mouvements internes de la molécule. Le point de
départ de la dynamique moléculaire est une structure d'équilibre, qui provient soit de la
structure radiocristallographique, soit de la structure minimisée par mécanique

moléculaire.

Cette méthode permet d'accéder a de nombreuses informations qu'il n'est pas
possible d'obtenir autrement, soit théoriquement, soit expérimentalement. Aprés avoir
déterminé€ la structure, la flexibilit€ de la molécule peut étre appréhendée et rapprochée de
son activité et de sa fonction biologique. De plus, un traitement de la molécule solvatée,
par différents types de solvants [191-201], est envisageable et les résultats ainsi obtenus
sont beaucoup plus réalistes et proches du comportement en milieu biologique. Les
conditions thermodynamiques de la simulation sont elles aussi trés importantes dans

l'interprétation des résultats.

Cette méthodologie a pris un essor considérable depuis une quinzaine d'années
[202], de nombreux articles et ouvrages en décrivent les caractéristiques [3,202-207].
Bien quelle ait été exclusivement consacrée, pour l'instant, a I'étude des protéines et des
acides nucléiques, de nouveaux horizons semblent apparaitre pour d'autres types de

molécules, en particulier les saccharides, molécules flexibles par excellence.

I1.3.c.a Principes des méthodes de dynamique

L'enjeu de la dynamique moléculaire étant de simuler les mouvements internes
de la molécule, il faut pouvoir connaitre les positions atomiques ainsi que les vitesses de
chacun de ces atomes en fonction du temps. Cela est régit par les lois de la mécanique
classique et en particulier par la résolution des équations de Newton du mouvement:

E=my=-¥YV
Cest a dire, en fonction de la masse et de la position d'un atome i
mi (0% /32) = -V (V(r112....0)

ol V(ry,r2,...,TN) est la fonction énergie potentielle empirique dépendant des positions
des N particules du systeme.
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Donc l'intégration numérique en fonction du temps de ces équations permet de
déterminer rj(t) et vi(t) A tout instant. On obtient une description complete du mouvement
de tous les atomes du systéme moléculaire et I'on acceéde alors aux trajectoires de la

molécule.

Avant d'aborder les différentes étapes d'une dynamique moléculaire, il faut bien
avoir 2 I'esprit plusieurs choses:

La dynamique moléculaires dépend du choix de la fonction potentielle
empirique, des paramétres qui l'accompagnent, du temps de simulation, des pas
d'intégration, de la présence ou non du solvant et de sa nature, des conditions aux limites
du syst¢me, des conditions thermodynamiques... . De cet ensemble de critéres
dépendront la validité des résultats et leur interprétation.

L'énergie du systéme est conservée tout au long de la simulation. Les
propriétés calculées sont celles d'un ensemble microcanonique et découlent de la
physique statistique et donc les valeurs moyennées des variables caractéristiques sont

déterminées.

I1.3.c.B_Suivi d'une simulation

e Point de départ

Il est bien évident que pour effectuer une dynamique moléculaire il faut posséder
une structure de départ: celle-ci est en général celle de la cristallographie. Cependant, cette
évidence n'en est pas forcément une lorsque l'on considere un oligosaccharide ou un
hétéropolysaccharide ( Cf. Chap.IletIl).

Or la structure de départ d'une dynamique moléculaire doit €tre proche de la
configuration réelle car les temps de simulation ainsi que les champs de forces utilisés ne
permettent pas forcément d'ehvisager toutes les solutions conformationnelles de la
molécule. Dans le cas des saccharides, avec un champ de forces approprié, les
nombreuses données de résonance magnétique nucléaire et en particulier les distances des
effets nOe devraient permettre, en appliquant des contraintes de géométrie sur la
molécule, d'obtenir des trajectoires.

Donc, bien souvent, une minisation d'énergie préalable est nécessaire. Elle
permet d'enlever les mauvais contacts ou les contraintes locales ( distorsion des
longueurs de liaison et/ou des angles de valence ) qui pourraient enfreindre le bon
déroulement de la dynamique.
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¢ "Thermalisation"

L'étape de "thermalisation" consiste & équilibrer le syst¢me avec ajustement de la
température.

On place la molécule dans une "boite" dans laquelle des molécules de solvant ont
pu &tre introduites ( dans ce cas la boite a été pré-équilibrée ). L'emplacement initial de la
molécule est importante et peut influer sur les conditions aux limites. En présence de
solvant deux ou trois couches autour de la molécule sont nécessaires au minimum.
L'ensemble macromolécule-solvant est alors minimisé avec les algorithmes de
minimisation habituels de la mécanique moléculaire.

A chaque atome du syt¢me on affecte alors une vitesse tirée d'une distribution de
Maxwell, & une température inférieure a celle souhaitée ( en général une température
proche du zéro, approximation correspondant & I'équilibre thermodynamique ). On
integre les équations du mouvement tout en ajustant la température. Le systéme se trouve
équilibré. L'augmentation de température s'effectue progressivement jusqu'a la
température souhaitée en modifiant les vitesses des atomes soit par un facteur, soit en
choisissant une nouvelle distribution de Maxwell. 11 est nécessaire que cette montée en
température se fasse sans variation brusque.

Le gain d'énergie cinétique, selon le théoréme de I'équipartition de 1'énergie, se
répartit en énergie cinétique et en énergie potentielle. A tout instant t, la température T(t)
est fonction de I'énergie cinétique moyenne et s'écrit:

ot N est le nombre d'atomes, n le nombre de contraintes, kg la constante de Boltzmann,
m; et vj respectivement la masse et la vitesse de I'atome i.

La période d'équilibrage initial de la boite dure environ 10 picosecondes (ps) et
celle de "thermalisation” de I'ordre de 50-60ps.

_ ¢ Equilibration

Cette période correspond au moment ot le systéme "cherche" son équilibre. Ce
moment est tres important car il permet d'obtenir les propriétés stables du systéme et le
bon déroulement de la suite de la dynamique en dépendra. Durant cette période
l'intégration est effectuée prudemment de fagon 2 ne pas pertuber le systéme pour que la
température reste proche de celle désirée et que I'énergie totale soit conservée. Le systéme
évolue donc vers son état d'équilibre, d'éntropie maximale et d'énergie libre minimale.
Cette période n'est en rien significative du point de vue dynamique & proprement parlé et,
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de l'intégration des équations du mouvement, aucune information significative ne peut
étre représentative du comportement de la molécule. L'équilibration dure de 10 a 25 ps.

e Dynamique

C'est la période durant laquelle les trajectoires de chaque atome sont calculées.
Elle se déroule lorsque le systéme est considéré comme stable. C'est cette période qui
sera sujette 2 analyse, fournissant les propriétés dynamiques du systéme ( vitesse et
position, histoire des coordonnées internes le long de la simulation comme par exemple
les angles de torsion @ et ¥ ( ou ) de la liaison glycosidique ou les parametres de
déformation Cremer-Pople du cycle pour des saccharides ), mais aussi les grandeurs
thermodynamiques, les amplitudes quadratiques moyennes r.m.s. ( 'Root Mean
Square’) ou encore la densité spectrale ... .

En principe, lorsque la simulation a été effectuée sur une période suffisamment
longue, les propriétés moyennes calculées sur l'ensemble du temps de la dynamique
moléculaire devraient convergées vers les valeurs 'vraies' thermodynamiques au sens
propriétés canoniques du systeme. Cependant, atteindre ces valeurs nécessite un temps de
calcul trés important. Pour l'instant les périodes de simulation varient entre 10-20 ps a
300 ps voire plus. Avec les ordinateurs actuellement sur le marché et qui apparaitront, des
temps de simulation de l'ordre de 500ps & plusieurs nanosecondes ( sur des molécules de
taille moyenne ) pouront étre effectués.

I1.3.c.’y Algorithmes de résolution des équations du mouvemen

Les équations du mouvement sont intégrées a l'aide d'algorithmes qui reposent
tous sur une petite variation d'accélération entre chaque pas d'intégration. Les
algorithmes habituellement utilisés sont les suivants, celui de Verlet [208], de Beeman
[209], le "leap frog" [210] qui engendrent tous les trois les mémes trajectoires, les deux
derniers permettant cependant, d'appliquer des conditions de température constante, mais
aussi l'algorithme de correction-prédiction Gear [211] beaucoup plus précis mais aussi
beaucoup plus gourment en temps de calcul. Toutes ces méthodes sont décrites [3,207-
211] mais aussi comparées les unes aux autres [206,210,212].

Autres types d'algorithmes ceux qui appliquent des contraintes a la géométrie.
Le plus couramment utilisé est l'algorithme Shake [210]. Il permet de contraindre par
exemple des liaisons, des angles ou des distances internucléaires ( intéressant dans le cas
de distances nOe connues ).

En général, les algorithmes Verlet et Shake sont combinés.
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IL.3.c.6 Différents types de dynamique moléculaire

Les méthodes de simulation décrites jusqu'a présent ne tenaient pas compte
explicitement du solvant. Lorsque celui-ci est ajouté, le nombre d'atomes de la simulation
augmente de facon non négligeable et en plus, viennent s'additionner des problémes de
conditions aux fronti€res ( qui n'existaient pas pour des simulations dans le vide). Les
méthodes ont donc été modifiées pour tenir compte de ces effets.

Des calculs de dynamique moléculaire avec conditions aux limites périodiques,
avec conditions aux frontiéres stochastiques, a partir d'un potentiel de forces moyennes,
par une dynamique activée... peuvent étre effectués. Ces différentes méthodes sont
présentés dans les références [3,143,206].

II.3.c.€ Programmes de simulation dvnamique de macromolécules

Avec le développement intense de la dynamique moléculaire, plusieurs
programmes de simulation de macromolécules sont apparus. Parmi les principaux on peut
citer AMBER [213], CHARMM [148], DISCOVER [214], GROMOS [210],
SYBYL [215] ...

Ils ont tous & peu pres les mémes caractéristiques et ne différent que dans la
formulation de certains termes de la fontion potentielle empirique, des conditions de
coupure et surtout dans la nature et la détermination des parametres. Ils permettent de
reproduire les géométries et les propriétés physiques de 1a molécule considéré avec plus
ou moins de précision ( trés souvent,. il existe des problémes de reproduction des
spectres de vibration ).

La multiplicité des programmes et, par conséquent, des types de fonction
potentielle et des champs de forces, prouve qu'aucun de ces programmes n'est totalement
satisfaisant. Le terme de modele de fonction potentielle est donc bien approprié.

II.3.c.C Application de la dynamique moléculair accharid,

Siles acides nucléiques et les protéines ont été les molécules les plus étudiées en
dynamique moléculaire, les saccharides ne l'ont pas été de fagon intensive. Seuls
quelques travaux existent: sur les deux formes o et B du glucose dans le vide [216,217]
et en solution [218], sur un methyl-monosaccharide [219], sur des disaccharides, le
maltose [220], le Mana,1—3Man et le Manc, 1—6Man [36], le Mana,,1—2Man [221] et
plus récemment le sucrose [222], sur le substrat du lyzozyme un hexa N-acétyl-
glucosamine [223], sur les cyclodextrines [224-226] ou sur des oligosaccharides des
groupes sanguins [227].
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Ce nombre restreint de publications est en partie dii au manque cruel de
parameétres spécifiques des saccharides. Ceux utilisés sont pris & partir d'autres types de
molécules ou & partir des paramétres de mécanique moléculaire. Ainsi, il s'avére que les
parametres d'un champ statique comme celui de Rasmussen se révelent inappropriés a la
reproduction des caractéristiques dynamiques [228]. Ces données, trés correctes pour la
détermination de conformations statiques, engendrent des conformations hautement
improbables ( forme bateau de fagon prolongée ) le long des trajectoires d'une simulation
de dynamique moléculaire [229]. Une amélioration des parametres, adaptés aux
saccharides dans leurs différents environnements, devrait permettre, dans un avenir
proche, de pallier ces problemes.

I1.3.d DYNAMIQUE HARMONIQUE: CALCUL DES MODES NORMAUX
DE VIBRATION

1.3 .d.cx_Introductio

L'intérét du calcul des modes normaux de vibration ne provient pas seulement de
I'accord entre fréquences calculées et fréquences observées, ceci pour expliquer une
hypothése d'attribution. Il provient aussi et surtout de l'ensemble des valeurs des
constantes de force obtenues a partir de cet attribution dans le modele de champ de forces
choisi au départ. Cet ensemble de constantes de force, bien que vérifiant 1'équation
séculaire, ne doit pas étre considéré comme une suite de paramétres obtenus par
résolution de cet équation. Il se veut caractéristique d'une réalité chimique, affecté a un
groupement d'atomes, & un ensemble de groupements d'atomes ou & une molécule
modele. I1 peut étre utilisé par la suite sur ces mémes groupements ou molécules modeles
dans des sytemes plus complexes. Cette caractéristique, purement empirique, est celle de
transférabilité, enoncée par T. SHIMANOUCHI [230].

Ainsi, les valeurs des constantes de force déterminées pour une molécule comme
le glucose ( par exemple forme « ), doivent pouvoir €tre utilisées dans toutes les
structures présentant cette forme o du glucose, que ce soit dans des petites structures
comme des disaccharides ou dans des polysaccharides, par exemple 'amylose. Elles
seront 2 la base de calculs de dynamique moléculaire, utilisables dans des programmes
comme CHARMM [148] ou AMBER [213], ce dernier étant actuellement modifié au
laboratoire pour tenir compte des termes spécifiques a la reproduction correcte des
spectres vibrationnels.
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Les conditions de transférabilité¢ s'expriment de fagcon évidente dans certains
systtmes de coordonnées plus que dans d'autres. Ce paragraphe est consacré a la
méthodologie de calcul des fréquences et des modes associés dans les différentes base de
coordonnées a partir des données cinématiques ( matrice de 1'énergie cinétique ) et
dynamiques ( matrice de I'énergie potentielle ). Les différents modeles de champ de
forces, utilisés a priori , seront envisagés et les calculs des saccharides abordés.

[1.3.d.B Aspect théorique: probléme séculaire

Ayant obtenu les spectres vibrationnels Infrarouge et Raman, il faut effectuer un
calculs de modes normaux de vibration pour pouvoir obtenir une hypothése d'attribution.
L'hamitonien vibrationnel s'exprime sous forme du produit de deux matrices, la premicre
étant la matrice inverse de l'énergie cinétique ( dépendant des masses et de la géométrie ),
la seconde étant la matrice énergie potentielle ( uniquement fonction des grandeurs

dynamiques ).

¢ Traitement des redondances

Lorsque l'on considére une molécule de N atomes, les conditions d'Eckart-
Sayvetz [231,232] imposent 3N-6 vibrations internes. Bien souvent la description des
mouvements de vibration nécéssite la présence de plus de 3N-6 coordonnées. Le systeme
alors obtenus devient linéairement dépendant et les m coordonnées supplémentaires
définissent les conditions de redondance. Elles entrainent des termes supplémentaires de
tension dans la forme de la fonction énergie potentielle. Le traitement de certains types de
redondance et la relation avec la base des coordoonées de symétrie locale ont €t
longuement développés dans la thése d'état de J.P. Huvenne [78].

Dans le formalisme décrit par la suite, le traitement est considéré comme étant

réalisé sans redondance.

e Base des coordonnées cartésiennes, approximation harmonique et
probleme vibrationnel

Si I'on considere une molécule dans sa géométrie de départ, les N atomes sont
repérés par les 3N coordonnées cartésiennes x; ( vecteur X ). Si l'on se place dans la base
des coordonnées cartésiennes pondérées, on définit un vecteur colonne q dont les
éléments sont qgj = Vmj Xgj , avec m; masse du i&Me atome.

Dans ce systeme 1'énergie cinétique moléculaire s'écrit:

77



3N
o2
2T = Z q;
i=1
ou en notation matricielle
2T= +q avec § vecteur dérivé par rapport au temps et 4* le vecteur transposé.

De méme nous allons exprimer 1'énergie potentielle moléculaire. La forme
analytique V de celle-ci n'est pas connue, mais on sait qu'elle est fonction des dépla-
cements atomiques autour de leur position d'équilibre. On peut donc la développer
comme une série de Taylor au voisinage de la configuration d'équilibre et dans
' 'approximation des faibles déplacements on a:

2 3
ov 1 oV 1 oV
V=V°+Z — qi+"2'Z S qiqj+§.z ——— | 4;9;qk * -
i,j Oinqj A i,k Oqlbquqk A

Le premier terme V, du développement, étant indépendant des coordonnées de
déplacement, peut &tre choisi comme nul, le deuxieme terme est lui aussi nul puisque la
molécule est considérée dans un état d'énergie minimal, donc sa dérivée est nulle. Si l'on
se place dans l'approximation harmonique le quatriéme terme ( terme cubique ) et ceux
d'ordre supérieur sont négligés.

Dans cette hypothése de potentiel harmonique les constantes de force
quadratiques sont définies par:

2
>V
0q;04; )

et 1a fonction potentielle s'écrit:

1
soit en notation matricielle

V=qtf q

Dans le systtme des coordonnées cartésiennes pondérées, les formes des
fonctions énergie cinétique et énergie potentielle ayant été déterminées, la fonction qui
permet d'exprimer les mouvements de vibration est la fonction de la fonction de Lagrange

L=T-V
L'équation de Lagrange correspondante est:
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d(d8L) oL

dt 8q; ) Sq

ce qui amene un ensemble de 3N équations différentielles du second ordre tel que:
di+Xjfijq =0

dont les solutions sont du type oscillateur harmonique et conduisent au déterminant

séculaire suivant:

| fij- A8jj| =0 avec A =4n2c2v2 etV est le nombre d'onde que I'on nomme par abus

de langage fréquence exprimée en cm-!,

Les solutions sont donc les 3N fréquences harmoniques parmi lesquelles 6 sont
nulles, imposées par les conditions d'Eckart-Sayvetz[231,232] et qui correspondent aux
trois translations et aux trois rotations d'ensemble de la molécule. Les 3N-6 autres
conduisent aux modes normaux de vibration, dont la combinaison linéaire définit le
mouvement de déformation réel de la molécule autour de sa position d'équilibre.

Du point de vue pratique, la base des coordonnées cartésiennes ou cartésiennes
pondérées pose des problémes de calcul, car la matrice f carrée, symétrique d'ordre 3N
n'est pas diagonale et le probleme vibrationnel ne peut donc pas étre divisé en 3N
problémes distincts.

Dans toute la suite du traitement, il faudra chercher des bases de coordonnées
dans lesquelles les matrices énergies potentielle et cinétique sont diagonales et ne
s'expriment pas de fagon trop compliquées ( la structure des matrices et en particulier de
la matrice f dépend du choix du systéme considéré ).

e Base des coordonnées internes

Au lieu de considérer les coordonnées cartésiennes, l'espace des coordonnées
internes peut étre investi: il décrit les modifications des longueurs de liaison, des angles

de valence et des angles torsionnels entre liaisons chimiques de la molécule.

Si R est le vecteur des coordonnées internes et B la matrice de passage des
coordonnées cartésiennes aux coordonnées internes ( matrice rectangulaire déterminée par
la géométrie ), on a
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R=BX . Sil'on considére les 6 coordonnées externes la matrice B est rendue carrée
et dans le cas ol elle est non singulitre, son inverse est calculable etona X = B-1 R (les
éléments de B sont calculés a l'aide des vecteurs de Wilson [233] ).

La matrice énergie cinétique s'écrit:
2T = §*4 = X*MX = R+ (B! M B-1)R  clestadire

2T = R*Gr'1 R avec GR = B M-! B* matrice carrée symétrique non diagonale.

De méme dans cette base des coordonnées internes, l'énergie potentielle dans

I'approximation harmonique s'écrit:

2V =R+*FR R avec FR = B*-1 f B-1 ol fx = M1/2 £ M1/2 est la matrice des
constantes de force exprimée dans la base des coordonnées cartésiennes. La matrice FR
est carrée symétrique et ses éléments sont les constantes de force.

A partir de I'équation de Lagrange, définie précédemment, on obtient 1'équation
séculaire suivante:

GRFRL =LA
avec A matrice diagonale des valeurs propres A; =4 12 ¢2v;2 et L matrice des vecteurs

propres correspondants.

Si Gr et FR sont symétriques, leur produit GR Fr ne l'est pas. Il faut donc
effectuer une diagonalisation des matrices [234] et le probléme permet d'introduire alors
les coordonnées normales.

La réalisation de ce probléme est réalisable en diagonalisant dans un premier
temps la matrice Gg par une transformation orthogonale, ce qui conduit  la matrice des
valeurs propres Ag et des vecteurs propres L tels que

LgtGrLg = Ag
Cette matrice Gg est alors transformée en matrice unité E par l'intermédiaire de
la matrice de la transformation LOg telle que LOG = Lg (Ag)1/2, ce qui s'écrit:

LoG*Gr LoG = E

Puisque la matrice GRr a été transformée en matrice unité par LG, ce qui
simplifie le probléme, on regarde dans un deuxiéme temps l'action de cette transformation
sur la matrice FR et on obtient la matrice symétrique Fc suivante:

Fc = LO9g*Fr LOg qui est ensuite diagonalisée par
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Lc*tFe Le = Ac
Si I'on se rameéne au probléme séculaire, les valeurs propres du produit des
matrices et les vecteurs propres correspondants sont tels que:

A = Ac et

L = L9 Lg

e Base des coordonnées normales

La matrice précédente des vecteurs propres définit, & partir des coordonnées
internes R utilisés au départ, la base des coordonnées dites normales Q par la relation:

R=LQ
Dans cette base, les matrices énergies potentielles et cinétiques s'écrivent

simplement

3N-6
2V =Q'AQ= 2 A Q
k=1 et
3N-6

2T=<'2*Q=]§1c'2§

Donc, nous avons la possibilité de séparer théoriquement le probléme de
dimension 3N-6 en 3N-6 problémes distincts. Une coordonnée normale est associée a
chaque mode normal et inversement. La base de ces coordonnées semble alors idéale
pour décrire les modes de vibration de la molécule considérée.

Seulement les coordonnées normales se heurtent au caractére de transférabilité et
sont spécifiques du cas envisagé. Le choix du syst¢éme engendrant la forme de la matrice
F, les constantes de force fjj ainsi déterminées ne sont pas exploitables pour des systemes
moléculaires équivalent a celui étudié.

11 faut donc définir une base qui se trouve entre celle des coordonnées internes et
celle des coordonnées normales: c'est 1a base des coordonnée de symétrie.
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¢ Base des coordonnées de symétrie

Elle doit vérifier certaines propriétés décrites par T. Shimanouchi [230]
+ Les coordonnées doivent toutes étre indépendantes ies unes des autres.
« Il doit exister une relation simple avec les coordonnées internes.

+ Les coordonnées doivent étre aussi proches que possible des coordon-
nées normales, les constantes de force non diagonales devenant alors trés petites
devant les diagonales. Il en résulte que chaque coordonnée est alors un vecteur
propre de 1'équation, ce qui facilite l'attribution des spectres étant associé a la
valeur propre correspondante. .

+ Les coordonnées sont symétriques, anti-symétriques ou dégénérées par
rapport aux opérations de symétrie locale des groupements moléculaires ( Czy
pour un groupement méthyle, C2y pour un groupement méthyléne... ), mais pas
forcément par rapport aux opérations de symétrie de la molécule entiere.

Dans ces conditions, le champ de forces déterminé est empiriquement
transférable .

Dans cette base, les coordonnées constituent un vecteur S lié aux coordonnées
internes par la relation:

S=UR
ou la matrice de passage des coordonnées internes aux coordonnées de symétrie est une
matrice orthonormée, unitaire, ce qui entraine (Ut U =E):

R =1U*S§

Lorsque l'on considére les formes des matrices énergie potentielle et énergie
cinétique, il vient:
2V = R*FRR = S+(U Fr U*)S = S*Fg S avec Fs=U Fr U* et

2T = R*GR 1R = §+(UGR1U"S = & Gs1 § avec Gg=U Gg U+
Le produit Fs.Gg donne alors:

Fs Gs = UGF U* ce qui traduit le fait que Fg Gs et G F sont semblables et ont donc
mémes valeurs propres:
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Lsl FgGs Lg = A et les vecteurs propres Lg sont tels que

L = U*tLg.
L'emploi de la base des coordonnées de symétrie amene de fagon satisfaisante &
une résolution du probléme séculaire et permet la transférabilité du champ de forces.

e Conclusion

Le calcul des fréquences ( matrice diagonale des valeurs propres ) et des modes
de vibration ( matrice orthogonale des vecteurs propres ) s'effectue a partir des données
cinématiques ( matrice G ) et des données dynamiques ( matrice F ). La résolution du
probléme séculaire vibrationnel peut s'effectuer dans différentes bases de coordonnées.
Cependant, il ne faut pas perdre de vue que la matrice F dépend du choix du syst¢me de
coordonnées. La base des coordonnées de symétrie posséde en outre la propriété
fondamentale de transférabilité.

Les différentes bases et les expressions des énergies cinétique et potentielle sont
donnés dans le tableau I1.1.

Energies Coordonnées
cartésiennes internes de symétrie normales
X R S Q
R=BX S=UR Q=Ls’ls
2T = X+MX R*GR-IR S+Gs71§ Q"Q
Gr=BM-1B+ Gs=UGRU* E=Lg-1GsLg 1+
A _ R*FR R S*Fs S Q*AQ
Fs=UFRU* A=Ls*FsLg
—> Equation séculaire GsFsLg=Lg A

Tableau IL1: Systtmes de base de coordonnées et expressions des énergies cinétiques
et potentielles dans ces bases.
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Un exemple de résolution de I'équation séculaire et les différentes étapes mis en
jeu avec l'utilisation du champ de forces Urey-Bradley Shimanouchi modifié a été
développé dans la thése de P. DERREUMAUX [142].

I1.3.d.y Probléme séculaire inverse: affinement des constant. 7

La connaissance de la contribution des différentes coordonnées de symétrie de la
molécule a chaque fréquence de vibration est fondamentale pour réaliser correctement une
analyse de modes normaux. De plus, elle permet d'obtenir un ajustement le plus parfait
possible entre fréquences calculées et fréquences observées, par le biais des variations
des constantes de force qui sont attachées a ces coordonnées. L'attribution des modes
normaux de vibration et la détermination des constantes de force correspond a la

résolution du probléme séculaire inverse [236].

La contribution partielle des coordonnées de symétrie a chaque mode est fournie
par la matrice de Distribution d'Energie Potenticlle ( PED de 'anglais 'Potential Energy
Distribution' ). Un élément de cette matrice dans la base S est donné par:

2
(Lyp? ().
(PED),, = ————— x 100
] A
d
Au méme titre que pour la contribution partielle & chaque mode de vibration des
coordonnées de symétrie, est définie pour ceux-ci une contribution partielle des
constantes de force. Les fréquences calculées différent en général des valeurs expéri-
mentales. Le probléme consiste & diminuer l'erreur que constitue I'écart vios - v et ceci

se réalise en faisant varier les constantes de force:

bvi
Av, = — Ak,
ok; !

ce qui permet d'introduire la matrice Jacobien J dont les €léments sont les dérivées
partielles de v; par rapport aux constantes de force. Les propriétés de J définissent
I'affinement des constantes de force. Il est & noter que le résultat du calcul d'affinement
n'est pas unique [78,236] et que d'autres ensembles de constantes de force pourraient
donner des résultats similaires. Pour une molécule de N atomes, il existe 2N champs de
forces possibles. Ceux-ci peuvent étre discriminer par calculs sur des molécules
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substituées isotopiquement et par des calculs d'intensité infrarouge ou Raman de
Résonance.

En utilisant I'écriture du jacobien, la contribution partielle des constantes de
force & chaque mode de vibration définit une matrice ( PEF 'Potential Energy distribution
for Force constants' ):

PEF).. = Tk 2
i

La méthode d'affinement des constantes de force, par exemple utilisation de la
matrice des contraintes Z, a €té parfaitement décrite par T. Shimanouchi [230}, et dans
d'autres articles [235-236].

I1.3.d.86 Calcul dans le cristal

Tout le formalisme jusqu'a présent décrit concernait les molécules a 1'état isolé,
c'est & dire sans aucune considération d'interactions intermoléculaires. Il est possible
d'envisager un calcul du cristal parfait, correspondant au calcul de la molécule et de celles
constituants la cellule primaire, et dans lequel les interactions intermoléculaires aménées
par les molécules des cellules voisines sont prises en compte, ainsi que les contributions
des liaisons hydrogeénes décrites par une fonction spécifique. Ce calcul revient a 1'étude
du comportement de la matrice dynamique [238,242].

Un tel calcul est fondamental pour expliquer toutes les vibrations de basse
fréquence, dans lesquelles les contributions des interactions intermoléculaires sont
majoritaires. De méme, le traitement explicite des liaisons hydrogénes est lui aussi
important dans cette région des basses fréquences. Les contributions de ces liaisons
hydrogénes peuvent méme exister et €tre importantes pour de nombreuses vibrations dans
tous les domaines du spectre, influangant ainsi la valeur des constantes de force
intramoléculaires.

Le calcul dans le cristal s'organise de la fagon suivante:

- A partir de la molécule de base (A1) de la cellule origine, les autres molécules
(An) mises en jeu dans le systeme cristallin sont engendrer par l'intermédiaire d'une
matrice de rotation W et du vecteur de translation T tels que Ap=WA; + T.

- Les molécules des cellules voisines sont alors obtenues en "construisant" le
cristal au moyen de la matrice V des parameétres de la maille du systéme cristallin
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considéré. Un cristal est bien construit si l'on retrouve correctement les vibrations
acoustiques selon les bonnes représentations irréductibles données dans les tables de
caractéres.

- Le nombre des cellules prises en compte est obtenu en considérant les liaisons
hydrogénes existantes et la fagon dont elles s'établissent. Le calcul peut étre au premier
ordre autour de la cellule de base ( 27 mailles au total, Cf. glucose ), au deuxi¢me ordre
( 125 mailles, par exemple Cf. trehalose ) ou parfois au troisieéme ordre ( 343 mailles, Cf.
sophorose).

De la méme fagon que pour la molécule isolée, la matrice B des interactions
intermoléculaires est définie ( construction des coordonnées internes définies dans le
cadre des liaisons hydrogénes ), ainsi que la matrice des contraintes intermoléculaires
( matrice Zgy ) [40].

I1.3.d.e Modeéles de champ de forces

La seule certitude que l'on ait sur la fonction énergie potentielle, est qu'elle
s'écrit sous la forme d'un développement limité autour de sa position d'équilibre et que
donc, elle est fonction des coordonnées de déplacement par rapport & cette position. Les
différents termes d'énergie traduisant ces coordonnées et les paramétres qui s'y
rapportent, constituent, comme déja signalé, le champ de forces moléculaire.

Plusieurs modeles existent suivant les termes d'énergie et les approximations
considérés. Il est bien évident que la construction de la matrice F dépend non seulement
de la base des coordonnées utilisées mais aussi de la forme du champ de forces
considéré.

e Champ de Force de Valence: 'Valence Force Field' (VFF) [230,240]
Clest le plus simple, provenant directement de la forme de la fonction énergie
potentielle dans le cadre de l'approximation harmonique mettant en jeu de petits
déplacements. Il se développe suivant les modifications des coordonnées internes de la
molécule. |

15, 2 1 2 1 2
V = .Z_ZKij (Ary)” + —2—2 Hiy (A(Dijk) + ‘Q‘Z Yija (Mijkl)

formule dans laquelle K, H et Y correspondent respectivement aux élongations des
liaisons (Ar), aux modifications des angles de valence (AD) et des angles de torsion (AT).
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Ce champ donne en régle général un mauvais ajustement des fréquences de vibration
[240].

e Champ de Force de Valence Généralisé: 'General Valence Force Field'

(GVFF) [230,240]
Ce champ de forces est le méme que le champ de forces de valence précédent,
mais il prend en compte en plus tous les termes non diagonaux. Les constantes de force

sont transférables de fagon satisfaisante [240,243].

¢ Champ de Force Central: 'Central Force Field' (CFF) [230]
La fonction énergie potentielle correspondant a ce modele s'écrit sous forme des

modifications des liaisons et des distances interatomiques. Il s'exprime comme:
V= o2 K (Bn)? + + 3 F, (Mg
-7 ij (i 7~ iy B4

ou K est la constante de force relative a 1'élongation (Ar) et F celle de la modification de la
distance interatomique i,j (Aq). F correspond en fait & une constante de force répulsive

entre les atomes i et j.

¢ Champ de Force Urey-Bradley: 'Urey-Bradley Force Field' (UBFF)
[230,244]

En 1931, Urey et Bradley [244] proposent d'attribuer les termes non diagonaux
du champ de forces de valence généralisé comme étant dus aux interactions entre atomes

non liés. Ce modele s'exprime comme étant:
1 2, 1 5 . 1 2 2
= 72 Kij (Arij) + 2 2 Hijk (A(Dijk) ¥ 3 2 Yijkl (Mijkl) + ZFij (Aqij)

K, H, Y et F sont respectivement les constantes de force d'élongation des liaisons, de
modification des angles de valence et de torsion et de répulsion entre atomes non liés.

¢ Champ de Force de Urey-Bradley-Shimanouchi modifié: 'modified
Urey-Bradley-Shimanouchi' (mUBSFF)

Le point de départ de ce champ de forces est celui précédemment décrit,
completé par les termes linéaires de chaque partie énergétique, introduisant ainsi les
tensions internes et surtout par des termes d'interactions angles de valence - angles de
valence comme |, t ou g, d'oti le nom de modifié. Une description compléte de ce champ
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de forces est donnée par T. Shimanouchi [245] et des exemples d'utilisation sont décrits
[246,247]. 11 sera envisagé en détail dans le chapitre IV.. On peut cependant signaler que
ce champ de forces mUBSFF est généralement proche de GVFF.

e Champ de Force de Symétrie Locale: 'Local Symmetry Force Field'
(LSFF), appelé aussi 'Group Coordinate Force Field' (GCFF) [230]

Le point de départ de ce champ de forces est le mUBSFF, mais les groupements
méthyle et méthyleéne sont considérés suivant leur symétrie propre c'est a dire
respectivement C3y et Coy. On définit des coordonnées de symétrie locale pour chaque
groupement ( Cf. Chapitre sur le glucose ), les constantes de force associées peuvent
alors étre transférées a des groupements similaires dont I'environnement immédiat est le
méme que celui du groupement considéré [230,245].

Les coordonnées de symétrie locale, comme nous l'avons vu plus haut,
permettent d'envisager correctement le principe de tranférabilité des constantes de force.

Les champs de forces mUBSFF et LSFF seront ceux utilisés dans la suite de ce
travail.

11.3.d.{ Analyse des modes normaux de vibration des saccharides

Les saccharides étant des molécules assez importantes ( 24 atomes pour un
monosaccharide = 3x24 - 6 = 66 modes de vibration et 45 atomes pour un disaccharide
=> 3x45 - 6 = 129 modes de vibration ), il n'éxiste pas énormément de calculs d'analyse

de modes normaux.

Le premier travail conséquent a été effectué par D. VASKO et J. KOENIG
[60,62,73] sur les deux formes anoméres du glucose, sur la base de spectres en solution
et A I'état cristallin, et pour des composés deutérés. Le champ de forces utilisé [248]
s'apparente au GVFF et est capable de reproduire les spectres et les différences entre les
deux anomeres. De plus, sur la base des constantes de force ainsi déterminées, des
attributions de fréquences ont été proposées pour des disaccharides ( maltose et
cellobiose ) et sur leurs polymeéres, c'est & dire sur la forme V de I'amylose [92] et sur la
molécule de cellulose [91]. Pour l'instant, il semblerait que ce soit le seul exemple
d'exploitation des constantes de force, déterminées pour les entit€s modeles
saccharidiques, transférées a des polysaccharides.

Une autre étude est celle de H. WELLS [75] sur les anomeéres du glucose avec
un champ de force " mi-chemin"” entre le VFF et le GVFF ( certaines constantes non
diagonales sont rejetées ) et dont les constantes de force sont utilisées sur le mannose et
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les anomeres du galactose. Cependant, Wells propose certaines attributions de modes de
vibration qui ne semblent pas satisfaisantes [72] et qui perturbent beaucoup l'ensemble
des résultats sur le reste de la molécule, l'ensemble des modes de vibration étant trés
couplés.

Avec leur champ de forces AMII [76,77] Andrianov et col. ont effectués un
calcul sur le B-D-glucose. Une attribution a été proposé alors sur le cellobiose. On peut
cependant noter que sur le béta glucose 1'écart standard moyen sur l'ensemble des modes
de vibration est de 31 cm-1., ce qui est une valeur trop importante.

En 1977, HINENO M. [70] propose pour le B-D-glucose un calcul utilisant un
champ de Urey-Bradley UBFF sur la base d'une étude infrarouge entre 50-4000 cm-1,
Cest le seul calcul actuellement connu utilisant le UBFF.

Toutes les analyses de modes normaux précédemment citées ont été effectuées
sur des molécules isolées, donc sans interactions intermoléculaires. Le seul calcul dans le
cristal existant a été effectué au laboratoire par J.P. HUVENNE [72,78] sur les deux
anomeres du glucose. Ils seront tous détaillés dans le calcul effectué sur les anomeéres du
glucose (Cf. Chap. IV).

11.3.d.E Conclusion

Bien que le formalisme de I'analyse des modes normaux de vibration soit assez
complexe, les moyens informatiques actuels permettent d'envisager des systémes
moléculaires plus importants. Le choix du modeéle de champ de forces utilisé est
fondamental pour la suite des études. Le critére de transférabilité des constantes et la
fiabilité que I'on peut leur accorder, reste encore les conditiens majeures pour choisir ce
modele. L'ensemble de ces pdramétres devraient pouvbir satisfaire les modélisations
moléculaires de molécules oligosaccharidiques ou polysaccharidiques.
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Modelisation moleculaire de [a
partie glycannique d'une
glycoproteine.

I. Introduction

L'importance des glycoconjugués dans le milieu biologique n'est plus a
démontrer. Pour comprendre leurs activités et leurs mécanismes d'action, il est
indispensable de ne pas dissocier le comportement de 1a partie glycannique de celui de la
partie macromoléculaire. Or, ce n'est que depuis une quizaine d'années que l'on
s'intéresse a cette partie glucidique qui, pendant longtemps, avait été considérée comme
dénuée de toute "intelligence biologique". Il est maintenant admis que la plupart des
mécanismes mettant en jeu des glycoconjugués ne peuvent pas s'interpréter sans prendre
en considération le glycanne.

Ceci est notamment le cas dans la chimie des glycoprotéines [1,2]. 1l faut
cependant, pour comprendre la fonction d'une glycoprotéine, essayer de déchiffrer le
message contenu par le glycanne. On est donc tout naturellement amené a se poser les
questions suivantes [3-5]:

e pourquoi les protéines sont elles glycosylées?

¢ quels sont les modes d'action des glycannes et comment agissent-ils:

- dans les mécanismes de reconnaissance et d'association avec des virus,
avec des enzymes ( pendant la biosynthése des glycannes ), avec des lectines,

- dans la protection de la chaine peptidique contre des attaques
protéolytiques,

- dans l'induction et dans le maintien de la conformation de la protéine,

- dans la diminution de I'immunogénicité des protéines,

- dans l'adhésion intra-cellulaire, la reconnaissance et l'inhibition de
contact... 7.
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Pour répondre A ces questions, la seule connaissance de la structure primaire des
chaines glycanniques n'est pas suffisante. Une connaissance précise de la structure
tridimensionnelle, de 1a flexibilité et par conséquent de 1'adaptabilité conformationnelle
est fondamentale pour tenter d'expliquer les différents réles fonctionnels qui leur sont ou
pourraient leur étre attribués.

Malheureusement, nous avons vu que, pour les glycannes, les méthodes
physico-chimiques permettant d'accéder aux données conformationnelles sont
relativement réduites ( Cf. Chap L. et IL. ). Les méthodes théoriques de modélisation
moléculaire sont donc tout a fait adaptées a ce type d'étude.

C'est dans ce but que nous avons réalisé, en collaboration avec le laboratoire de
Chimie-Biologique du Professeur Montreuil de 1'Université de Lille I, une modélisation
moléculaire de glycanne existant dans la lactotransferrine humaine [6]. Aprés avoir décrit
la structure du glycanne et la technique de modélisation moléculaire utilisée, les résultats
seront présentés et comparés aux différentes études existantes. Des structures présentant
des conformations différentes sont obtenues et tout naturellement il était intéressant
d'effectuer un calcul de dynamique moléculaire pour essayer d'appréhender le passage
entre les différentes structures. Ces résultats sont présentés dans le dernier paragraphe.

II. Présentations du glycanne et de la modélisation moléculaire

I1.1 La structure du glycanne

Les glycannes peuvent appartenir 3 deux classes de glycoprotéines: les
O-glycosylprotéines et les N-glycosylprotéines [1-5]: celui étudié ici, fait parti de la
seconde classe, c'est a dire qu'il est reli€ a la protéine par une liaison N-glycosyle par
I'intermédiaire d'un résidu asparagine. Dans cette classe de glycoprotéine, il est de type
N-acétyl lactosaminique caractéris€ par les résidus qui le constituent: N-acétyl
glucosamine, mannose, galactose, fucose et acide sialyque [1-5].

La molécule étudiée est celle rencontrée dans la lactrotransferrine humaine [6],
un glycanne biantenné disialylé monofucosylé ( Fig. III.1). 11 est constitué d'un corps
commun ( Asn-GlcNAc,1-4GIcNAcp,1-4Mana, 1-3[Mana,1-6] ) qui se retrouve dans
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toutes les N-glycosylprotéines. Sur ce corps commun viennent se brancher des résidus
saccharidiques qui constituent les antennes du glycanne. Cette partie du glycanne et la
flexibilité qui I'accompagne, conferent au glycanne sa spécificité.

I1.2 Présentation de la modélisation moléculaire

Comme déja signalé dans les chapitres d'introduction, les données
conformationnelles expérimentales étaient, lorsque nous avons commencé ce travail,
inexistantes sur une structure compléte. L'infographie moléculaire nous a permi de pallier
ces problémes.

2.0 Matériel i 1

La construction du glycanne a été réalis€e sur un écran graphique
tridimensionnel haute résolution PS350 Evans & Sutherland. Celui-ci est relié a
l'ordinateur hdte Vax 6320 du Centre d'Etudes et de Recherches en Informatique Médical
(CERIM) du CHR de LILLE sur lequel les calculs sont effectués.

Le logiciel de modélisation moléculaire utilis€ est le logiciel SYBYL [7] avec son
champ de forces Tripos 5.3 associ€ [8]. Ce demier, bien que non spécialisé a 1'étude des
saccharides, semble toutefois capable de reproduire correctement les géométries de
certains oses, comme le mannose, la N-acétyl glucosamine, le galactose ou l'arabinose

[8].

Certaines visualisations ont été obtenues & 1'aide des logiciels de modélisation
moléculaire HYDRA [9] et MANOSK [10].

112, itions de | délisation moléculair

Le point de départ de la construction du glycanne a été l'utilisation des données
cristallographiques pour des fragments existants: GIcNAcPB,1-4GlcNAcP [11],
Galp,1-4GIcNAc [12], Mana,1-3Manf,1-4GlcNAc [13]. La géométrie des cycles est
celle de la cristallographie et pour les autres monosaccharides les données des unités
seules ont été utilisées. Tous sont supposés dans la forme 4C; sauf l'acide sialique qui lui
est en forme 1C4. La nomenclature des liaisons glycosidique est celle explicitée au
chapitre I. Les angles torsionnels sont définis par rapport aux hydrogeénes ( nomenclature
rencontrée en RMN ). Les groupements hydroxyles primaires ont 1'orientation de la
structure cristalline correspondante.
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Dans un premier temps, nous avions construit le glycanne complet et essayer
d'envisager ses différentes conformations. Devant 1a complexité du travail, 1ié au nombre
important de degrés de liberté, nous avons modifié notre stratégie.

A l'aide de la subroutine SEARCH du logiciel SYBYL, permettant le balayage
conformationnel de l'espace tridimensionnel, nous avons étudié les différentes
conformations possibles pour tous les disaccharides constituants le glycanne. Ceci a été
réalisé¢ au moyen d'un quadrillage de I'espace de 10° en 10° pour les angles torsionnels
©®H, Yy et Wy. Pour chaque conformation, une minimisation d'énergie a 1'aide de la
subroutine MAXIMIN2 de SYBYL, avec relaxation de toutes les coordonnées internes, a
été effectuée. Pour chaque disaccharide, une ou plusieurs "familles" de conformeres
étaient obtenues ( par le terme de famille sont rassemblés les conforméres correspondants
a la combinaison des angles diédraux 2 plus ou moins 10 ou 20 degrés ).

Pour les disaccharides suivants, GIcNAcB1-4GIcNAcB, ManB1-4GIcNAcB,
Mana1-3Manf, des calculs semi-empiriques utilisant I'hamiltonien AM; ont été réalisés
pour chaque conformére observé, ceci en vue de comparer les énergies et les structures
relatives & chaque conformere & celles obtenues par le champ de forces TRIPOS 5.3. 11
apparait que les résultats concordent correctement et que le champ de forces Tripos 5.3
puisse étre utilisé sur des unités plus complexes. Celui-ci comprend les termes du
potentiel intramoléculaire classique et les termes intermoléculaires de van der Waals et
électrostatique ( les charges provenant de AMy ).

Ainsi, pour chaque disaccharide 1'influence du résidu se trouvant en position
réduite ou non a été envisagée. Les conformations de chaque liaison glycosidique ont
donc, de la méme maniére que pour les disaccharides seuls, été obtenues dans
I'environnement trisaccharidique. Pour des raisons de temps de calcul, l'espace
conformationnel a ét€ balayé pour chaque angle torsionnel, entre les différents résidus, de
15°en 15°.

Le point de ramification du glycanne étant étre une zone clé, ses conformations
ont non seulement ét€ étudiées dans les différents environnements trisaccharidiques mais
aussi dans des structures plus complexes. Dans un premier calcul, la tétrasaccharide
Manal-3[Mano1-6]ManfB1-4GIlcNAcP a été envisagé avec cependant la liaison
glycosidique Manf31-4GIcNAcf fixée dans sa configuration la plus favorable. Ensuite, ce
point de branchement a ét€ étudi€ dans les pentasaccharides suivants:

Mana1-3[GIcNAcB1-2Mana1-6]Manf1-4GIcNACcB et

Manal-6[GlcNAcB1-2Mana1-3]ManB1-4GIcNAcB.

La complexité des structures ne permet pas de faire varier chaque angle
torsionnel, les temps de calcul étant alors beaucoup trop importants. LA encore, la liaison
glycosidique Manf1-4GIcNAcp a été fixée dans sa configuration la plus favorable. Les
liaisons glycosidiques GIcNAcB1-2Mana et Mana1-3Manf sont elles considérées
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respectivement avec leur quatre et trois conformeres correspondant aux énergies les plus
basses.

Enfin, 3 partir de tous ces résultats, une structure, correspondant pour chaque
liaison glycosidique  la conformation la plus favorable, a ét€ construite et minimisée (Cf.
Photo 1). Le calcul pour chaque liaison glycosidique a alors été entrepris, de fagon a
évaluer l'influence de la structure compléte sur cette liaison.

III. Résultats et discussion de la modélisation moléculaire

L'ensemble des résultats pour les principales liaisons glycosidiques est donné

dans les tableaux III.1 a IT1.9. Les résultats pour chacune des liaisons glycosidiques dans
* 'environnement glycannique complet sont dans le tableau II1.10 et les principales
structures favorables sont envisagées dans le tableau III.11.

Liaison glycosidique GIcNAcB.1-4GIcNAc

Quelque soit 'environnement, la valeur de I'angle ¢y reste a 60° et celle de yy
entre -10 et -15° ( selon la structure ou elle se trouve, la liaison glycosidique n'est pas
évaluée avec le méme pas ). Ceci est en accord avec les valeurs de la cristallographie [11].
Cependant, dans des modélisations différentes, Biswas et al. [14] décrivent des couples
(51, 6)et (10, -40 ) différents et Imberty et al. [15] envisagent des variations de 25° a
145° et de -50° a 210° pour @y et Yy respectivement. Ces différences peuvent provenir
des termes de I'énergie potentielle pris en compte et des valeurs des parametres qui les
accompagnent. La présence d'une liaison hydrogéne intra-moléculaire Os...03' doit
stabiliser le disaccharide. La présence ou non de I'asparagine dans le calcul ne modifie en
rien les résultats.

idique ManB.1-4GIcNA
Les résultats concernant cette liaison glycosidique sont résumés dans le tableau
III.1. Les valeurs calculées sont relativement constantes, autour de ( 50, -20 ), les
différences pouvent provenir du pas d'intégration selon la structure étudiée. Les résultats
de la littérature [14,15] sont accords avec ceux-ci. Ici encore, la présence d'une liaison
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hydrogeéne intra-moléculaire Os...03' doit stabiliser le disaccharide. Cependant, la
présence du mannose sur l'antenne en 6 semble bouleverser 1égérement les valeurs de la
liaison glycosidique ( 75, -15) et attribuer a cette liaison une faible mobilité qui pourrait
alors perturbuer la liaison hydrogéne intramoléculaire.

Tableau III.1: Valeurs des angles de torsion ( en degrés ) et des énergies relatives ( en
kcal/mol ) de la liaison glycosidique Manf,1-4GIcNAcP dans ses différents

environnements.
Structure (ou, WH) OE
Manp,1-4GIcNAcP (40,-20) 0,
Manf,1-4GIcNAcp,1-4GIcNAcB (45,-30) 0,
Mana,1-3Man,GIcNAcB (60,-15) 0,
Mana,1-6Manf,GIcNAcB (75,-15) 0,

Liaison glycosidique Fuco I-6GIcNAc

Tableau IIL.2: Valeurs des angles de torsion ( en degrés ) et des énergies relatives ( en
kcal/mol ) de la liaison glycosidique Fuca,1-6GlcNAcPB dans ses différents

environnements, avec et sans le résidu asparagine ( * numéro du conformére utilisé dans

le texte ).
Structure * ( ¢H, YH,0H ) OE
Fuca,1-6GIcNAcP 1 (60,170,180) 0,
1I (60,180, 50) 0,38
sl (60,180,-60 ) 1,40
v (-60,150,170) 3,58
Fuca,l-GGlcNAcB-Asn I (60,170,170 ) 0,
I (60,180, 50) 0,49
VI ( 60,-60,-40 ) 0,83
Vv ( 40, 90,-60) 1,17
v (-60,180,170) 1,32
GlcNAcP, 1-4[Fuce, 1-6]GIcNACH 1| (60,180,170) 0,
GlCNACB,l-4[Fuc(x,l-6]GlcNAC[3—Asn I (60,180,165 ) 0,
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Les résultats pour cette liaison sont donnés dans le tableau III.2. On peut noter
pour cette liaison présentant une grande flexibilité ( liaison 1-6 avec trois angles
diédraux ) des différences notables selon l'environnement considéré. Ainsi, les
conformeres I et II ne varient pas dans le disaccharide avec et sans Asn. Ceci n'est pas
vrai pour les autres conformeres et, par exemple, des modifications d'angles notables
apparaisent ( conformere III ( 60, 180, -60 ) au conformere V ( 60, 90, -60 ) ) et des
différences d'énergies relativement importantes existent ( conformere IV ). Lorsqu'une
glucosamine est ajoutée, les conformeres II & V disparaissent par différence d'énergie
trop importante et seule le conformere I reste stable. Ceci est en accord avec les résultats
expérimentaux de RMN [16,17] qui procurent la valeur ( 60, 150, 180 ).

Tableau III.3: Valeurs des angles de torsion ( en degrés ) et des énergies relatives ( en
kcal/mol ) de la liaison glycosidique Manc,1-3Manf dans ses différents environnements

trisaccharidiques et pentasaccharidiques ( * numéro du conformere utilisé dans le texte ).

Structure * (P, WH ) O
Mana,1-3Manf I (-60,-30) 0,
4 II (-30,60) 1,52
Mana,1-3Manp,1-4GIlcNAcB I (-60,-30) 0,
II (-30,-45) 0,71
I - (45,30) 3,39
Mana, 1-3[Mano,, 1-6]Manp I (-60,-20 ) 0,32
Il (-40, 40 ) 0,
II (40, 40) 0,62
v (80,60) 0,09
GIcNAcp,1-2Mana, 1-3Manf I (-60,-45) 0,
I (-30,45) 3,21
Mana,1-3[GIcNAcB,1-2Manda, 1-6]- I (-60,-40) 0,
Manf,1-4GIcNAc II (-20,40) 4,70
Mana,1-6[GlcNAcB,1-2Mana,1-3]- I (-60,-40) 0,
Man, 1-4GIcNAcB I (-20, 40) 4,94
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Il semble donc que, dans un environnement plus complexe que celui du
disaccharide, des conformations soient impossibles et que la mobilité du fucose soit
réduite, en partie due au groupement acétamido de la glucosamine 2. De plus, il faut
considérer que ces calculs sont effectués pour une molécule isolée et que le fucose
pourrait adopter une autre conformation en présence de la chaine peptidique.

Ligi Neosidique M. 1-3ManB

Les conformeres I et Il sont retrouvées dans toutes les structures. En particulier,
le conformere I est en accord avec les valeurs observées ( -57.6, -19.4 ) dans la structure
cristalline de Warin et al. [13] et dans les résultats de RMN [16,17]. Le conformére IT a
lui été décrit par Imberty et al. [15]. On peut toutefois remarquer que ce conformére 11
devient le plus favorable dans le trisaccharide lorsque le mannose en 6 est ajouté. De
méme, il est intéressant de constater que de nouveaux conforméres ( avec un Qg positif )
peuvent apparaitre dans certaines structures trisaccharidiques ( Cf. tableau IIL.3 ). Ceux ci
disparaissent dans les structures pentasaccharidiques. Le conformére II dans les
pentasaccharides qui, bien que présentant une différence d'énergie assez importante, est
conservé. En effet, pour ces valeurs ( -20, 40 ) toutes les conformatipns des autres

liaisons glycosidiques peuvent &tre retrouvées avec une différence d'énergie égale a celle
de la Haison Mana,1-3Manf.

Liaison glycosidique GIcNAcfB.1-2Manc;

Pour cette liaison deux conforméres sont trouvés dans le disaccharide ( Cf.
Tableau I11.4 ) alors que Brisson et al. [16,17] n'en trouvent qu'un 2 l'aide de la méthode
HSEA (40,30 ). Cependant, récemment dans une interprétation de données de RMN,
deux populations de conforméres sont obtenues [18]. Ceci prouve que les résultats de
RMN ne peuvent étre interprétés en terme de conformation unique. Le fait d'ajouter des
unités ( trisaccharides ou pentasaccharides ) augmente le nombre de possibilité et alors le
conformere II devient le plus probable. I est & noter que les valeurs de la liaison
glycosidique sur I'antenne en 3 sont de 20° 4 40° plus faibles que celles de 1'antenne en 6.

Ligison glycosidique Manc.,1-6Mang
Les résultats concernant ce point stratégique sont donnés dans les tableaux II1.5
a I11.7.

115



Tableau IIL4: Valeurs des angles de torsion ( en degrés ) et des énergies relatives ( en
kcal/mol ) de la liaison glycosidique GIlcNAcP,1-2Mano dans ses différents

environnements trisaccharidiques et pentasaccharidiques ( * numéro du conformére utilisé

dans le texte ).

Structure * (PH, VH) OE
GIcNAcB,1-2Mana I (70, 55) 0,
I (40,-55) 0,60
Galp,1-4GIcNAcf,1-2Mana ' 1 (75,45) 0,29
I (30,-60) 0,
1§ (-30,-60) 0,09
GIcNAcB,1-2Mana, 1-3Manf 1 (75,30) 2,0
II (45,-60) 0,
Bl (-15,-45) 1,82
GIcNAcB,1-2Mang, 1-6Manf I (60,30) 1,63
II (30,-60) 0,
111 (-30,-60) 0,21
Mana,1-3[GlcNAcB,1-2Mana, 1-6]- 1 (80, 60) 2,65
ManB, 1-4GIcNAcB 11 (60,-40 ) 0,
III (-20,-40) 1,70
Mana, 1-6[GlcNAcp,1-2Mana, 1-3]- I (60, 20) 1,36
Manf,1-4GIcNAcB 1T (20,-60) 0,
I (-20,-40) 0,77
v (100, -40) 2,74

Le disaccharide présente 6 conformeres dont 5 avec une valeur @y négative
( Tableau I11.5 ). Ces résultats corroborent les données de RMN [18] si ce n'est qu'un
conformere supplémentaire avec un wy de 50° apparait. Le conformeére VI avec les trois
valeurs négatives n'est pas retrouvé dans les autres structures. L'addition d'une
glucosamine en position réduite ou non interdit certains conformeres et en ameéne un autre
( -60, 90, -75).

Si l'on considére maintenant cette liaison avec les conforméres les plus
favorables existant pour la liaison Manc,1-3Manf on obtient les résultats du tableaun
II1.6. Ainsi, pour le couple ( -60, -40 ) de Man,1-3Manf tous les conformeres
précédents sont retrouvés et vient s'ajouter la solution VIII. Lorsque I'énergie des
couples de la liaison en trois augmente, le nombre de possibilités diminue et n'est plus
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que de trois pour le couple ( 80, 60 ). Ceci démontre que les valeurs de la liaison
glycosidique Mana,1-6Man dépendent de celles de Mana, 1-3Man.

Tableau IIL5: Valeurs des angles de torsion ( en degrés ) et des énergies relatives ( en
‘kcal/mol ) de 1a liaison glycosidique Mana,1-6Manf dans ses différents environnements

trisaccharidiques (* numéro du conformere utilisé dans le texte ).

Structure * ( OH, WH,OH ) OE
Mand, 1-6Manp I | (-60,180,180) 0,
' II ( -60, 180, -50) 0,59
I (-70, 80, 170) ' 0,69
v (-60, 180, 60) 1,03
\' ( 50, 180, 50) 1,26
VI | (-40,-50,-40) 1,33
Mana,1-6Manf,1-4GlacNAcB I (-60, 180, 180 ) 4,08
I ( -60, 180, -75) 0,
- (-60, 90, 165 ) 4,62
v ( -60, 180, 60 ) 4,58
VII ('60, 907 '60 ) 5,42
GIcNAcB,1-2Mana, 1-6Manp N (-60, 180, 180 ) 0,
I ( -60, 180, -60 ) 0,50
v (-60, 180, 45 ) 0,86

viI (-60,75,-75) 1,51

De méme, lorsque 'on ajoute sur l'une ou l'autre branche la glucosamine, pour
étudier le comportement de la liaison Mana,1-6Manf dans le pentasaccharide
correspondant, on obtient les résultats du tableau IIL.7. Les conformeéres I & III se
retrouvent pour chaque couple de GIcNAc[3,1-2Manc.. Cependant, pour la valeur ( 120,
-40 ) ces conformeres n'existent que dans le pentasaccharide portant la glucosamine sur la
branche en 6. Ceci souligne le comportement asymétrique des deux antennes.

Si l'on considére ces mémes calculs avec le couple ( -20, 40 ) de
Mana,1-3Manf , les résultats obtenus sont identiques a ceux-ci avec un décalage en
énergie de 4,94 kcal/mol ( Cf. tableau I11.3 ).
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Tableau II1.6: Valeurs des angles de torsion ( en degrés ) et des énergies relatives ( en
kcal/mol ) de la liaison glycosidique Mana,1-6Manf dans le tétrasaccharidique
Mana,1-3{Mana.,1-6]Manf,1-4GlcNAcf et calculés pour les trois valeurs de plus
basses énergie de la liaison Mana,1-3Man, la liaison Manf,1-4GlcNAc étant pris dans

la conformation ( 60, -15 ) ( * numéro du conformere utilis€ dans le texte ).

Conformation de la liaison Mana,1-3Manf3 | * (Qu, YH,0H) OE
Mana,1-3Manf ( -60, -40) I (-60, 180, 180) 0,33
II (-60, 180, -60 ) 0,37
11 (-60, 90, 180) 0,85
v (-60, 180, 40) 0,53
\% (60, 180, 40) 0,32
v (-60, 80, -60) 2,56
VIO| (60, 180,-40) 1,74
Mana,1-3Manp (-40, 40 ) I (-60, 180, 180) 0,02
' II (-60, 180, -60) 0,04
ar (-60, 80, 160) 1,40
A% ( 60, 180, 40 ) - 0,
IX (-60, 180, 0) 1,89
Mana,1-3Manf ( 80, 60 ) I (-60, 180, 180) 0,62
I (-60, 180, -60 ) 0,19
I ( -60, 80, 160 ) 1,09

osidigue GalB.1-4GIlcNAc

Les valeurs obtenues sont relativement constantes autour de ( 60, -15 ) et sont données
dans le tableau III.8. On les retrouve quelle que soit la structure et elles sont en accord
avec les valeurs de la littérature ( 60, 0) [19].

Liagison glycosidique NeuAco.2-6GlalB
Pour cette liaison, I'angle wy est principalement en conformation trans-gauche ( Tableau
II1.9 ). L'angle wyy ne peut prendre que les valeurs 180° et -90°, alors que @y peut
balayer tout l'espace conformationnel. L'addition du galactose améne un nouveau
conformere ( -60, 210, -60 ). avec l'orientation gauche-trans. Ces résultats sont en
accord avec ceux de Breg et al.[19] déterminés en solution.
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Tableau IIL.7 Valeurs des angles de torsion ( en degrés ) et des énergies relatives ( en
kcal/mol ) de la liaison glycosidique Mana,1-6Mana suivant I'influence des valeurs de la

liaison GIcNAcf,1-2Mana dans les deux pentasaccharidiques. Les valeurs de
Manaq,1-3Man et de Manf3,1-4GIcNAcf1 sont respectivement de ( -60, -40 ) et de ( 60,

-15) (* numéro du conformere utilisé dans le texte ).

Brasen 6 | Brasen 3
Liaison GIcNAcB,1-2Mana * ( OH, YH,0H ) OoE OE
GIcNACcR,1-2Mana ( 60, -40 ) I (-60, 180, ’180 ) 2,05 3,22
II (-60, 180, -60) 0,25 0,
m (-60, 80, 160) 0, 3,77
viI (-60, 80, -60) 3,91 4,93
GlcNAcB,1-2Mana ( -20, -40 ) 1 (-60, 180, 180) 1,70 4,70
II (-60, 180, -60) 2,25 0,77
III (-60, 80, 160) — 4,38
A\"211 ( 60, 100, -80) 2,87 —
GlcNAcB,1-2Mana ( 80,40 ) I (-60, 180, 180) 2.65 4.4
II ( '60, 180, ‘60 ) 2,89 1,37
GlcNACcB,1-2Mana ( 120, -40 ) 1 (-60, 180, 180) 3,59 —
11 (-60, 160, -60) 2,74 —
I (-60, 80, 160) 3,58 —_—

Tableau IIL1.8: Valeurs des angles de torsion ( en degrés ) et des énergies relatives ( en
kcal/mol ) de la liaison glycosidique GalP,1-4GlcNAcP dans ses différents

environnements .

Structure (oH, WH) OE
Galp,1-4GIcNAcp (50,-15) 0,
NeuAcoa,2-6Galf3,1-4GlcNAcf (60,-15) 0,
Galf,1-4GIcNAcB,1-2Mana (45,-30) 0,
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Tableau ITL.9: Valeurs des angles de torsion ( en degrés ) et des énergies relatives ( en
kcal/mol ) de la liaison glycosidique NeuAca,2-6Galf dans ses différents

environnements ( * numéro du conformére utilisé dans le texte ).

Structure * ( (pH, WH’(DH) SE

Neuaca,2-6Galp _ I (-60, 180, 60 ) 0,
I1 (-170, 180, 60 ) 0,96
101 (-70,-90,70) 1,09
v ( 50, 180, 60) 1,33

Neuaco.,2-6Galp,1-4GlcNAcB I (-60, 180, 60 ) 0,
' 151 (-60, -90, 60 ) 1,49
\Y% (-60, 210, -60 ) 0,68

Liaison glycosidique dans la structure glycannique

Ces résultats sont présentés dans le tableau I1.10. Cette structure compléte a été
obtenu en additionnant les conformations de plus basse énergie de chaque liaison et en
effectuant une minimisation d'énergie de cette structure au moyen de MAXIMIN2. Ce
tableau montre des résultats équivalent pour les disaccharides constituant le corps
commun mais améne des valeurs modifiées pour les les disaccharides entrant dans la
construction des antennes. Ainsi, le conformére III de GlcNAcf,1-2Mana ( -30, -50 )
présente une diminution de son énergie et devient ce couple le plus probable. De méme,
pour la liaison de GalP,1-4GIcNAcP les valeurs de la liaison glycosidique tombent &

(45, -30) et un nouveau conformere apparait ( 170, 0).

tructi différents glycannes

La combinaison de tous ces conforméres les plus probables peut engendrer une
centaine de structures glycanniques complétes. Toutefois, certaines valeurs de liaison
sont, pour des raisons géométriques, incompatibles entre elles. Cet ensemble de
possiblités peut cependant se réduire a une trentaine de structures.

Parmi celles-ci, il est possible de retrouver les conformations en "Y", en "T" et
en "aile brisée" précédemment décrites par MONTREUIL [3-5].

Certaines de ces structures sont présentées dans le tableau III.11.
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Tableau III.10: Valeurs des angles de torsion ( en degrés ) et des énergies relatives
( en kcal/mol ) de chacune des liaisons glycosidiques pris dans la structure compléte du
biantenné. Les valeurs entre paranthéses sont les valeurs de plus basse énergie, utilisées
dans la structure globale et obtenue aprés minimisation a I'aide du champ de forces Tripos
5.3. Les numéros correspondent aux résidus de la figure IIL.1, le prime étant sur les
résidus de I'antenne en 6. ( * numéro du conformeére utilisé dans le texte ).
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Structure * ( o1, VH) OE
GIcNACcB,1-4GIcNAcp I (60,-20) 0,
(63,-25)
Fucat,1-6GIcNAcP I ( 60, 170, 170 ) 0,
(54, 161, 180) v (-60, 150, 170 ) 0,91
I ( 40, 90, -60) 1,69
Manp,1-4GIcNAcp I ( 60,-15) 0,
(63,-25)
Mana,1-3Manp I (-60,-30) 0,
(-61,-31) I ( -40, 30) 0,10
Mana,1-6Manf Vi (-60, 80, -60) 0,
(—64, 164, -58 ) II ( -60, 180, -60 ) 1,03
I ( -60, 80, 180 ) 1,74
I ( -60, 180, 180) 4,49
GlcNAcB,1-2Manc. [5,4] m (-30,-50) 0,
(50, -47) I (75,70) 0,16
I (45, -50) 0,67
GlcNAcP,1-2Mano. [5',4'] 181 (-30, -50) 0,
(50,-47) I (75,55) 1,16
1 (60, -30) 1,93
- GalPB,1-4GIcNAcP [6,5] I (45, -30) 0,
(45,-44)
GalB,1-4GIcNAcB [6',5] I (45, -30) 0,
(45, -44) I (170,0) 0,28
NeuAca,2-6Galf [7,6] A4 (-60, 210, -60 ) 0,
(60, 210, -60 ) I ( -60, 180, 60) 0,60
NeuAcc,2-6Galp [7',6] I ( -60, 210, -60 ) 0,51
(=60, 210 —60 ) \' (-60, 180, 60) 0,



Tableau III.11: Valeurs pour chaque liaison glycosidfque des angles de
torsion que 1'on rencontre dans 6 structures caractéristiques de la modélisation du
biantenne monofucosylé disialylé de type lactosaminique.

Liaison glycosidique Structure ( OH, YH,OH )
GIcNACB,1-4GIcNACB AF (60, -10)
Fucct,1-6GIcNAcB AF ' ( 60, 170, 170 )
Manp,1-4GIcNAcp A-F (60, -15)
Mano, 1-3Manp AE (-60, -30)

F (-20, 40)
Mana, 1-6Manf A,B,D,F ( -60, 180, -60 )

c . (-60, 80, -80 )

E ( -60, 80, 180 )
GlcNAcB,1-2Mana. [5,4] A,CEF (20, -60)

B (80, 40)

D ~(-20,-60)
GIcNAcB,1-2Mana [5'4'1] A,C.E.F (40, -60 )

B (80,40)

D (-20,-60)
GalP,1-4GlcNACcP AE (45, -30)
NeuAca,2-6Galp AE ( -60, 210, -60 )

nclusi

L'ensemble des structures déterminées dans ce travail de modélisation
moléculaire corrobore parfaitement les résultats expérimentaux existants ( cristallographie
et RMN ) et les seules prédictions spatiales décrites [3-5]. Il apparait que, pour une
structure saccharidique ramifiée et possédant des liaisons glycosidiques autres que celles
en position 1-4, une structure compléte ne peut €tre décrite comme la somme des
conformeéres de plus basse énergie pour chacune des liaisons glycosidiques intervenant
dans cette structure. De plus, de nouvelles conformations sont obtenues qui modifient
I'allure tridimensionnelle de 1a molécule.

11 faut cependant rappeler que ces calculs ont été effectués pour une molécule
isolée, sans aucune considération de l'influence de la chaine peptidique sur la structure

122



entiere du glycanne. Un moyen de vérifier les conformations acceptables, serait de fixer
ces glycannes sur la protéine.

Les coordonnées complétes de la lactotransferrine n'étant pas connues lors de ce
travail ( seules la position des carbones o étaient disponibles ) nous n'avons pas pu
vérifier et tester chacune de ces structures. Néanmoins, la cristallographie de la
serotransferrine étant accessible [20], nous avons entrepris de fixer le glycanne
correspondant, qui differe de celui de la lactotransferrine par 'absence du résidu fucose.
Il apparait que certaines structures sont parfaitement adaptées a la conformation de la
protéine. '

Pour envisager le passage entre les différentes structures obtenues
"statiquement” une étude de dynamique moléculaire semblait tout 2 fait appropriée. C'est
ce que nous allons envisager maintenant.

IV. Dynamique moléculaire du glycanne

La dynamique moléculaire est la méthode priviligiée pour balayer l'espace
configurationnel d'un oligosaccharide et déterminer les différentes structures
caractéristiques et leur passage entre elles. Actuellement sur ce type de glycanne, seule
une étude existe, s'intéressant aux liaisons Mana,1-3Man et Mana,1-6Man [21].
Cependant, comme nous venons de le voir pour le biantenné, il ne suffit pas de connaitre
le comportement local d'un branchement pour déduire des informations sur I'ensemble de
la molécule. La présence ou non de résidus voisins et les conformations qui les
accompagnent, régissent la structure globale du glycanne. De méme, la dynamique
moléculaire de telle ou telle liaison d'un disaccharide de la molécule totale ne peut régire
ou expliquer la dynamique moléculaire du glycanne complet.

Ainsi, avant de commencer la dynamique moléculaire de la structure compléte
nous avons regardé le comportement de la liaison Mana,1-6Man dans un environnement
trisaccharidique ( 30 picosecondes (ps)) et pentasaccharidique ( 50 ps ). Cela a conforté
nos hypotheses et il apparait qu'une dynamique moléculaire de l'ensemble est
indispensable pour €tudier une liaison particuliére.

IV.1 Conditions de la dynamique moléculaire
Ayant réalisé la modélisation moléculaire du glycanne i l'aide du logiciel

SYBYL et de son champ de force associé Tripos 5.3, le probléme était de savoir s'il
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valait mieux effectuer la dynamique avec Tripos 5.3, qui s'était avérer correct pour
reproduire les conformations de la littérature, ou alors utiliser un logiciel classique de
dynamique moléculaire, avec des parametres de la fonction énergie potentielle pas
forcément identiques A ceux utilisés par Tripos 5.3. Par souci de continuité du travail, la
premigre solution a été retenue.

La structure de départ choisie est celle obtenue arbitrairement par l'ensemble des
conformeres les plus favorables ( Cf. Tableau II1.10 ). Cette structure a été minimisée et
comprend ( avec 1'asparagine ) 321 atomes ( Cf. Photo 1).

La stratégie utilisée pour la dynamique est celle de la subroutine DYNAMICS de
SYBYL. A chaque atome est attribuée une vitesse initiale extraite d'une distribution de
Boltzmann et ce a la température choisie, c'est a dire ici 300°K. Celle-ci est atteinte apres
un recuit simulé a3 2000°K, permettant d'accéder A toutes les conformations de la
molécule, par refroidissement progressif jusque stabilisation autour de la température
choisie.

L'algorithme d'intégration utilisé est celui de Verlet et le pas d'intégration est de
5 femtosecondes.

La simulation a été effectuée sur une période de 200 ps pour la molécule isolée.

- Le fait de ne pas tenir compte du solvant ( molécules d'eau ) est certes trés génant pour ce

type de molécule, mais il faut savoir que les temps de calcul sont & multiplier par un

facteur 10 par rapport 2 la molécule isolée. Or, cette simulation, sur un Vax 6320, a

nécessité un temps machine de 19 jours et 20 heures (CPU)!. De plus, sur un disque de

stockage de 400000 blocs, le fichier historique contenant la trajectoire occupait 385000
blocs. Ces deux raisons nous ont conduit 2 limiter ce calcul au biantenné isolé.

IV.2 Résultats et discussion

L'ensemble des résultats est donné dans les figures II1.2 a III.12. Pour chacune
des liasons glycosidiques, les variations des angles @y , Yy et oy sont données au cours

du temps.

Dans le tableau II1.12, sont regroupées les liaisons hydrogenes inter-résidus
saccharidiques des structures initiales, finales et de 9 structures intermédiaires prises au
cours du temps. Dans ce tableau, la numérotation atomique est celle décrite dans le
chapitre I ( le carbone anomérique de l'acide sialique est numéroté 2 et les carbones de la
chaine hydroxyle portée par le carbone 6 ont les numéros 7, 8 et 9 ). Entre parenthéses
sont donnés les résidus mis en jeu, avec le numéro de figure III.1.
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Si l'on s'intéresse & chacune des liaisons glycosidiques, on peut étre surpris par
le nombre restreint de changements qu'elles peuvent adopter.

Ainsi, la liaison GIcNAcf,1-4GIcNAc ne présente qu'une réelle transition, vers
117 ps, bien marquée pour 'angle yy ( autour de -15° & -60° ) mais peu pour l'angle ¢y
( autour de -60° a -45° ). La premigre partie correspond donc au couple déterminée dans
I'étude précédente, mais 13 apparait en plus la solution assez peu €éloignée ( -45, -60 ).

Pour la liaison Manf,1-4GIlcNAc une transition importante se produit & 83 ps.
Un nouveau couple de valeurs ( 75, 200 ) vient se substituer & celui de la structure de
départ. On peut cependant observer que pendant les 83 ps de départ des variations
impo}tantes de l'angle yy sont observées.

La liaison glycosidique Fuca,1-6GlcNAc quant & elle reste presque constante au
cours du temps autour de la valeur de départ ( 60, 170, 170 ). Aucun des deux autres
conformeres du tableau III.10 ne sont retrouvés.

La liaison Mana,1-3Man reste elle aussi a peu prés stable au cours du temps
autour du couple ( 60, -45 ). L encore, le deuxieme conformere du tableau III.10 n'est
pas retrouvé.

Pour ce qui est de la liaison glycosidique Mana,1-6Manf les résultats
concernant l'angle @y et I'angle yy sont équivalents & ceux de 'étude précedente.
Cependant, I'angle yy reste autour de la valeur -60° et ne prend pas la valeur 180° décrite
précédemment. L'angle yy est un des rares angles torsionnels du biantenné qui montre

plusieurs transitions pendant les 20 ps.

Pour les liaisons glycosidiques GIcNAcf,1-2Manc des deux antennes, on passe
tres vite des valeurs du conformére I du tableau III.10 a celles du conformére II
respectivés a chaque antenne. Le couple positif-positif semble donc le plus favorable pour
cette liaison glycosidique.

Les deux liaisons GalP,1-4GIcNAcP présentent une transition, ce qui n'était pas
trouvé dans l'antenne 3. De plus, celle de I'antenne 6 ne correspond pas au deuxi®éme
couple de valeurs ( 170, 0) de I'étude précédente.

Enfin, la liaison NeuAca,2-6Galf présente une dissymétrie entre les deux
antennes. Dans le cas de l'antenne 3, seul l'angle wy montre une courte transition

( pendant 15 ps ). Par contre la liaison de l'antenne en 6 montre plusieurs transitions
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franches. Ainsi, on peut obtenir les valeurs approximatives suivantes: ( -150, 180, -60 ),
(180, 180, -60 ), ( 30, 180, 180 ) et ( -160, -120, 45 )

D'une fagon générale, on peut dire que de la forme large et étendue de départ, on
observe un repliement progressif de chacune des branches, pour trés vite venir
s'approcher l'une proche de I'autre et finir par un enroulement inverse face & face (Cf. la
série de photos au cours de la simulation). Les interactions branche 2 branche semble
favorable énergétiquement comme le montre la figure II1.16. Cependant, la structure
finale & 200 ps qui, bien que décrivant une structure parfaitement symétrique ( Cf.
photos ) apparait comme moins favorable énergétiquement. Cette structure étant tres
compacte, des interaction défavorables, par exemple entre les groupements COOH des
acides sialiques peuvent expliquer cette différence d'énergie.

V. Conclusion

L'ensemble des résultats obtenus dans la modélisation moléculaire et dans la
dynamique moléculaire semblent corroborer et affiner ceux déja existants. De plus, de
nouvelles structures peuvent €tre déterminées, montrant ainsi la grande flexibilité des
glycannes. Cette adaptabilité conformationnelle est sirement & l'origine des nombreux
mécanismes d'action de ces molécules.

Cependant, cette étude met en évidence plusieurs problémes:

¢ Une molécule oligosaccharidique ramifiée, avec des branchements autres que
en 1-4, ne peut résulter simplement de 1'addition des conforméres de plus basse €nergie
de chacun des disaccharides qui le constitue comme décrit dans la littérature [15].

e Les résultats du balayage conformationnel et de la minimisation d'énergie pour
chaque liaison glycosidique dépendent des termes de la fonction potenielle considérés et
des parametres associés. L'évaluation de I'énergie en est donc tributaire et il se peut que
des conformeéres se touvent rejettés pour une différence d'énergie trop importante avec
des parametres non spécifiques.

¢ Les résultats de la dynamique moléculaire démontre que toutes les structures

précédemment décrites ou existantes dans la littérature [3-5] ne sont pas forcément
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retrouvées. Celd démontre que l'espace configurationnel n'a pas été convenablement
envisagé, ce qui peut provenir de plusieurs faits:

1- le temps de simulation n'est pas assez long pour parcourir tout
I'espace des conformations mais ici, on tend rapidement vers une structure
"hélicoidale” peu €loignée de la structure finale.

2 - Les parametres de la fonction énergie potentielle ne sont pas
spécifiques des saccharides et, mémes s'ils sont aptes & reproduire correctement
une géométrie, ils s'averent peu adaptés a une simulation de dynamique
moléculaire ( Cf., par exemple, les paramétres de Rasmussen utilisés dans

CHARMM, Chap. I'etIL. ).

Ce fait n'est pas spécifique des saccharides. En effet, les premiérees bases de
parametres ( CHARM [22], AMBER [23] ou GROMOS [24] ) disponibles pour les
protéines et les acides nucléiques conduisaient, lors de I'analyse des modes normaux de
vibration, a des fréquences négatives ( voire "trés négatives” ). Ces bases sont depuis
environ 1985 en cours d'amélioration de fagon a reproduire mieux les spectres de
vibration [25]. La méme démarche a donc été adoptée pour l'étude des saccharides et

c'est 1'obtention de ces parametres qui va occuper les deux prochains chapitres.
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Diagramme énergétique des différentes conformations du biantenné au cours de la simulation.
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Tableau IIL12: Réseau des liaisons hydrogénes inter-résidus saccharidiques dans
différentes structures intermédiaires rencontrées lors de la simulation en dynamique

moléculaire.

Structure de départ

(GN1) O3 --------=-- Os (GN2)
S O6 (GN2)

(GN2) 03 =--=--m-- 04 (M4")
N 05 M3)

(GN2) C:O ........ 03 (M4')

Structure apres 12 ps

(GN1) O3 -----=--=-- 05 (GN2)
N O (GN2)
(GN2) O{ .......... 04 (M4")
------- 05 M3)
(GN2) C=0 -=------ 03 (M4)

(GN1) O3 ----------- Og (GN2)
(GN2) ox- ---------- Os (M3)
---------- O (M3)
[ 7 Yo F p— Og (M4)
----------- 04 (M3)

(GN5) Og -=-=-r-=-- Os (G6)
"""""" O2 (N7)
(GNS) 06 -------- 04 (M4)
(GN5) O3 --=---=-- Os (G6)
"""""" 02 (N7)
(GN5") Qg ---------- 01 (G6")
N 02 (G6)
(GN5) O3 ---------- 05 (G6)
"""""" 02 (N7)
(ONS) Og = 01 (G6)
---------- 02 (G6)
(GN5) O3 -=-------- 05 (G6)
"""""" 02 (N7)



Structure apres 33 ps

(ASN) NH ---------- 0=C (GN1)
(GN1) 03 -=--------- Os (GN2)
(G2} OF <emamnss Os (M3)
(Hr) OsK ------------ O6 (M4)
\ """""""" O4 (M3)
--------- Os (M4)
Structure aprés 70 ps
(GN1) 03 soeeees Os (GN2)
--------- O¢ (GN2)
(GNZ) 03 -------- 05 (M3)
--------- O (M3)
(N7) Qg ~—-nmenrnnmee 04 (M3)
""""""" Os (M4)
Structure apres 83 ps
CFO) O = 01 (M4")
(GN2) NH------- O3 (M4)
(GN5) Og --=------ 01 (G6)
(GNS') Op -~ 01 (G6)
(T O - O M%)
\\ """"""" 04 (M3)
""""""" Os (M4)
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(GINE) O = 01 (G6)
-------- 02 (G6)
(G5} iy ~eeemmssnen Os (G6)
""""""" 02 (N7)
(G6) 04 ---------- 07 (N’])
(GN5’) Og ----ooee-- 01 (G6))
(N7) O =-----—--=- 05 (G6")
"""""" 04 (G6)
(NT) O smsermss HN (GN5')
(N7} Og e Og (M4")
(MA) O ~m-rmemenms Qg (N7")
(M4) O5 ----------—- 0g (N7')
(NT) Of ~s=smsmansinn Og (N7
(G6') Og -----mmmmm- HNacetamido (N7)



Structure aprés 117 ps

(FO) Op ------=------- 04 (M4")
(ASN)NH-------—- O=C(ASN)
(EN7) Y — 02 (M3)
(D Qg 06 (M4)
\ ----------- 04 (M3)
------------ Os (M4)

(F0) O3 ------------- 0=C (GN5")
(ASN)O=C---------- HN(GN1)
(N7") O7 ------------ Os (M4")
(FO) 0{ -------------- HN (GN2)
\ """""""" Os5 (GN5")
-------------- 02 (M4)

Structure aprés 140 ps

(ASN)O=C--rnrevmnv HN(GN1)
(GN2) oY ---------- 01 (M3)
---------- 02 (M3)
) Yo Tm—— 04 (M3)
------------- 05 (M4)
-------------- O (M4)
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(JZD Yo I— Oy (NT")
(GN5') HN --------- 07 (N7"
(G6") O4 ----======-- HNacetamido (N7)
(GN2) o{ ---------- 01 (M3)
---------- 0, M3)
(N Qg ----=-mmm-- O4 M3)
\(K ------------- Os M4)
-------------- O M4)
(N7) o§- ------------ Og (N7
------------ Og (N7
(61 Yo YRmmu— 0=C10H (N7
(GN5') NH---------- O=Cacetamido (N7
(N7) O =eemememeeen Os (M4)



Structure aprés 154 ps

(GN1)O=Cronrremnee 04 (M4)
(GN2) NH ---------- 02 (F0)
(M4) O3 ----roemevee 0=C (GN5)
(GN2) Og ----------- 0, (M3)
(N7') Q7 ---------- 05 (M4")

|G Og (M4)
(N7 09 -y 04 M3
(N7)‘O<: ..........

"""""""" Og (M4)

Structure finale (aprés 200 ps)

(GN1)O=C-------- / O3 (M4)
(GN1) 03 ------—-
............. Os (GN2)
.............. Og (GN2)
(GN2) NH---------- Oz (FO)
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(GN5)O=Comrremen 03 (M4)
(GN5) Og -----=-=--- 01 (G6)
(N7) O7 --==mmmmmmeev Og (N7
(N7) O =<nememeene /
\ """"""" O1g (N7)
------------- Oz (N7)
HN (N7')
(G6") O4 -----m-mmmmm-
(GN2) O ---------- 04 (M4)
(G6) Og ~--=-mnmmmmn 04 (G6Y)
(M3) O =---rmmmnmmev Og (N7)
(M4) Og ------------- Og (N7)



Figures IIl.2.a et b: Variations des angles de torsion ¢y et yy de la liaison
glycosidique GlcNAcf,1-4GlcNAc au cours du temps.

® GIcNAc( §,1-4)GIcNAc = f(t)
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Figures IIL3.a et b: Variations des angles de torsion @y et yy de la liaison
glycosidique Manp,1-4GlcNAc au cours du temps.

@& Man(P,1-4)GIcNAc = f(t)
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Figures I11.4.a, b et c: Variations des angles de torsion @y, Yy et oy de la liaison
glycosidique Fuca,1-6GlcNAc au cours du temps.

® Fuc(a,1-6)GIcNAc = (1)
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Figures IIL.5.a et b: Variations des angles de torsion ¢y et yy de la liaison
glycosidique Manc,1-3Man au cours du temps.

® Man(a,1-3)Man = f(t)
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Figures IIL.6.a, b et c: Variations des angles de torsion @y, Yy et @y de la liaison
glycosidique Manca,1-6Man au cours du temps.

® Man( a,1-6)Man = f(t)
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Figures IIL7.a et b: Variations des angles de torsion @y et yy de la liaison
glycosidique GlcNAcf,1-2Man de I'antenne en 3 au cours du temps.

@ GIcNAc( B ,1-2)Man = f(t) Branche en 3
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Figures IIL.8.a et b: Variations des angles de torsion ¢y et yy de la liaison
glycosidique GlcNAcf,1-2Man de l'antenne en 6 au cours du temps.

® GIcNAc( B ,1-2)Man = f(1) Branche en 6
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Figures III.9.a et b: Variations des angles de torsion @y et yy de la liaison
glycosidique Galf,1-4GIcNAc de l'antenne en 3 au cours du temps.

D Gal(3,1-4)GIcNAc = f(1) Branche en 3
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Figures III.10.a et b: Variations des angles de torsion ¢y et yy de la liaison
glycosidique GalP,1-4GIcNAc de 1'antenne en 6 au cours du temps.
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Figures IIL.11.a,b et c: Variations des angles de torsion @y, Yy et 0y de la liaison
glycosidique NeuAco,2-6Gal de l'antenne en 3 au cours du temps.

® NeuActa ,2-6)Gal = f(t) branche en 3
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Figures IIL.12.a,b et c: Variations des angles de torsion @y, Yy et @y de la liaison -
glycosidique NeuAca,2-6Gal de I'antenne en 6 au cours du temps.
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Dynamique harmonique des
formes anomeres o et f du glucose.

I. Introduction

Les propriétés particulieres des macromolécules dépendent de leur structure
tridimensionnelle. Avant de s'intéresser a la conformation et & la dynamique des
macromolécules, il est nécessaire d'étudier les entités qui les constituent.

A ce titre, dans 1'étude des oligosaccharides de grande taille et des
polysaccharides, le glucose, dans ses deux formes anomeéres, est un élément
fondamental.

Polycondensé il constitue des macromolécules de différentes natures:
- les polyosides de réserve:

‘ - dans le regne végétal sous forme d'amidon [1,2] qui peut étre
séparé en deux macromolécules, l'une linéaire, l'amylose, l'autre ramifiée,
I'amylopectine

- dans le régne animal sous forme de glycogene [1,2],
macromolécule fortement branchée
- les polyosides de structure:
- 1a cellulose [1,2], polysaccharide linéaire de structure de la

paroi cellulaire, constituant le plus abondant du régne végétal.

On le retrouve mis en jeu dans de nombreux mécanismes, comme celui de la
glycolyse, une des voies cataboliques [1,2], dont sa dégradation a l'intérieur des cellules
a pour objectif essentiel la formation d'énergie sous forme d'ATP (adénosine
triphosphate), celui de la fermentation alcoolique [1,2] ou encore, dans des rdles
beaucoup plus inattendus, comme celui de protecteur dans la cryoconservation du sperme
d'étalon! [3].
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Sur les deux formes anomeres, de nombreuses études conformationnelles ont été
réalisées et les structures résolues par diffraction des neutrons du glucose o et par
diffraction des rayons X du glucose B sont connues. De méme, de nombreuses données
de spectroscopie vibrationnelle existent ( Cf. Chap. II, § 1.C.3 ), sur les molécules en
solution ou dans un environnement cristallin, et sur des molécules deutérées
sélectivement.

L'ensemble de ces données n'ayant pu €tre totalement exploité, des calculs
d'analyse de modes normaux de vibration se sont avérés indispensables pour expliquer
autrement que qualitativement les spectres de vibration. Ainsi, il est possible de confirmer
ou de proposer une hypothese d'attribution de chacune des bandes de vibration.

A ce titre, la premiére analyse compléte a été réalisée par Vasko [4,5] sur le
glucose o.. Viennent ensuite les travaux de Koenig et al. [6,7], de Wells [8], d'Hineno
[9] et de Andrianov [10,11] sur les deux formes anomeres ( Cf. Chap. II, § II.C.4.f).

Cependant, il faut noter plusieurs choses: tous ces calculs ont été effectués sur
des molécules isolées, donc sans tenir compte d'interactions intermoléculaires qui
peuvent influencer l'attribution des bandes de vibration, avec des champ de forces
provenant d'autres molécules ( alcanes [12,13], ethers aliphatiques [14] et acides
carboxyliques [15,16] ) et des constantes de force pas forcément adaptées ni affinées,
enfin, a partir de spectres vibrationnels pour la plupart obtenus en solution, c'est a dire
contenant les différents conformeres. De plus, l'attribution des raies dans la zone

spectrale des basses fréquences n'est dans ce cas que trés approximative.

11 était donc nécessaire d'effectuer un calcul permettant de prendre en compte ces
observations. Ceci a été réalisé par J.P. Huvenne [17,18] au laboratoire il y a une dizaine
d'années. Les deux formes cristallisant dans le méme systéme cristallin, il avait été
remarqué, dans la zone de basses fréquences ( < 200 cm-! ), des différences importantes,
caractéristiques de chacune des formes [19]. Ces différences ne pouvaient pas s'expliquer
seulement avec le comportement intramoléculaire, mais trouvaient leur justification avec
I'influence des interactions intermoléculaires et en particulier celle des liaisons
hydrogenes. L'interprétation des spectres dans ce domaine devait donc en tenir compte,
de méme que dans toutes autres zones spectrales ( certaines bandes sont justifiées par le
terme des interactions intermoléculaires ).

Le calcul avait été effectué au moyen d'un champ de forces de symétrie locale
(LSFF) avec quelques simplifications liées aux moyens informatiques et aux programmes
du moment ( limitation de la matrice des contraintes Z intervenant dans 1'élaboration de la
matrice dynamique F et donc simplification de la matrice U, limitation du nombre des
constantes de force de symétrie locale, limitation du nombre d'interactions
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intermoléculaires au moyen de distances de coupure assez faibles ). De plus, le terme
électrostatique dans le potentiel n'était pas pris en compte.

Toutes ces remarques nous ont amenés a reprendre ces calculs pour les deux
formes anomériques du glucose, en vue d'obtenir une base fiable de parametres de la
fonction énergie potentielle, avec des spécificités lies a chaque forme, qui pourra, par la
suite, étre transférée et completée a des structures saccharidiques plus complexes. Les
spectres de Huvenne et ses hypothéses d'attribution, ainsi que celles des travaux
antérieurs, ont servi de point de départ aux calculs qui suivent.

Afin d'obtenir des charges résiduelles, utilisées dans le terme d'énergie
coulombique du calcul de dynamique harmonique, des calculs de mécanique quantique
pure ab initio et semi-empiriques type AMPAC [32,33] ont été effectués sur les deux
formes. La comparaison des différentes géométries optimisées obtenues refléte les
principales caractéristiques des carbohydrates, A savoir la forme chaise 4C; conservée, la
plus petite longueur de la liaison anomérique C1—QO1 observée. Des valeurs différentes
de torsion des groupements hydroxyles sont obtenues, ceci étant dii aux calculs effectués
pour une molécule isolée. A partir des structures optimisées des calculs de fréquences de
la molécule isolée ont €t€ effectués et comparés & ceux obtenus dans le cadre de la
dynamique harmonique. Ces résultats et les comparaisons sont présentés dans la derniére
partie de ce chapitre.

II. Données cristallographiques et Représentation irréductible
des modes normaux de vibration.

Les deux formes anomériques cristallisent dans le syst¢me orthorhombique avec
comme groupe spatial P21212; (D2%). Le glucose o a été résolu par diffraction des
neutrons [20,21] alors que la forme B a été obtenue par diffraction des rayons X [22]. Si
le glucose a présente un facteur de reliabilité R correcte ( R = 0,048 ), celui du glucose B
est moins bon ( R = 0,073 ) et nous verrons que dans l'analyse harmonique il sera
nécessaire de "replacer” certains atomes a des valeurs classiques ( en fait, trois
hydrogénes ).
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La maille primitive contient 4 molécules et les parametres a,b et ¢ sont
respectivement les suivants: ‘

a-D-glucose 21] 10,3662 A 14,8506 A 49753 A

B-D-glucose [22] 9,205 A 12,640 A 6,654 A

Si la molécule de référence est définie par ( x, y, z ) les autres molécules sont
obtenues par les opérations de symétrie ( x+1/2, 1/2-y, -z), (1/2-X, -y, z+1/2 ) et par
l'opération ( -x, y+1/2, 1/2-z ) ( sachant que Ap = WA +T).

La nomenclature et la numérotation adoptées pour les deux formes anomériques
sont données respectivement sur les figures IV.1 et IV.2.

0,

\Hol

Figure IV.1 Nomenclature atomique adoptée pour le Glucose a ( identique
pour le glucose B ).

Dans les deux cas, le cycle est dans la forme chaise 4C; et les seules différences,
caractérisant l'anomérie, sont la présence de I'hydrogeéne équatorial sur le carbone 1 dans
le glucose o alors que tous les hydrogénes sont trans dans la forme f3, la seconde
différence concernant l'orientation du groupement hydroxyle primaire CHoOH par
rapport au carbone 5. Selon la nomenclature de Sundaralingam [23], la conformation gt
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(c'est A dire gauche-trans ) est préférentielle dans la forme o du glucose, alors que la
conformation gg ( gauche-gauche) l'est plutdt pour le B glucose ( Figure IV.3). Cette
nomenclature s'explique par la position de 'oxygeéne Og par rapport & l'oxygeéne du cycle
Os et du carbone C4 respectivement pour la premicre et deuxi¢me lettre.

Figure IV.2 Numérotation atomique adoptée pour le Glucose B ( identique
pour le glucose o ).

gt g8

o -D-glucose B -D-glucose
Figure IV.3. Conformation du groupement hydroxyle primaire CH,OH

Ces deux caractéristiques seront différenciées par des constantes de force
spécifiques de chacune des interactions gauches et trans.
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Le glucose ne possédant pas de symétrie, son groupe moléculaire est Cy. De
méme le groupe de site est Cy.

Les modes de vibration du réseau se couplent selon les éléments de symétrie du
groupe facteur D selon le diagramme de corrélation:

groupe de site groupe de facteur

o D,

A axx, ayy ’ an

Tx,Ty,Tz B1 Tz,Rc , Oy
A

Ra,Rb,Rc B, Ty,Rb:

B3 TX,Ra ’ ayz

Leur représentation irréductible est alors

rréseau=6A+5B1+5B2+5B3.

Lorsque les 6 modes de rotation et de translation sont associés aux 66 modes de
vibration de la molécule isolée ( 3 x 24 - 6 ) la représentation irréductible des vibrations
du cristal est alors la suivante:

Teristal =72 A + 71 By +71 B+ 71 B3

les translations d'ensemble optiquement inactives étant d'espece By, B2, B3 .Un
calcul du glucose en corps rigide a été effectué de fagon & retrouver les fréquences
acoustiques selon les bonnes repésentations, c'est a dire de fagon a retrouver les phases
vibrationnelles des molécules 2, 3 ,4 par rapport 4 la molécule 1.

III. Fonction potentielle et conditions du calcul.

IT1.1 Fonction énergie potentielle

L'expression analytique de la fonction énergie potentielle choisie est celle de
Urey-Bradley Shimanouchi modifié (mUBSFF) [24] dont la forme est:
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2
V() = —2- Y Ky (ry-r,) + o X Hyrm(8,-0,) ZY,H(AKUH)
liaisons angles
1 C.. q: q
o 2 Yy (AP e X Ajexp(-Byr)-—2 + 3 L3
torsions ! paires non liées T paires non liées r
r<6A r<6
1 9 ,
5 > Fj(a-9,)" + > Fij 0 (0~ 90) + Vieq
distances1,3 distances 1,3
+ Vin

avec Vred, la contribution & 1'énergie potentielle de la tension interne x qui, pour la

géométrie d'un tétra¢dre parfait , s'exprime par:

1 3 ) K

Vs =g X =000+ X —_(0,-0,)(6,-0)
o8 /3 gl
tétraédriques tétraédriques

Dans ces expressions, les constantes Ky, Hg, Yjj, Yijk1 Teprésentent
respectivement les constantes de force associées aux mouvements d'élongation, de

déformation angulaire, de torsion et de déformations hors du plan. La constante de force
Kk est donc la tension interne appliquée 2 un tétraédre parfait. Les constantes de force Fjjet

F'ij (Fij = -0,1 Fjj ) sont respectivement associées aux répulsions de type 1,3 et aux
termes linéaires de I'énergie de répulsion.

A ces termes d'énergie intramoléculaire viennent s'ajouter d'autres termes,
importants qui mettent en jeu des interactions de type déformation angulaire - déformation
angulaire [24] telles que les interactions trans ou gauche definies comme:

N 2 Ny
VY //’ \\

interaction trans interaction gauche

ou la constante d'interaction angulaire 1, permettant d'ajuster les coordonnées de
symétrie de balancement et de rotation, définie par:
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1 AD AD' -1 A® AD'

Toutes les constantes de force précédentes définissent la fonction énergie
potentielle intramoléculaire.

La fonction potentielle intermoléculaire est définie par les autres termes, & savoir:

¢ le potentiel d'interaction entre paires d'atomes non liés de type Buckingham,

dans lequel Ajj, Bjj et Cjj sont des parametres spécifiques des atomes mis en jeu [25,27].

¢ le terme d'interaction €lectrostatique de type coulombique, avec des charges

résiduelles déterminées pour les molécules par des calculs quantiques annexes.

e enfin, le terme Vi1h li€ au potentiel des liaisons hydrogénés qui, dans notre

calcul, est une fonction spécifique de type Urey-Bradley et qui prend la forme suivante

1 2, 1 2
Vi = 5 Ko g (819 1) + 5 Hoy oTonTo.u (48 y o)

2 2
+ 5 Hy ocTh.0Toc(88y o) + 5 Hy onTa.oTon (A8 oy)
1 2 1 2
+ 5 You (Ao ) + 5 Yy 0 (874 o)
dans laquelle Ko, H, HoH..0,.HH...0C.HH...0H, YO-H et Y. H sont respectivement les
constantes de force associées aux élongations de la liaison hydrogene, aux 3 angles de

valence intervenant dans le processus donneur-accepteur et aux deux torsions
supplémentaires amenées par la présence d'une liaison hydrogéne.

1.2 Conditions du calcul

Les coordonnées cartésiennes sont donc pour les deux formes celles rencontrées
dans la littérature [20-22].
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Pour construire la matrice U, passage des coordonnées internes aux
coordonnées de symétrie, nous avons défini l'ensemble des coordonnées internes
spécifiques de la molécule ( la méme définition est prise dans les deux formes
anomeriques ) et celles-ci sont données dans le tableau IV.1.

Ensuite, nous avons obtenu les coordonnées de symétrie avec la matrice U,
construite de la fagon suivante:

- pour éliminer les 11 redondances celles de cycle (6) et celles associées aux
carbones tétraédriques le constituant (5), les coordonnées internes suivantes ont été
considérées: les 6 liaisons du cycle, les 31 déformations angulaires définies par les
atomes du cycle et leurs substituants ( 31 = 1+ 5x6 ) et par les 6 torsions du cycle.
L'expression des coordonnées de symétrie ainsi obtenues est trés complexe et met en jeu
pour chaque coordonnée une combinaison linéaire de toutes les coordonnées internes
considérées. Pour cette raison, elles ne seront pas données dans ce travail.

- un traitement spécifique du carbone Cg de I'hydroxyle primaire permet
d'éliminer la derni¢re redondance et les coordonnées de symétrie liées 4 un groupement
de symétrie Cay sont définies par

B1)( _C6 BZY
=y
Y X
Sci C6 =40 - le - B2x - B]y - B2y cisaillement
Wag Ce = B1x + Pox - B1y - Bay balancement
Tw Cg = Bix - Bax + B1y - B2y torsion
Ro Cg = P1x - B2x - B1y + P2y rotation

Déf C6 = 57' o - le - ﬂ2x - B]y - B2y déformation

- pour toutes les autres coordonnées de symétrie la matrice U est diagonale et
donc les coordonnées de symétrie correspondent donc aux élongations restantes, aux
déformations angulaires et aux 6 derniéres torsions C—O exo-cycliques.

L'ensemble définit donc 66 coordonnées de symétrie ( 78 - 12 ) auxquelles
s'ajoutent les six coordonnées correspondant aux trois rotations et aux translations
externes.
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Tableau IV.1: Définition des coordonnées internes des liaisons, des déformations
angulaires et des torsions pour les deux formes anomeres du glucose.

Y rs de liai
R1 C1—Co R9 C3—03 R17 O;1—HOy
R2 Ci—H; R10 C4—Cs R18 O—HO,
R3 Ci—O R11 Cs—Hy R19 03—HO3
R4 Cr—C3 R12 C4—04 R20  0O4—HO4
RS Cr—Hp R13 Cs—Os R21 Cé—Hsg
R6 Co—Op R14 Cs—Cs R22 C¢—Hy
R7 C3—C4 R15 Cs—Hs R23 Ce—0O¢
R8 Ci3—H3 R16 0s—C; R24 Og—HOg

Angles de valence

R25 C;—Cr—C3 R39  C3—Cs4—Os R53 H—C1—Cs
R26 Ci—Cr—H» R40 H4—C4—Cs R54  01—C1—C2
R27 C1—Cr—Oy R41 04—C4—Cs R55 H;—Ci—0Oq
R28 Hy—Cr—C3 R42 H4—C4—04 R56 C1—01—HO;
R29 0—Cr—C5 R43 C4—Cs5—O0s5 R57 Cr—0»—HO,
R30 Hy—Cr—Oo R44 C4—Cs5—Csg R58 C3—03—HO3
R31 Cr—C3—C4 R45 C4—Cs—Hs R59  C4—04—HO4
R32  (Cp—C3—Hj R46  Ce—Cs5—Os R60 Cs5—Ce—0¢
R33 Cr—C3—03 R47 Hs5—Cs—Os R61 Cs—Ce—Hg
R34 H3—C3—C4 R48  Ce—C5—Os R62 Cs—Cg—Hjy
R35 03—C3—Cy4 R49 Cs—05—C1 R63 Hg—Ce—0Osg
R36 H3—C3—03 R50 05—C1—C2 R64  H7—Ce—Og
R37 C3—Cs4—Cs RS1 0s—Cy1—H; R65 Hg—Ce—Hy
R38 C3—C4—Hy R52 05—C1—04 R66  Cg—0—HOg

Angles de torsion
R67 Ci—C R71 Cs—Os R75 C3—Os
R68 Cr—C; R72 05—C; R76 C4—04
R69 C3—Cs4 R73 Ci—0q R77 Cs—Cs
R70 Cs4—Cs R74 Cr—Oy R78 Ce—Os
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Le calcul est effectué dans le cristal et la premicre couche de mailles, entourant
celle de départ, est nécessaire pour retrouver les 5 liaisons hydrogénes du glucose o
(03(1,1)...02(2,6), 06(1,1)...03(4,3), 04(1,1)...04(3,5), 02(1,1)...04(4,22),
01(1,1)...05(3,24), avec le nom de I'atome et entre parenthése le numéro de la molécule
et celui de la cellule auxquelles il appartient ) et les 4 du glucose B (01(1,1)...06(1,10),
02(1,1)...03(3,8), 02(1,1)...0¢(4,2), 03(1,1)...05(4,2)) . '

Au total 27 mailles sont donc utilisées ( Cf.Chap. V, Annexe 3 ) pour la
numérotation des mailles ) et le calcul des interactions non liées et coulombique est
effectué au sein de ces 27 cellules dans la limite de dmax = 6A. Des calculs ont été réalisés
avec des distances de coupure supérieures, mais aucune différence notable des fréquences
calculées a été observée ( inférieure au maximum 2 0,2 cm-1 ). Par contre, pour des
distances dmax inférieures 4 6 A, des contacts peuvent ne pas étre pris en considération
ce qui entraine des modifications des fréquences calculées.

Les parametres de la fonction de Buckingham et les distances de coupure sont
donnés dans les tableaux IV.2.a et IV.2.b respectivement pour le glucose a et le glucose

B.

Tableau IV.2.a: Paramétres de la fonction des interactions non liantes Van der Waals
de type Buckingham pour le glucose o .

Type V(@) =AeBr-Cché T'min < T < Tmax
A(kcal/mol) BAAY) Clkcal/mol) |  rmin(A) I'max(A)

C.....C 83630. 3.600 568.0 2.80 6.
C.....0 63700. 3.881 441.0 2.65 6.
C....H 8766. 3.670 125.0 2.46 6.
0.....0 96500. 4.333 346.0 2.70* 6.
0....H 57500. 4.727 122.0 2.29 6.
H.....H 2654. 3.740 27.3 2.10 6.

(* Un contact 1,3 0...0 2 2.85 A a été supprimé.)

Apres avoir déterminé le champ de forces du glucose a, les constantes de force
ont été transférées au glucose PB. Or, A ce niveau et aprés plusieurs essais, il s'est avéré
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qu'il y avait des problemes de reproduction de fréquences ( par exemple dans la zone des
basses fréquences) et ces problémes semblaient liés 2 la géométrie du glucose P et en
particulier 2 la position de certains hydrogeénes ( contact 1,3 trés court et angle de valence
trés important, 128,4° pour CsOH dans la forme B contre 107,7 dans la forme o ).

Tableau I'V.2.b: Parameétres de la fonction des interactions non liantes Van der Waals
de type Buckingham pour le glucose f3 .

Type V@) =AeBr-Ccib Tmin <T < Tmax
A(kcal/mol) BAY Clkcal/mol) |  rmin(R) Imax(A)

C.....C 83630. 3.600 568.0 2.80 6.
C....0 63700. 3.881 441.0 2.65 6.
C....H 8766. 3.670 125.0 2.25 6.
0....0 96500. 4333 346.0 2.65* 6.
0O....H 57500. 4727 122.0 2.20 6.
H....H 2654. 3.740 27.3 1.90* 6.

(* I}{n contact 1,3 O...0 2 2.78 A a été supprimé, de méme qu'un contact 1,3 H..H 2
2.0A)

Ainsi, trois atomes d'hydrogeénes ont été "replacés avec des valeurs provenant
des calculs semi-empiriques AMj et en considérant les valeurs des angles de torsion
auxquels ils appartenaient. Leurs coordonnées corrigées sont données, par rapport aux
coordonnées cartésiennes des autres atomes, dans le tableau suivant

Hjg -0,034 3,180 4,160
Hai -0,901 -1,685 1,111
Hj3 1,065 4,670 -0,598

De méme, aprés plusieurs essais, les différents ensembles de charges ( Cf.
tableaux IV.11 et IV.12 ), obtenus avec les hamiltoniens MNDO, MINDO/3 et AM; et
dans les bases STO-3G et 3-21 G ont été testées avec des constantes diélectriques
différentes.
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L'ensemble des résultats est présenté dans le paragraphe suivant.

IV. Résultats de la dynamique harmonique.

Les fréquences calculées de chaque espéce de symétrie, a partir du programme
C.V.0.A. [28], pour les anoméres ¢ et B sont données et comparées aux fréquences
observées respectivement dans les tableaux IV.3 et IV.4. Une hypothése d'attribution de
chaque mode normal de vibration est donnée a partir de la distribution d'énergie
potentielle des constantes de force ( PEF ), car la complexité des coordonnées de symétrie
ne permet pas de donner des résultats facilement interprétables.

Cependant, cette description est simplement qualitative, pour évaluer l'allure du
mode en question, et n'est exprimée qu'en fonction des principaux groupements mis en
jeu, par ordre décroissant, et sans donner le pourcentage selon lequel ils interviennent.

En effet, pour de nombreuses vibrations, la contribution des interactions non
liantes est trés importantes, de méme celle des liaisons hydrogénes. Dans la description
elles ne sont pas données pour des raisons de simplicité.

De plus, pour une déformation angulaire, la contribution des constantes de force
HetFde ce groupement sont cumulés mais il est bien évident que dans toutes régions ces
deux constantes de force n'ont pas la méme prépondérance.

Les constantes de force comme les tensions internes x, les interactions
angulaires trans - gauche ou la constante 1 ne sont pas non plus décrites.

Enfin, pour la région des basses fréquences et par commodité, les descriptions
sont faites avec les coordonnées externes, qui ne devraient pas apparaitre, et qui
correspondent plus exactement des combinaisons des termes d'interactions non liantes.

Ces attributions s'expriment donc en terme de constantes de force mettant en jeu
les coordonnées internes décrites. Seuls les atomes spécifiques ( Cy, Cs, Cs, et Os ),
ayant nécessité une différenciation des constantes de force, sont numérotés, les atomes
qui les accompagnent ne le sont en général pas sauf en cas d'ambiguité. Lorsqu'aucune
précision n'est donnée, cela peut étre tous les atomes sauf les atomes spécifiques
précédemment cités.
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Les tableaux de comparaison des fréquences calculées et observées des
différentes espéces isotopiques du glucose alpha sont données dans les tableaux IV.5 a
IV.8.

L'ensemble des constantes de force du glucose o sont présentées dans le tableau
IV.9 et dans le tableau I'V.9.bis. Les constantes de force du o ayant été transférées au
glucose B, puis affinées pour cet anomeére, seules les valeurs différentes entre les deux
formes sont fournies dans le tableau IV.10. Dans ce tableau sont données aussi les
valeurs des constantes de force des interactions angulaires de type trans-gauche
intervenant pour les atomes caractérisant I'anomérie ( Cj et Cg ).
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L9l

1347.
1332.

1296.
1279.

1226.
1204.
1153.
1133.
1123.
1113.
1105.
1078.
1070.
1055.
1023.
1004.

916.
842.
773.

1340.

1295.
1275.

1222,
1202.

1145.

1105.

1078.

1045.

995.

917.

840.
775.

1369.
1348.
1333.
1328.
1319.
1307.
1279.
1276.
1267.
1255.
1227.
1208.
1160.
1138.
1122.
1118.
1101.
1078.
1053.
1050.
1028.

996.

981.

911.

845.

763.

1369.
1347.
1331.
1329.
1318.
1306.
1279.
1277.
1267.
1255.
1226.
1209.
1160.
1139.
1122.
1120.
1100.
1078.
1054.
1050.
1028.

996.

981.

910.

844.

764.

1368.
1348.
1331.
1328.
1318.
1312.
1280.
1276.
1269.
1255.
1226.
1210.
1160.
1140.
1124.
1120.
1100.
1078.
1054.
1050.
1029.

997.

980.

911.

845.

761.

1369.
1348.
1333.
1327.
1317.
1314.
1280.
1277.
1269.
1254.
1227.
1210.
1161.
1140.
1123.
1120.
1101.
1079.
1053.
1051.
1028.

996.

980.

912.

844.

763.

C60OH + COH + CCH + Ci1OH

HCO + CCH + COH + CiOH

HC105 + CCH + HCO + COH

CCH + HCO + COH + C60H + HC105

CCH + COH + HCO

COH + CCH + CsOH + C6CsH

CC6H + HC60 + C60OH + COH + CCH + CiOH
COH + C1OH + CCH + CsCéH + CsOH
CCH + CO1H

CCH + COH + CiOH

CCH + COH

HC60 + CC6H + C6CsH + Cs5Ce

CO + CCcyc + CCH + HCO

C505 + C105 + CCcyc + CO + HC60O

CCcyc + C101 + CO + C5C6 + C10H

CCH + CCcyc + C6CsH + CsCe

CCcyc + CCH + Os5C1 + C606 + CO

C606 + O5C1 + CCcyc + HC60O + CCH

CO + CCcyc + C505 + C105 + Co606

CCcyc + C505 + C606 + C101 + CO

CO + Cs01 + Cs5C6 + CCceyc

CO + CCcyc + CCO + CsCs

CO + 0O5C1 + CCcyc + C5Ce + CCO

C101 + CCcyc + CO + OC10 + CO + CC101
CC6H + HC60 + C505 + C105 + C101 + 1 Ce606
COsC + CC101 + C101 + CO + C105 + CCC
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657.
615.
580.
559.
542.
497.

443.
426.
411.
400.
369.

312.
292.
271.
234.

184.

155.

645.
618.
572.

549.

442.
430.
412.
399.

350.

290.
270.
255.

658.
613.
580.
559.
541.
511.
478.
461.
454.
445.
427.
404.
398.

347.
339.
319.

280.
266.

2317.

188.

155.

659.
615.
582.
560.
542.
510.
485.
465.
450.
448.
421.
414.

376.

338.
326.
303.
284.
273.

220.
183.
165.
158.

661.
615.
584.
560.
541.
505.
483.
462.
456.
452.
422.
412.
390.

357.

323.
317.
284.
272.
256.
237.

191.

157.

662.
617.
578.
557.
543.
503.
480.
463.
457.
446.
434,
404.
398.
364.

322.
313.
289.
282.
250.

216.
177.
168.

CCO + CC101 + COsC + OCi10

CCO + C4C50 + CC60 + 1C101

OC10 + CCO + CC10s5 + CCs0s

1 C101 + CCO

CCO + CCs50 + CCsO + OC10

1 C606 + CCO + OC10

T1CO + 1C303 + CCO + CCC + CC60O + CCi101 + CC10s5
1 CO + 1C606 + CCO

1CO + t1C303 + CCO

T1C303 + 1CO + CCO + CCi10s5

T1CO + CCC + CCO

CCO + CCC + OC10 + CC101 + CC105

CCO + CCgO + 1 CsCq

CCO + CC101 + C6Cs50 + OC10 + 1 Cs5C6
CCO + CCgO + C4Cs5Cg + CCC

CCO + C6CsO + 1 CCeyc

CCO + C5C60 + C4C5C6

CCO + C5C606 + C4Cs5Co

CCO + CC101 + CC105 + TCCeyc + 1C5Co
CeCs50 + C4Cs5Cg + 1 C5Ce + COsC

CCO + COs5C + 1 CCcyc + 1C105

1C5C¢ + CCO + LH

CCO + C6C50 + COsC + 10s5C1 + CCC + RB
C4CsCs + CCC + CCO + 1 CCyyc

C4C5C6 + T CCeyc + 1C5C6 + CCO + CC105 + 1C505 + 1 C105
TCsCe + 1CCeyc + CCC + 1CO + CCO
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142,
134.

112.
101.
92.
85.
76.
70.

59.
49.

41.

152.

136.
126.
112,

98.

88.
77.
70.

60.
48.

151.

101.

74.8

64.5
63.8

52.1

41.4

137.
125.

93.9

72.8

57.8

141.

114.

85.8

44.8
40.8

138.

114.

78.2

63.0}f

33.6

TCCeyc + CO5C + CCO + CCeO

RA + CCO + 1C5Cg + 1CCeyc + TX
TCCcyc + RB + TX + 1C5C6 + 1CO
TCCcy¢c + TY + RC + RB + RA

Tz + RB + RC + CCO + tCCcyc + TX
Tx + Ra + R + 1C5C¢ + T2

TX + TY + 1CCcy¢c + RA + RB

RA + TZ + 1C5C¢ + RC + TX + RB
RA + Tx + 1C5Cs + CCO + 1 CCcyc
RC + TX + TY + RB

Ty + Rc + 1C303 + Rao + Tz + Rp
Ty + Tz + 1C101 + Ra + 1CCeyc + 1C303 + R
RA + RB + TY + TX + 1C101 + RC
Rc + Tz + Rg + 1C101 + Tx + CCO
TX + RC + 1 C303 + 1 C606

Tz + R + 1CCyc + Ty + 1C5Cs
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Tableau IV.4 Résultats et hypothéses d'attribution des modes normaux de vibration du glucose béta.

Fréq. observées

Fréq. calculées

Especes de symétrie

Attribution des modes normaux de vibration.

Raman IR A B1 B2 B3
3416. | 3500. 3433. | 3433. | 3433. | 3433. | O—H
bande 3405. | 3405. | 340s. 3405. || O—H
3396. | 3396. | 3396. | 3395. | O—H
3381. 3381. | 3381. | 3381. 3381. | O—H
3339. 3374. | 3374. | 3373. | 3373. | O—H
2983. | large 2980. | 2980. | 2981 2980. || C—H
3100. | 2977. | 2977. | 2977. | 2976. | C—H
2969. | 2969. | 2969. | 2969. § C—H
2950. | 2935. §| 2956. | 2956. | 2956. | 2956. § C—H
2910. [| 2942. | 2942. | 2942. | 2942. | C—H
2913. | 2898. | 2910. | 2909. | 2909. | 2902. § AS Cs
2878. | 2880. || 2874. | 2875. | 2875. | 2874. || SSCsé
1463. | 1463. 1462. 1463. | HCH + CCéH + Ce6CsH + HC50
1451. | 1451. 1450. | 1451. 1451. 1450. § HCH + HC50 + HC60O
1432. | 1434, 1433. 1432. | HCO + CCH
1423. | 1423. 1424, 1423. | HCO + HC101 + COH + CCH
1405. | 1412. 1404. | 1403. 1403. 1404. | CCiH + CCH + HCO + HC101
1385. 1392. | 1392. 1392. 1392. | CCH + CCéH + HC60 + Ce6CsH + HC101 + HCO
1372. | 1380. 1384. | 1385. 1385. 1385. || HCO + CCH + C30H
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1360.

1312.

1283.

1267.
1251.
1226.
1206.
1157.
1130.
1116.
1102.

1081.
1068.
1052.
1032.
1011.

917.
902.
717.
677.

1360.

1310.

1271.
1257.
1226.
1205.
1153.

1110.

bande

large

980.
916.
902.
740.

1362.
1338.
1329.
1316.
1303.
1286.
1275.
1265.
1253.
1236.
1212.
1166.
1149.
1129.
1093.
1089.
1081.
1056.
1046.
1010.
1002.

995.

923.

900.

704.

676.

1362.
1339.
1328.
1316.
1302.
1286.
1275.
1263.
1253.
1242.
1208.
1166.
1148.
1129.
1093.
1089.
1083.
1057.
1046.
1010.
1002.

997.

921.

899.

708.

676.

1362.

1342

1333.
1314.
1299.
1285.
1273.
1259.
1253.
1242,
1209.
1166.
1146.
1135.
1094.
1088.
1083.
1057.
1047.
1010.
1003.

997.

918.

899.

707.

676.

1362.
1342.
1333.
1312.
1302.
1285.
1274.
1260.
1253.
1236.
1212.
1166.
1146.
1135.
1094.
1088.
1083.
1056.
1046.
1010.
1003.

996.

922.

901.

707.

676.

HC105 + HC101 + CCiH + CCH

CCH + COH + HCO + C6OH

COH + CCH + CesOH

CCH + CCiH + COH + HCO + C6OH
C60OH + CCH

CCH + COH + C30H

CCH + C30H + COH

C30H + COH + CCH + CiOH

CCH + COH + CesOH + C10H + CCeH
CiOH + CCiH + CCH

HCsO + CCsH + COH

CsCg + Cs06 + CCH + CgCsH

CCH + CCcyc + CO + C101 + C105 + Cs05
CCH + CCcyc + COH

CCeyc + CO + HC6O + OsCs + COH
CCcyc + CO + C101 + Cs0O5 + C1Os
CCcyc + CO + CsCs + C101 + Cs0g + C50s5
C10s5 + CO + C107 + Cs06 + HC5O +
C606 + HC6O + CO + CCeyc + C104
Ci10s5 + CO

CO + CC¢yc + CCH

CO + CCcyc + COH

Ce606 + C5C6 + C101 + CeCsH

CC6H + HC60 + C505 + 1C606 + C101

CC60 + C4Cs5Ce6 + CCO + Ce6CsO
1 C101 + OC10
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635.

583.
5717.

522.

457.

427.
402.

350.

281.
273.
247.

185.
169.
158.

132.

634.
607.

530.
467.
426.

404.

321.

268.

124, “ 124.

636.
611.
588.
575.
532.
523.
509.
455.
438.
427.
421.
366.
348.
333.
308.
297.
288.

236.

187.

180.
161.

631.
618.
5917.
563.
534.
522.
500.
456.
433.
427.
420.
364.
359.
337.
309.
292.

272.

2217.

215.
185.

145.
132.

633.
612.
589.
573.
541.
527.
500.
461.
439.
426.
421.
363.
340.
336.
298.
295.
289.

254.

223.

186.
160.

633.
629.
592.
569.
543.
508.
506.
456.
435.
427.
423.
364.
351.
337.
302.
290.

278.
251.

210.

191.

149.
132.

CCO + CCi101 + COsC

C4C50 + CC105 + COsC + CCO

CCO + tC606 + C6Cs5O + OC10

1CO + CCO

1C606 + 1CO + CC60 + CCO

1CO + CCO + 1 C606

1 C606 + OC10 + CCO

CCO + CCi101 + CCC

CCC + CCO + C4Cs0 + COsC

1CO + CCO

CCC + C4C50 + CC105 + COsC

CcCo

CCO + CC101 + OC10 + 1CO

OC10 + CCO + CC6O

CcCoO

C4Cs5Ce6 + C6C50 + 1Cs5C6 + CCO

C5C60 + CC60O + COs5C + 1C105 + 1C505 + CC101
CCO + COsC + 1Cs505 + 1C105 + C6Cs0O
CCO + 1C5C6 + C6Cs0O

1 C5Cg + CCO + CC101

CCC + CCO + 1 CCeyc

CCO + 1CC + 1CsCs + Rg + CC10;
C4CsCg + T1CC + CCsO + CCeO

1CC + CCC + CCO

T CCcyc + CCC + CCO + COsC + C4aCsCs
Ra + Tx + CCC + 1 CC
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116.
105.
93.
87.

76.
65.
61.
53.
45.
38.

112.
104.

88.

83.
75.

59.

112.

112.

97.2

78.5

56.0

< 103.

84.0

70.5

55.0

. 44.8

114.

77.0
58. |

46.3

R + 1CsCg + CC50 + Rp

RB + RA + 1C5Cg + CgCs0O

Ty + Rg + 1C5Cg + Rc + Rp + Ty
RA + RC + RB + 1C5C¢ + 1 C101 + CCO
Rc + Rg + 1CO + 1Ce06 + Tx

Rc + 1 C5Cs

Tx + Ty + R + 1 CgOg

Ra + Tx + 1C5Ce + 1C1071 + Ty + R
RA + Ty + Tx + 1CiO1 + Rp

Tz + Tx + 1 CO

Tz + Tx + RA + Rg + 1CO + Ty




Tableau IV.5: Comparaison des fréquences calculées et des fréquences observées de
la forme alpha du glucose-1d1. Le spectre observé provient des travaux de Vasko [4].

Fréq. observées Fréq. calculées Fréq. observées Fréq. calculées
1459. 1460. 1079.
1419. 1439, 1063. 1061.
1404. 1408. 1035. 1044,

1387. 1014. 998.
1369. 1369. 989. 996.
1368. 940. 927.
1346. 1345. 922.
1330. 814. 892.
1321. 1321. 810. 830.
1317. 761. 752.
1290. 1307. 640. 651.
1279. 612. 608.
1264. 1271. 572.
1257. 553. 558.
1228. 1228. 534. 540.
1205. 1209. 497. 510.
1188. 4717.
1158. 1177. 460.
1131. 1139, 454,
1115. 1123, 431. 444,
1106. 1109. 425.
1090. 1088. 401. 404.
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Tableau IV.6: Comparaison des fréquences calculées et des fréquences observées de
la forme alpha du glucose-1,2d2. Le spectre observé provient des travaux de Vasko [4].

Fréq. observées Fréq. calculées Fréq. observées Fréq. calculées
1457. 1460. 1053. 1059.
1447. 1439. 1032. 1006.
1420. 1405. 1003. 998.

| 1376. 961. 963.
1370. 1369. 954, 936.
1341. 1342. 924, 926.
1329. 1332, 898. 915.

1322. 849. 833.
1315. 812. 803.
1294. 1306. 761. 747.
1268. 1279. 640. 647.
1264. 624. 608.
1237. 568.
1220. 1226. 552. 557.
1206. 1209. 533. 538.
1179. : 1177. 510.
1163. 1165. 475.
1143. 1136. 451. 459.
1122, 452.
1106. 1099. 443,
1088. 1079. 427. 421.
1065. 1067. 403. 403.
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Tableau IV.7: Comparaison des fréquences calculées et des fréquences observées de
la forme alpha du glucose-6,6d2. Le spectre observé provient des travaux de Vasko [4].

Fréq. observées Fréq. calculées Fréq. observées Fréq. calculées
1440. 1435. 1049. 1054.
1421. 1416. 1031. 1037.
1398. 1405. 1019.

1375. 993. 990.
1369. 1370. 967. 965.
1355. 1354. 908. 916.
1348. 900.
1331. 866. 863.
1322. 1324. 769. 765.
1317. 743. 704.
1296. 1301. 651.
1275. , 621. 611.
1270. 1263. 594. 578.
1250. 1249. 558. 558.
1238. 1227. 536. 536.
1164. 508. 510.
1161. 475.
1142. 1152, 458.
1129. 450. 454,
1112. 1121. 443,
1091. 1097. 418. 423.
1082. 1070. 403.

169



Tableau IV.8: Comparaison des fréquences calculées et des fréquences observées de
1a forme alpha du glucose-O-dS. Le spectre observé provient des travaux de Wells [8].

Fréq. observées Fréq. calculées Fréq. observées Fréq. calculées
1456. 1460. 1035. 1015.
1440. 1439. 1018. 1007.
1404. 1411. 968. : 976.
1380. 1391. 9438.
1373. 1368. 937. 938.
1360. 1355. 914.
1339. 1340. 894. 898.

1328. 863. 854.
1320. 1319. - 835. 837.
1297. 1303. 754. 752.
1281. 1287. 630. 643.
1260. 1260. 603. 608.
1229. 1215. 589. 565.
1197. 1187. 557. 538.
1167. 1158. 480. 467.
1153. 1148. ’ 459.
1145. 1128. 424, 407.

1119. 410. 403.
1097. 1101. 392.

1072. 372.

1069. 362. 358.
1061. 1059. 343.
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Tableau IV.9 Valeurs des constantes de force du glucose alpha.

Elongations

C—Ceyc
Cs—Cs
C—Ocyc
(G )
Ci—Oq
Cs—O¢
C—H
O—H

Angles de valence

Cc—C—-C
C4—C5—Cs
C—C—H
Cr—C1—H
Ce—Cs—H
Cs—Cs—H
c—C—-oO0
C—C1—0y
C2—C1—Os
C4+—C5—Os
Ce—C5—Os
Cs—Cs—O¢
H—C—O
H—C;—O
H—C5—O05
H—Cc—0p
C—0—-C
o0—C—-0
H—C—H
C—O—H
C;—01—H
Ce—0s—H

Kp (mdyne/A)
2.95
2.65
2.90
2.83
2.99
3.60
3.985
5.9985

H (mdyne/A) F (mdyne/A)
0.36 0.21
0.32 0.20
0.19 0.412
0.232 0.42
0.18 0.405
0.175 0.42
0.265 0.55
0.40 0.655
0.36 0.65
0.36 0.65
0.20 0.45
0.295 0.55
0.224 0.676
0.20 0.60
0.2635 0.808
0.194 0.55
0.60 0.42
0.37 0.68
0.4285 0.07
0.2575 0.636
0.2840 0.612
0.2995 0.645

171

F=-01F



Tableau IV.9 (suite)

Angles de torsion Y (mdyne.A)
C—Ceyc 0.1000
Cs—Cs 0.1500
C—Ocyc 0.0615
C—O 0.1030
Ce—Os¢ 0.0834
c—O0 0.0613

Tensions intramoléculaires & (mdyne.A)

C 0.0950
Ce-5) 0.0300
Cs 0.0105

Liaisons hydrogénes

Ko..H 0.15 (mdyne/A) Hy..ox
Hh..0ox 0.03 (mdyne/A) YH..O
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Tableau IV.10: Différences entre les co;xstantes de force des deux anomeéres du
glucose. (K, H et F sont exprimés en mdyne/A, Y, k, 1, tetgen mdyne.A ).

o B o B

K CsCg 2.65 2.50 Hg-Os5 t 0.096 g 0.000
K Ce¢O¢ 3.60 3.25 H7-Hs t -0.090 g -0.088
HOCO 0.37 0.32 C4-Og t -0.095 g -0.097
FOCO 0.68 0.63 H»-04 t 0.096 g 0.096
H HC¢0p 0.194 0.185 H1-C3 t 0.096 g 0.000
FHCgOs 0.55 0.53 HgHs | g | 0.045 g | -0.047
H C;0;H 0.284 0.255 Hg-C4 g -0.036 t 0.000
F C10:H 0.612 0.574 H7-Os g -0.036 t 0.096
H CsOgH 0.2995 0.295 H7-C4 g -0.036 g 0.000
F CsOgH 0.645 0.630 05-Og¢ g 0.050 g -0.098
Y C—Ceye | 0.100 0.125 Hs-Os | g | 0.092 t | 0.095
Y C—-C 0.150 0.175 Hy-H, g -0.005 t 0.000
YC—O 0.0613 0.0635 02-01 g -0.096 g 0.092
Y C1—Oy 0.103 0.0827 .| H2-Os g 0.090 g 0.000
k Ci 0.095 0.090 Oz-Hi g 0.000 g 0.092
K Ce 0.010 0.075 01-G3 g 0.000 t 0.000

Cs 1 0.04 0.015
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Tableau IV.9.bis Valeurs des constantes de force des coordonnées internes du
glucose o et des différences observées pour le glucose B, converties respectivement pour

K, H, Fet Y en kcal/mol.A2, kcal.mol/A2rd2, kcal/mol.A2 et kcal/mol.

Le H de notre calcul est, de par la forme de la fonction potentielle, multiplié par
les liaisons rj et rj de I'angle aijj. Or, dans la plupart des programmes la constante H

correspondante n'est pas multipliée par ces liaisons.

La barriere de rotation de I'angle de torsion T autour d'un axe d'ordre n peut étre
calculée a partir de la constante de force torsionnelle, par la relation Vg = 2.Ytor/ n2,

pourvu que la raie Raman corresponde & un mode pur.

Elongations Glucose o Glucose B
Kp (kcal/mol.A)

C—Ceyc 212.2

Cs—Cs 190.6 : 179.8

C—Ocyc 208.6

Cc—-O 203.6

Ci—O1 215.1

Cs—Os 258.9 233.77

C—H 286.7

O—H 431.5
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Tableau IV.9.bis (suite)
Glucose o Glucose f

Angles de valence H(kcal.mol/rd?) F(kcal.mol/rd?) H(kcal.mol/rd2) F(kcal.mol/rd2)

c—C—-C 60.22 35.13
C4—Cs—Cq 53.32 33.33
C—C—H 32.93 47.71
Cr—C1—H 28.08 50.85
Ce—Cs—H 21.61 48.63
Cs—Ces—H 20.82 49.97
c—C—-o0 41.20 85.52
Cr—C1—0q 61.37 100.49
Cr—C;—Os5 56.70 102.38
C4—Cs—O5 56.55 102.09
Cs—C5—O0s 31.03 69.80
Cs—Cs—O¢ 45.35 84.56
H—C—O 25.24 76.16
H—C;—O 21.93 65.78
H—Cs—05 29.91 91.70
H—Cg—O0g 21.62 61.30 20.62 59.07
Cc—0—C 87.91 61.54
0—-C—-0 52.77 96.93 45.65 89.88
H—C—H 36.99 6.04
C—O0—H 25.51 63.01
Ci—O01—H 27.53 59.33 24.20 54.4
Ce—O0s—H 29.43 63.39 28.99 61.92
Angles de torsion Glucose o Glucose
Y (kcal.mol) |
C—Ceye 3.2 4.0
Cs—Cg 4.8 5.6
C—Ocye 1.97
Ci—0Op 3.29 2.64
Ce—O¢ 2.67
c—O 1.96 2.03
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IV. Discussion des résultats de 1'analyse harmonique

Le calcul des modes normaux de vibration réalisé dans le cristal sur 27 mailles
donne, pour les deux formes anomériques, des résultats satisfaisants. La déviation
standard, entre les fréquences observées et les fréquences calculées correspondantes, est
de l'ordre de 3 cm! pour le glucose o et de 5 cm1 pour le glucose B ( & comparer, par

exemple, avec les 31 cm-1 obtenu avec AMII [10] ).

La combinaison des potentiels intra- et inter-moléculaires semblent donc apte a
reproduire les spectres de vibration complexes de ces molécules, en particulier les
vibrations internes de basses fréquences le sont parfaitement. Cependant, il a été
nécessaire, pour reproduire correctement toutes ces bandes de basses fréquences,
d'effectuer plusieurs calculs avec les différents ensembles de charges résiduelles et pour
chaque ensemble avec des valeurs variables de la constante diélectrique (ede 1 a 5 et plus
selon le type de charges considéré ). ‘

Sur le tableau suivant, on peut, pour le glucose o, observer les valeurs prises
par 1'énergie de réseau, évaluée a partir du programme C.V.O.A. pour que celle-ci
devienne négative, en fonction des charges considérées et de la valeur de la constante
di€lectrique ( en dessous des valeurs de € indiquées, 1'énergie de réseau est positive et le

cristal n'est donc pas physiquement stable):

sans

Hamiltoniens charges MNDO  MINDO/3 AM1 STO-3G  3-21G
Valeurde & — €= e= e= =2 e=10
En. Attraction 41. 41. 41, 41. 41. 41.
En. Répulsion -60. -60. -60. -60. -60. -60.
En. Electrostatique — 13. 16. 14. 14.9 18.6
En. réseau -19, -6. -3. -5. 4.1 -0.4

Les énergies sont exprimées en kcal/mole.

L'accord le meilleur obtenu dans les basses fréquences, 1'a été pour les charges
provenant de I'hamiltonien AM) avec une constante diélectrique de 3. La valeur de cette
constante est la méme que celle utilis€ dans de nombreux calculs sur les saccharides
comme ceux de Rasmussen ou de Brady [ Cf. Chap. II pour ces auteurs]. Avec les autres
distributions de charges, il est parfois difficile de reproduire correctement toutes les
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bandes de vibration et en particulier les vibrations 2 85 cm! pour le glucose o et 2 87 et
93 cm-1 pour le glucose P sont dans certains cas absentes de cette zone de fréquences.

En plus de la reproduction correcte de I'ensemble des spectres de vibration, il a
été possible de tranférer les constantes de force d'une structure ( o ) A l'autre ( f ) avec
peu de changements pour les constantes de force intramoléculaires ( Cf Tablean IV.10).
Sur les 67 constantes de force (sans tenir compte des interactions angulaires trans-
gauche) du glucose ¢, seules 16 différent dans le glucose f. La plupart des différences
mises en jeu le sont pour des groupements contenant un atome caractéristique de
I'anomérie ( C; ou C¢ ). La modification des constantes de force torsionnelles des

‘liaisons C—O exo-cyclique peut s'interpréter par une orientation différente de
I'hydrogeéne qui est porté par l'oxygene, ceci en relation avec le réseau de liaisons
hydrogenes spécifique de chaque forme anomérique.

Les interactions angulaires trans ( t ) et gauche (1), définies par Shimanouchi
[24], ont été introduites au niveau des carbones Cj et Cg pour permettre un meilleur
ajustement entre fréquences observées et fréquences calculées: ces constantes de force
permettent de déplacer de quelques cm-! les fréquences calculées. De méme, la constante
d'interaction angulaire 1 du Cg est nécessaire pour placer les coordonnées de symétrie de
torsion et de rotation du groupement CH2XY.

Dans les deux cas, les constantes de force intermoléculaires sont les mémes:

Celles du terme de liaisons hydrogenes, incontournables pour expliquer
tous les modes de basses fréquences et de hautes fréquences, mais participant aussi
de maniére prépondérante sur de nombreuses bandes de tous les autres domaines
spectraux. Ces contributions influencent les valeurs des constantes de force
intramoléculaires. Ainsi, on peut noter des différences non négligeables entre les
constantes de force du glucose B déterminées par Hineno [9] pour un champ Urey-
Bradley en molécule isolée avec celles obtenues dans ce travail.

Pour les autres termes intermoléculaires, on peut noter les faits suivants:

Les interactions de Van der Waals interviennent pour expliquer les spectres
de basses fréquences, mais participent aussi pour quelques bandes du domaine des
moyennes fréquences.

Comme déja décrit, le terme €lectrostatique est fondamental pour reproduire
parfaitement les fréquences inférieures & 200 cm-1. Sa présence ne semble pas
déterminante dans la reproduction des autres domaines spectraux.
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L'ensemble des parametres obtenus définit le champ de force des formes
anomériques du glucose. Cependant, il faut noter que si l'optimisation des parametres de
la fonction énergie potentielle est réalisée par simple comparaison entre fréquences
calculées et fréquences observées, elle n'est pas univoque.

Dans le chapitre II, il a ét€ donné la fagon de discriminer un champ de force
parmi les 2N possibles. Ceci peut &tre obtenu par l'utilisation des différentes substitutions
isotopiques mais surtout par calcul des intensités Infrarouge, Raman et Raman de
Résonance.

Pour le premier cas, les constantes de force déterminées pour le glucose o ont
été utilisées pour calculer les spectres du glucose deutéré sélectivement sur I'hydrogéne
H;j (glucose-1d1), sur les Hj et Hy (glucose-1,2d2) sur les hydrogénes du groupement
hydroxyle primaire (glucose6,6d2) et enfin sur tous les groupements COH (glucose-50d)
( Cf. tableaux IV.5 a2 I'V.8 respectivement ). Ces spectres, obtenus en solution c'est & dire
présentant le mélange des deux anomeres, sont correctement reproduits avec 1'ensemble
des constantes de force.

La deuxi¢me possibilité de discrimination n'avait, jusque trés récemment, jamais
été utilisées pour les saccharides. Un calcul d'intensités Infrarouge sur le glucose o a été
effectué [29] pour la molécule isolée, quasi-isolée ( seuls les atomes les plus proches de
la molécule référence dans le cristal sont considérés ) et dans le cristal. Le champ de force
utilisé est le champ de force de valence et les intensités sont calculées au moyen de la
technique CNDO/2. Les valeurs des constantes de force n'étant pas fournies, il est
difficile d'effectuer une comparaison. L'ensemble des attributions corrobore les résultats
existants déja, mais la reproduction des intensités de vibration semble toutefois
approximative dans certaines régions spectrales.

Discussion des attributions des deux formes anomeéres

Dans la zone des hautes fréquences, les modes de valence des liaisons O—H
sont calculées entre 3371-3421 cm-! (3374-3433 cm-!) pour les glucose a (glucose B,
respectivement ) alors quelles sont observées entre 3385-3415 cm1 (3339-3416 cml).
Pour ces bandes les liaisons hydroggnes contribuent énormément et permettent d'ajuster
correctement les fréquences.

La région des modes de valence des liaisons C—H est 12 aussi parfaitement
reproduite dans les deux cas et ceci avec une seule constante de force. En effet sur des
deutérations sélectives, Longhi et al. [30,31] ont pu attribuer les fréquences de cette zone
spectrale. Cependant, la différenciation de toutes les constantes de force C—H augmente
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de fagon non négligeable leur nombre total dans le calcul, ce qui peut-étre une limitation
lors du transfert & des molécules saccharidiques plus complexes. Plutot que d'attribuer
chacune des bandes, nous avons préféré opter pour une seule constante satisfaisant a la
reproduction de la zone compléte.

Le domaine spectral 1200-1500 cm-! met en jeu des modes de vibration
hautement couplés ( Cf. description des différentes zones Chap. 11, § 1.C.3.b ). IIs font
intervenir les déformations angulaires CCH, HCH, HCO et COH.

Les vibrations mettant en jeu les déformations COH sont fortement influencées
par le potentiel des liaisons hydrogenes. Les plus hautes valeurs calculées sont a 1417
cm-1 ( 1423 cm! ), mais leur contribution est particulitrement importante entre 1200-
1300 cm-! . Cependant, on peut retrouver de faibles contributions en dessous de 1200
cm! sur certaines bandes mais 1'attibution de ces fréquences n'est pas aussi 'catégorique’
que celle obtenue par Vasko et al..

Dans ce domaine spectral on peut aussi constater les bandes caratéristiques du
groupement CHOH observées 2 1460 cm1 (1451 cm-1), 1279 cm-! (1267cm-1) et 1204
cm-1 (1206 cm-1) et respectivement calculées 4 1460 cm-! (1451 cm-1), 1279 cm-1 (1265
cm-1) et 1208 cm-! (1208 cm-1).

Dans la zone 1000-1200 cm! ce sont principalement les modes de déformation
des €longations C—O et C—C qui interviennent. Ils sont cependant trés souvent couplés
avec les déformations angulaires CCH, HCO et COH, ce qui les rend difficilement
ajustables et attribuables. Le couplage 'global’ est encore augmenté par celui des
élongations C—C et C—O endo- et exo-cycliques. II est trés difficile d'attribuer aux
modes de cycle un type de mouvement précis ( en raison de la complexité des
coordonnées de symétrie locale utilisée ). Cependant, on peut remarquer que les
fréquences calculées 1053 cm-!, 1138 cm1 ( 1089 cm'! et 1149 cm1 ) correspondent
principalement 2 la déformation compléte du cycle.

La zone 700-1000 cm-! est la zone caractéristique de 1'anomérie. Elle est appelée
"région empreinte". Elle ne contient que peu de bandes observées 4 773 cm-1 (717 cm’1),
842 cmr'1 (902 cml) et 916 cm! (917 cml) et sont calculées & 764 cm-1 (708 cm-l), 845
cm-1 901 cm1) et 911 cm-! (918 cm-1). L'attribution de ces bandes fait intervenir
exclusivement les contributions des atomes de l'anomérie. Le couplage entre les
élongations et les coordonnées de symétrie de rotation et entre les élongations et les
déformations angulaires CCO, OCO, CCC et COC sont importantes.

La région spectrale 200-700 cm-! correspond aux couplages des déformations
angulaires CCC, CCO endo- et exo-cycliques, COC, OCO, et des torsions C—C, C—O
endo- et exo-cycliques.
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Les torsions C—O interviennent principalement dans la zone 400-600 cm-!
Lorsqu'elles sont exo-cycliques, elle dépendent assez fortement en contribution des
liaisons hydrogénes, ce qui est normal puisqu'elles régissent la position de I'hydrogéne
mis en jeu dans le processus.

On peut noter les bandes a 559 cm! et 497 cm-! du glucose o qui correspondent
principalement aux torsions respectivement C101 et C¢Og. Dans le glucose B elles sont
calculées & 677 crl et 532 cm'l.

La encore il est trés difficile de décrire les modes de vibration du cycle par un
mouvement précis les couplages étant beaucoup trop importants.

Enfin, dans la zone des basses fréquences le couplage est important entre les
vibrations internes et les vibrations externes c'est & dire entre les vibrations intra- et inter-
moléculaires. Les déformations angulaires précédemment décrites et les torsions C—C et
plus rarement les torsions C—O participent activement jusque dans les bandes (rares) de
plus basses fréquences observées. Dans le glucose o la bande intense observée 2 70 cm-!
et calculée a 72,8 cm-! est due principalement aux modes de réseau. Cette bande n'existe
pas dans la forme B, mais inversement la bande observée a 53 cm1 et calculée 2 51 cm’!
met en jeu les modes de réseau et n'apparait pas dans le glucose o.

En conclusion, le calcul dans le cristal permet de différencier et de caractériser
les bandes de chaque anomere. La contribution du potentiel intermoléculaire ( Van der
Waal, €lectrostatique et liaisons hydrogeénes ) est indispensable pour ajuster parfaitement
la plupart des modes normaux de vibration. De plus leur présence affecte de fagon
conséquente les valeurs des constantes de force intramoléculaires.
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V. Résultats des calculs quantiques.

En vue de tenir compte du terme électrostatique dans le calcul de dynamique
harmonique, il était nécessaire d'obtenir des charges résiduelles pour les deux formes du
glucose.

Le probleéme était soit de prendre les charges accessibles dans la litté€rature, soit
de calculer de fagon plus précise un jeu de charges. Les données de la littérature étant
assez divergeantes et peu précises, la premiere solution a €té €liminée.

Nous avons donc choisi de déterminer les charges utilisées dans nos calculs.
Une autre question s'est alors posée: Quelle méthode et quel hamiltonien sont le plus
adaptés a ce type de molécule?.

I1 a d'abord ét€ décidé de calculer les charges par méthodes semi-empiriques, ce
qui d'un point de vue pratique €tait plus facile & réaliser. Les hamiltoniens utilisés sont
MNDO, MINDO/3 et AM1 ( Cf. Chap. II). Sur un Vax 6320 environ deux heures de
temps CPU sont nécessaires pour optimiser la géométrie et calculer les charges.

Le laboratoire de Génie Biologique et Médical faisant partie du groupement
scientifique "Modélisation Moléculaire” IBM-CNRS, il nous a été possible d'effectuer
des calculs quantiques ab initio purs avec les bases STO-3G et 3-21G sur l'ordinateur
vectoriel du CIRCE a Orsay. Des calculs avec des bases plus sophistiquées ont été
essayés, mais devant le nombre d'intégrales biélectroniques a calculer, entre autre, les
capacités informatiques de stockage du CIRCE se sont avérées insuffisantes!. Sur les
bases précédemment décrites entre 40 et 50 heures de CPU de I'IBM 3090 sont
nécessaires.

Les charges des glucoses alpha et béta sont données dans les tableaux IV.11 et
IV.12. On peut observer des différences trés importantes pour une méme forme d'un
hamiltonien a l'autre. ,

Ainsi, on constate par exemple qu'il y a une sur-estimation, par rapport aux
autres types, des charges obtenues avec I'hamiltonien MINDOQO/3 et avec la base 3-21G.
Ceci est & relier avec les valeurs de la constante diélectrique ( € = 6 et 10, respectivement )
nécessaires pour obtenir une énergie de réseau négative dans le calcul de dynamique
harmonique ( Cf. § précédent ). Les charges obtenues avec AM; et STO-3G n'ont pas
des valeurs tres €loignées, mais celles provenant de STO-3G ne permettent pas d'ajuster
correctement certaines fréquences.

Pour les deux formes du glucose et pour chaque type d’hamiltonien il est
intéressant de constater les valeurs des charges portées par les atomes Cj, O et HO;p . La
charge portée par le carbone anomérique C; est beaucoup plus importante que celle des
autres carbones pour un méme hamiltonien. De plus, en comparant les deux formes
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Tableau IV.11: Charges résiduelles des atomes du glucose o obtenues par calculs
semi-empiriques AMPAC ( Hamiltoniens MNDO, MINDO/3 et AM1) et par calculs
quantiques ab initio avec les bases STO-3G et 3-21G.

Atome Types d' Hamiltoniens

MNDO MINDO/3 AM1 STO-3G 3-21G

C1 0.2607 0.6193 0.1158 0.1638 0.3926
C, 0.0891 0.2507 0.0290 0.0564 0.0666
Cs 0.0761 0.3012 0.0080 0.0583 0.0931
Cq 0.1168 0.2746 -0.0304 0.0462 0.0286
Cs 0.1141 0.2937 -0.0412 0.0592 -0.0034
Cs 0.1710 0.4059 -0.0149 0.0007 -0.0524
H; 0.0415 -0.0859 0.1262 0.0643 0.2489
Hp 0.0562 -0.0296 0.1432 0.0718 0.2601
Hj3 0.0182 -0.0792 0.1044 0.0544  0.2376
Hy 0.0206 -0.0861 0.0994 0.0538 0.2277
Hs 0.0180 -0.0593 0.1198 0.0699 0.2589
01 -0.3537 -0.5169 -0.3575 -0.3122 -0.7134
0)) -0.3152 -0.4464 -0.2971 -0.2853 -0.6761
07! -0.3227 -0.4689 -0.3118 -0.2890 -0.6801
O4 -0.3206 -0.4793 -0.3251 -0.2973 -0.6913
Os -0.3519 -0.5199 -0.3116 -0.2597 -0.6914
Hg -0.0022 -0.1087 0.1064 0.0464 0.2185
H7 0.0338 -0.0883 0.0768 0.0561 0.1940
HOy 0.2007 0.2668 0.2235 0.1927 0.4022
HO, 0.1934 0.2485 0.2155 0.1887 0.3919
HOs3 0.1929 0.2540 0.2180 0.1849 0.3890
HO4 0.1965 0.2545 0.2089 0.1798 0.3891
HOg 0.1790 0.2521 0.2131 0.1768 0.3909
O¢ -0.3121 -0.4527 -0.3184 -0.2807 -0.6820
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Tableau IV.12: Charges résiduelles des atomes du glucose  obtenus par calculs semi-
empiriques AMPAC ( Hamiltoniens MNDO, MINDO/3 et AM1) et par calculs quantiques
ab initio avec les bases STO-3G et 3-21G.

Atome Types d'Hamiltoniens
MNDO MINDOy/3 AM1 STO-3G 3-21G
Ci 0.2707 0.6403 0.1332 0.1700 0.4515
C2 0.0862 0.2369 -0.0280 0.0460 0.0216
Cs3 0.1040 0.3042 -0.0035 0.0524 0.0675
Cq 0.1065 0.2893 0.0105 0.0569 0.0879
Cs 0.1212 0.3376 0.0025 0.0598 0.0106
Cs 0.1728 0.4024 -0.0115 0.0012 -0.0642
H; 0.0054 -0.1350 0.0941 0.0473 0.2047
Hp 0.0354 -0.0561 0.1153 0.0630 0.2466
Hj 0.0225 -0.0743 0.1024 0.0538 0.2239
Hy 0.0204 -0.0636 0.1179 0.0637 0.2542
Hs 0.0129 -0.0905 0.1026 0.0573 0.2308
O1 -0.3261 -0.4870 -0.3351 -0.2984 -0.7120
Oy -0.3246 -0.4725 -0.3298 -0.2991 -0.7010
O3 03259  -0.4748 -0.3305 -0.2998 -0.6997
O4 -0.3226 -0.4759 -0.3224 -0.2938 -0.6969
Os -0.3545 -0.5349 -0.3227 -0.2765 -0.6942
Hg 0.0317 -0.0800 0.0750 0.0532 0.2010
H7 0.0006 -0.0943 0.1330 0.0796 0.2550
HOq 0.2035 0.2659 0.2341 0.1922 0.4002
HO, 0.1976 0.2567 0.2243 0.1933 0.4016
HO3 0.1970 0.2566 0.2252 0.1912 0.4017
HO4 0.1970 0.2592 0.2255 0.1910 0.4024
HOg¢ 0.1792 0.2539 0.2085 0.1846 0.3900
Oe -0.3108 -0.4640 -0.3204 -0.2894 -0.6833
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anomeres, on remarque que la charge portée par le C1, pour un hamiltonien donné, est
supérieure dans le glucose B a celle du glucose a.. Ces constatations pour le carbone Cj le

sont aussi pour l'oxyéne anomérique Oj et son hydrogéne HOj1.

Cette localisation particuliere des charges €lectroniques confére donc au carbone
anomérique toute sa spécificité et vient corroborer les résultats précédemment établis sur
des molécules modeles du groupement hémi-acétal ( Cf. Chap. 1. et II. et références
correspondantes de Jeffrey et al. et de Tvaroska et al. ). Cette différence de distribution
électronique au sein de la molécule peut s'expliquer par la différence d'électronégativité
entre les oxygenes et le carbone C; , ainsi que par l'existence de la paire d'électrons libres
de l'oxygene du cycle.

Pour chaque anomére et pour chaque type d'hamiltonien les calculs des
structures optimisées et les fréquences ont été déterminés. Les résultats des optimisations
sont donnés dans les tableaux IV.13.a-c et IV.14.a-c, ceux des fréquences calculées le
sont dans les tableaux IV.15 et IV.16.

L'objectif de ce travail étant d'obtenir une base de parametres de la fonction
énergie potentielle, les calculs quantiques ab initio et semi-empiriques n'ont été effectué
que dans le but de déterminer des charges résiduelles, donc une description compléte des
résultats ne sera pas faite.

On peut cependant noter que 12 encore MINDO/3 ne semble pas €tre
particuliérement bien adapté aux saccharides. La géométrie optimisée est trés bouleversée
(I'ensemble des valeurs sont assez éloignées des valeurs que 1'on pourrait attendre ) et le
cycle a tendance 2 "s'écraser”. Par contre la densité d'états vibrationnels est assez proche
de celle observé en dynamique harmonique.

Pour les autres hamiltoniens, 1a géométrie est reproduite correctement avec une
plus grande précision obtenue dans la base 3-21G. Les calculs étant réalisés pour des
molécules isolés, les structures optimisées se trouvent souvent "éloignées” de la structure
cristalline. Ceci explique sans doute pourquoi, avec la base 3-21G, qui bien que
présentant une géométrie précise mais différente de celle du cristal, procure un ensemble
de charges résiduelles qui ne conviennent pas aux calculs de dynamique harmonique dans
le cristal.

L'hamiltonien AM1 semble un bon compromis entre fiabilité et temps de calcul
raisonnables pour obtenir des informations théoriques satisfaisantes.

Pour information, les densités spectrales, entre chaque intervalle de 100 cm-1, pour tous
les types d'hamiltonien et pour un calcul de dynamique harmonique en molécule isolée,
sont données sur les figures IV.4 et IV.5 pour les glucose o et § respectivement. On peut

184



alors constater que les facteurs d'échelle sur les constantes de force sont absolument
nécessaires pour obtenir un accord des fréquences de vibration. Devant la complexité des
modes en dessous de 1600 cm-! et en raison de leurs couplages, la détermination de ces
facteurs d'échelle est tres difficile. Cependant, une détermination précise des facteurs
n'est pas A exclure et de méme des calculs d'intensité de vibration a partir de ces données
sont envisageables.

V1. Conclusion

A partir d'un champ de forces adapté a la reproduction des données de
spectroscopie vibrationnelle, combinant un potentiel intramoléculaire de Urey Bradley
Shimanouchi modifié et des termes de potentiel intermoléculaire ( interactions non liantes
Van der Waals, terme €électrostatique et fonction potentielle spécifique des liaisons
hydrogenes ), les spectres de vibration dans le cristal des anomeres du glucose et de ses
dérivés isotopiques ont €té parfaitement reproduits. Les constantes de force du glucose o
sont transférables au glucose B avec seulement des modifications liées a celle de

l'anomérie.

Pour savoir si cet ensemble de constantes de force, obtenu pour les deux formes
anomériques, est parfaitement transférable et pour pouvoir le compléter, il serait
intéressant de le vérifier sur des structures saccharidiques plus complexes comme les
méthyl-monosaccharides ou les disaccharides. C'est ce qui sera développé dans le
chapitre suivant.
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Tableau IV.15: Fréquences obtenues pour le glucose o avec les hamiltoniens MNDO,
MINDO/3 et AMI, les bases STO-3G et 3-21G et les fréquences obtenues avec un calcul
de dynamique harmonique en molécule isolée.

Calculs semi-empiriques " Calculs ab initio I]{) ay;:nag;i%?;

MNDO | MINDOS3 amt || sto-3G 321G

4003. 3975. 3491. 4254. 3889. 3361.
3999, 3973. 3486. 4249. 3889. 3361.
3998. 3965. 3480, 4230. 3869. 3353.
3998. 3947. 3471. 4229. 3864. 3351.
3989, 3938. 3466. 4226. 3869. 3350.
3255. 3291. 3101. 3657. 3313. 2949.
3194. 3230. 3071. 3640. 3305. 2947.
3192. 3218. 3063. 3610, 3281. 2935,
3183. 3209. 3057. 3593. 3288. 2922.
3171. 3198. 3046. 3578. 3253. 2913.
3165. 3193. 3036. 3577. 3222. 2878.
3164. 3150. 3028. 3542, 3197. 2852.
1559. 1478. 1560. 1822. 1681. 1464.
1554. 1438. 1548. 1788. 1578. 1409.
1546. 1425. 1538. 1775. | 1558. 1406.
1540. 1413. 1528. 1748. 1552. 1388.
1531. 1393. 1517. 1742. 1539. 1368.
1524. 1381. 1447. 1726. 1531. 1355.
1516. 1362. 1430. 1680. 1518. 1335.
1515. 1329. 1412, 1638. 1517. 1322.
1489, 1304. 1410. 1626. " 1502. 1306.
1485, 1300. 1400. 1621. 1490. 1302.
1475. | 1292 1382. 1610. 1472. 1279.
1328. 1263. 1377. 1560. 1460. 1240.
1422. 1253. 1356. 1538. 1427, 1210.
1412. 1244. 1355. 1517. 1389. 1193.
1410. 1228. 1344, 1467. 1345. 1185.
1379. 1218. 1315. 1451. 1340. 1181.
1374. 1200. 1302. 1429. 1313. 1164.
1353, 1170. 1297. 1418. 1289. 1149.
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1332.
1328.
1312.
1303.
1290.
1269.
1244.
1174.
1161.
1101.
1085.
994.
954.
798.
680.
629.
606.
581.
465.
446.
417.
397.
390.
355.
349.
344,
315.
305.
286.
267.
254.
207.
141.
92.
70.
55.

1156.
1145.
1144,
1133.
1122.
1071.
1069.
1061.
1049.
1024.
979.
888.
850.
713.
593.
531.
519.
513.
410.
394.
366.
344.
322.
319.
311.
298.
274.
267.
227.
188.
144.
128.
77.
68.
58.
45.

1286.
1268.
1251.
1241.
1223.
1210.
1196.
1189.
1168.
1142.
1128.
1015.
931.
815.
680.
629.
601.
554.
459.
445.
412.
399.
390.
375.
340.
337.
314.
301.
284.
269.
242.
196.
134.
82.
65.
55.

1389.
1377.
1361.
1345.
1336.
1318.
1295.
1254.
1224.
1207.
1185.
1038.
999.
863.
689.
640.
584.
573.
476.
455.
432.
423,
412.
393.
378.
350.
334.
310.
276.
249.
223.
206.
141.
100.
81.
64.

1241.
1232,
1214.
1188.
1172.
1168.
1153.
1230.
1105.
1091.
1063.
959.
908.
824.
676.
643.
587.
558.
516.
501.
471.
458.
449.
420.
397.
373.
325.
318.
275.
259.
249.
199.
. 152.
133.
110.
82.

1131.
1121.
1109.
1089.
1073.
1063.
1037.
1026.
1011.
985.
965.
890.
821.
749.
643.
594.
552.
522.
485.
447.
431.
411.
392.
383.
355.
348.
341.
304.
272.
268.
241.
215.
150.
125.
111.
92.
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Tableau IV.16: Fréquences obtenues pour le glucose P avec les hamiltoniens MNDO,

MINDO/3 et AM1, les bases STO-3G et 3-21G et les fréquences obtenues avec un calcul
de dynamique harmonique en molécule isolée.

Calculs semi-empiriques “ Calculs ab initio Dynamique
Harmonique

MNDO | MINDOR3 am1 | sto3c | 3216

4004. 3967. 3477. 4246. 3887. 3362.
3999. 3962. 3477. 4242. 3875. 3354.
3998. 3958. 3470. 4241. 3872. 3351.
3997. 3958. 3464. 4238. 3870. 3947.
3993. 3953. 3456. 4230. 3866. 3344.
3251. 328s. 3099. 3695. 3329. 2972,
3191. 3249. 3060. 3597. 3283. 2962.
3190. 3235. 3052. 3594. 3256. 2951.
3182. 3225. 3047. 3589. 3249. 2934,
3171. 3209. 3043. 3579. 3217. 2930.
3158. 3165. 3034. 3564. 3215. 2895.
3126. 3103. 3029. 3517. 3199. 28617.
1570. 1479. 1584. 1801. 1672. 1445.
1559. 1436. 1546. 1773. 1602. 143s.
1555. 1430. 1541. 1768. 1578. 1420.
1551. 1421. 1539. 1753. 1573. 1415.
1544. 1405. 1530. I 1751. 1554. 1398.
1524. 1397. 1456. 1740. 1544. 1380.
1513. 1374. 1428. 1653. 1528. 1370.
1505. 1345. 1420. 1648. 1517. 1342.
1488. 1311. 1398. 1628. 1494, 1309.
1479. 1297. 1394, 1625. 1478. 1284,
1477. 1265. 1384. 1611. 1462. 1267.
1440. 1253. 1367. 1598. 1453. 1250.
1420. 1244, 1352. 1575. 1440. 1208.
1405. 1241. 1344. 1509. 1369. 1198.
1385. 1236. 1334. 1470. 1357. 1192,
1380. 1231. 1321. 1457. 1350. 1173.
137s. 1212, 1303. 1432, 1341. 1164,
1372. 1185. 1293. 1406. 1310. 1156.
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1357.
1327.
1316.
1312.
1305.
1284.
1245.
1168.
1150.
1106.
1070.
1030.
978.
750.
658.
623.
609.
586.
483.
434.
423.
374.
363.
352.
336.
313.
304.
285.
282.
269.
257.
224.
130.
95.
62.
47.

1155.
1148.
1142.
1128.
1114.
1094.
1083.
1072.
1060.
1038.
972.
908.
877.
630.
565.
535.
519.
499.
420.
395.
376.
327.
321.
310.
302.
283.
259.
252.
235.
227.
211.
201.
103.
73.
60.
44.

1288.
1273.
1264.
1249.
1224.
1206.
1192.
1177.
1164.
1155.
1124.
1063.
953.
745.
676.
611.
602.
585.
457.
452.
424,
387.
371.
342.
338.
333.
319.
284.
278.
259.
243.
174.
124.
93.
74.
57.

1389.
1383.
1365.
1355.
1352.
1306.
1274.
1245.
1221.
1202.
1189.
1081.
1058.
769.
683.
623.
592.
558.
478.
469.
442,
421.
416.
402.
399.
353.
313.
292.
266.
258.
232.
215.
142.
109.
82.
68.

1244,
1226.
1214.
1197.
1182.
1171.
1150.
1135.
1098.
1085.
1079.
999.
968.
748.
666.
623.
594.
537.
515.
490.
471.
456.
448.
443.
427.
368.
301.
290.
279.
269.
233.
221.
154.
140.
101.
84.

1137.
1109.
1095.
1074.
1067.
1062.
1043.
1029.
1002.
988.
968.
902.
866.
683.
614.
596.
574.
494.
452.
438.
419.
409.
401.
393.
374.
315.
317.
306.
278.
265.
259.
241.
150.
127.
106.
98.
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Tableau IV.13.a: Comparaisons des différentes longueurs de liaison du glucose a de la structure cristallographique, des hamiltoniens
MNDO, MINDO/3 et AM] et des bases STO-3G et 3-21G. La nomenclature est celle de la figure IV.1, les unités sont en A.

Neutrons [21] MNDO MINDO/3 AM1 STO-3G 3-21G
C—C 1.5350 1.5878 1.5582 1.5428 1.5692 1.5230
Cr—C;3 1.5249 1.5836 1.5621 1.5358 1.5571 1.5206
C3—C4 1.5196 1.5858 1.5656 1.5404 1.5576 1.5200
Cs+—Cs 1.5294 1.5837 1.5613 v 1.5326 1.5652 1.5138
C5—Os 1.4277 1.4038 1.3735 1.4313 1.4401 1.4549
0s—Cy 1.4268 1.4043 1.3803 1.4127 1.4328 1.4188
Ci—H; 1.0967 1.1325 1.1483 1.1270 1.1019 1.0774
Cr—H, 1.0937 1.1269 1.1412 1.1258 1.0943 1.0775
C3—Hj 1.1072 1.1263 1.1403 1.1261 1.0982 1.0818
Cs4—Hy 1.1037 1.1260 1.1421 1.1251 1.0980 1.0841
Cs—Hs 1.1052 1.1261 1.1394 1.1251 1.0973 1.0784
C1—O 1.3898 1.3673 1.3638 1.4075 1.4290 1.4260
Cr—0, 1.4159 1.3939 1.3668 1.4078 1.4309 1.4274
C3—0O3 1.4166 1.3977 1.3668 1.4149 1.4328 1.4307
C4—O04 1.4268 1.3964 1.3674 1.4194 1.4345 1.4440
Cs—Ce 1.5105 1.6797 1.5344 1.5316 1.5516 1.5170
Cs—Hpe 1.0934 1.1221 1.1368 1.1226 1.0969 1.0787
Cs—Hy 1.0970 1.1197 1.1315 1.1222 1.0969 1.0848
01—HO; 0.9698 0.9474 0.9512 0.9651 0.9875 0.9663
0r—HO 0.9666 0.9475 0.9522 0.9674 0.9911 0.9679
03—HO3 0.9729 0.9468 0.9513 0.9670 0.9916 0.9677
04—HO4 0.9712 0.9471 0.9513 0.9645 0.9891 0.9651
Cs—O¢ 1.4151 1.3929 1.3512 1.4099 1.4344 1.4341

Og—HOg 0.9655 0.9470 0.9515 0.9662 0.9920 0.9677
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Ce—Cs—Hs
Cs—0O5—C
05—C1—C2
O0s—C1—H;
05—C1—Oq
H—C1—Cy
01—C1—C
H—C1—Or
Ci—O1—HO
Cr—02—HO;
C3—03—HO3
C4—04—HOy4
Cs—Cs—0s
Cs—Ce—Hs
Cs—Ce—Hy
He—C6s—Os¢
H7—C6—O¢
He—Ce—H7
Ce—0—HOg

108.98
113.77
110.03
104.80
111.55
109.07
109.32
111.97
107.84
112.15
112.14
106.94
110.42
109.08
109.08
110.12
110.38
107.69
107.65

107.63
122.44
112,75
104.96
109.05
108.05
110.72
111.17
112.66
113.70
112.20
111.92
113.77
108.15
110.37
110.68
106.60
107.06
112.07

107.52
127.78
107.27

99.87
118.90
111.02
109.96
109.37
114.24
113.48
112.63
112.79
110.54
109.02
113.24
110.88
112.58
100.11
111.10

110.44
114.98
114.50
104.70
106.43
111.18
107.75
112.26
107.75
107.45
106.29
107.17
111.41
109.67
109.98
105.01
110.40
110.26
107.07

108.20
111.27
113.64
104.99
112.31
108.95
105.97
111.01
104.78
103.31
102.98
105.16
107.82
109.37
108.94
111.10
111.72
107.84
103.96

110.40
115.24
111.94
106.47
111.31
111.27
104.36
111.59
112.30
108.19
108.03
112.03
109.68
110.30
108.97
107.00
111.33
109.54
107.44
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Tableau IV.13.c: Comparaisons des différents angles de torsion du glucose o de la structure cristallographique, des hamiltoniens MNDO,
MINDO/3 et AM; et des bases STO-3G et 3-21G. Les unités sont en °.

Neutrons [24] MNDO MINDO/3 AM; STO-3G 3-21G
C1—Cr—C3—Cy4 -51.3 -46.5 -33.3 -50.7 -50.0 -53.4
Cr—C3—C4—Cs 53.3 50.7 25.7 56.0 54.6 57.7
C3—C4—C5—O05 -57.5 -51.5 -29.3 -57.8 -60.7 -57.7
C4—Cs—05—C4 62.3 533 53.0 56.8 62.9 58.9
Cs—05—C1—Cy -61.0 -49.2 -61.4 -53.4 -59.7 -58.0
05—C1—Cr—C3 54.2 43.3 44.6 49.4 52.8 53.0
Cs—0s—C1—H; -178.1 -166.6 -177.2 -175.4 -178.7 179.8
05—C1—Cr—H, -63.9 -74.4 -71.1 -72.0 -65.6 -66.4
C1—Cr—(C3—Hj 68.2 72.4 85.1 69.8 67.5 65.8
Cr—C3—C4—Hy -65.6 -68.0 -91.8 -65.5 -63.7 -63.2
C3—C4—Cs—Hs 62.4 697 89.6 62.4 60.8 62.0
Cs—05—C1—0q 60.5 74.2 64.1 65.6 60.6 58.4
05—C1—Cr—0Oy 179.7 171.7 -178.8 173.3 177.4 176.7
C1—Cr—C3—03 -172.0 -166.0 -157.3 -170.3 -171.8 -172.1
Cr—C3—Cy—04 175.3 170.7 151.0 176.0 177.1 177.8
C3—Cs4—Cs5—Cs -176.6 -171.3 -149.6 -174.6 179.3 -172.9
C4—Cs5—Cg—Hg -49.1 -58.6 -24.4 -62.8 -48.2 -68.3
C4—Cs—Ces—H7 68.2 58.2 86.1 58.7 68.7 52.0
C4—Cs—Ce—0g  -1703 178.0 -146.5 -178.6 -172.6 174.1
05—C1—01—HO, 74.9 71.7 62.2 59.1 61.1 64.5
C1—Cr—0r»—HO,  -100.6 -62.3 -85.7 -64.8 -52.1 -53.1
Cyp—C3—03—HO3  -165.9 -713.7 -153.3 179.2 175.5 177.7
C3—C4—04—HO4 134.2 79.2 157.0 172.1 163.1 155.3

Cs—Ce—Og—HOg  -143.8 68.9 -175.8 -58.6 -175.2 -52.9
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Tableau 1V.14.a: Comparaisons des différentes longueurs de liaison du glucose B de la structure cristallographique, des hamiltoniens
MNDO, MINDO/3 et AM; et des bases STO-3G et 3-21G. Les unités sont en °,

Rayons X [22] MNDO MINDO/3 AM; STO-3G 3-21G
Ci—C, 1.5257 1.5915 1.5560 1.5404 1.5638 1.5102
Cr—C3 1.5192 1.5826 1.5652 1.5336 1.5535 1.5087
C3—C4 1.5117 1.5868 1.5637 1.5382 1.5574 1.5132
Cs4—Cs 1.5289 1.5845 1.5556 1.5371 1.5609 1.5205
Cs5—O0s 1.4371 1.4014 1.3650 1.4291 1.4395 1.4563
0s—Cy 1.4334 1.4103 1.3821 1.4204 1.4351 1.4255
Ci—H; 1.0750 1.1352 1.1532 1.1260 1.1076 1.0844
Cr—H» 1.0390 1.1254 1.1389 1.1250 1.0979 1.0817
C3—Hj 1.0759 1.1263 1.1402 1.1257 1.0983 1.0844
Cs—Hy 1.0171 1.1257 1.1379 1.1261 1.0979 1.0780
Cs—Hs 1.0549 1.1284 1.1460 1.1242 1.0974 1.0823
Ci—O 1.3837 1.3936 1.3621 1.4054 1.2252 - 1.4090
Cr—0Or 1.4285 1.3957 1.3705 1.4160 1.4316 1.4333
C3—0O3 1.4327 1.3966 1.3677 1.4169 1.4352 1.4349
C4—O4 1.4193 1.3960 1.3666 1.4176 1.4324 1.4335
Cs—Ce 1.5129 1.5779 1.5321 1.5329 1.5565 1.5182
Cs—He 1.1081 1.1218 1.1322 1.1220 1.0966 1.0833
Ce—H7 1.0513 1.1214 1.1346 1.1236 1.0928 1.0766
01—HO; 0.9527 0.9478 0.9517 0.9677 0.9893 0.9666
0,—HO, 1.0285 0.9473 0.9516 0.9666 0.9897 0.9675
03—HO;3 0.8935 0.9472 0.9515 0.9667 0.9794 0.9679
04—HO4 0.9813 0.9473 _ 0.9515 0.9671 0.9901 0.9679
Ce—O¢ 1.4190 1.3910 1.3510 1.4102 1.4319 1.4369

Og—HOg 0.9782 0.9468 0.9514 0.9660 0.9908 0.9679
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Tableau IV.14.c: Comparaisons des différents angles de torsion du glucose B de la structure cristallographique, des hamiltoniens MNDO,
MINDO/3 et AM; et des bases STO-3G et 3-21G. Les unités sont en °.

Rayons-X [22] MNDO MINDO/3 AM; STO-3G 3-21G
C1—Cp—C3—Cy4 -50.8 -50.7 -24.8 -54.0 -53.3 -58.6
Cp—C3—Cs—Cs 53.4 52.6 31.0 54.4 52.0 57.0
C3—C4—Cs5—Os -59.8 -52.8 -44.0 -54.8 -55.5 -53.7
C4—C5—05—Cy 66.3 56.7 55.5 57.2 60.5 56.5
C5—05—C1—C» -62.8 -55.7 -49.5 -58.4 -62.7 -59.0
05—Cj—Cp—C3 53.7 50.0 28.4 55.8 59.2 58.3
Cs—Os—Cj—H; 62.9 66.6 70.8 67.1 58.4 61.6
05—C1—Cr—H, -67.5 -68.7 -91.0 -65.4 -59.0 -61.5
C1—Cp—C3—Hs 68.0 67.9 93.6 67.4 64.9 61.2
Cr—C3—Cs4—Hy -68.6 -66.3 -88.2 -67.0 -66.4 -63.1
C3—C4—Cs—Hs 61.9 67.4 77.2 66.3 67.0 67.5
Cs—O0s5—C1—0 179.4 1739 -170.5 -174.2 179.9 -175.5
05—C1—Cp—05 175.0 169.5 1487 172.9 178.3 175.6
C1—Cp—C3—03 -170.5 -170.4 -146.3 -171.3 -172.9 -176.3
Cyr—C3—C4—O04 173.1 172.4 150.7 171.7 171.3 173.4
C3—C4—Cs5—Cg -179.0 1754 -166.3 -171.8 -173.1 -169.0
C4—Cs—Ce—Hg -174.2 -176.1 173.8 -173.3 -170.2 -175.2
C4—Cs—Ce—Hy -59.7 -61.5 77.2 -52.3 -52.5 -54.6
C4—Cs—Cs—O¢ 59.1 74.6 46.5 63.9 66.5 62.7
0s—C;—0;—HO;  -102.3 -51.8 -56.9 -34.1 -54.8 -55.0
C;—Cr—02—HO, 99.8 798 80.0 60.7 58.6 59.7
Cy—C3—03—HO3  -114.0 -78.1 -73.5 -55.9 -56.6 -53.3
C3—C4—O0s—HO4 96.0 64.5 74.4 59.5 56.7 56.5

Cs—Ce—0—HOg 123.9 -83.5 177.6 57.2 53.7 53.5
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Dynamique harmonique de
disaccharides.

I. Introduction

L'étude des disaccharides s'avérait non seulement intéressante mais nécessaire
pour plusieurs raisons:

o des configurations différentes des liaisons glycosidiques ( o ou ) existent

¢ le branchement de la liaison glycosidique peut s'établir a différentes positions.

¢ le champ de force précédemment déterminé pour les anomeres du glucose, s'il
est fiable, doit pouvoir se transférer pour les structures & deux unités. De plus, les deux
points évoqués devraient permettre d'affiner et de compléter la base de paramétres utilisée
par la détermination des parameétres relatifs a la liaison glycosidique.

e Enfin, ces molécules sont les unités structurales de base des oligosaccharides,
des glycannes et des polysaccharides.

Les spectres Raman et infrarouge €tant spécifiques de la molécule, en
enregistrant ceux-ci pour les disaccharides voulus dans 1'état cristallin ( avec
théoriquement pas de mélange des différentes formes ), des bandes caractéristiques de
chaque molécule doivent apparaitre. Si les constantes de force, déterminées par calcul
dans le cristal des anomeres du glucose, sont fiables, elles doivent permettre de
reproduire correctement 1'ensemble des modifications observées.

Toutes ces constatations nous ont amené a choisir des disaccharides particuliers,
constitués exclusivement d'unités glucosidiques et présentant les configurations et les
positions adaptées au but recherché. En affinant les parameétres de départ, une base
beaucoup plus complete, avec les informations adaptées a chaque de type de liaison sera
déterminée et pourra étre pour la modélisation de molécules de saccharides plus
complexes ( Cf. Fig. V.1).
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Toutefois, avant de considérer les disaccharides ( une liaison glycosidique étant
constituée de deux ou trois ( branchement en 6 ) éléments), il semblait intéressant de
vérifier la tranférabilité des parametres sur des structures moins complexes mais
présentant cependant le caractere de la liaison glycosidique. Ce travail a été réalisé sur des
méthyl-monosaccharides et sera développé rapidement dans une premiére partie.

II. Les méthyl-monosaccharides

Trois methyl-monosaccharides ont été étudi€s. Ce sont le Me-a-D-glucose, le
Me-B-D-glucose hemihydrate et le Me-a-D-mannose. Les deux premiéres molécules ont
été choisies directement a partir des deux formes du glucose.

Le choix de la dernitre s'est porté pour évaluer la validité du champ de force,
déterminé 2 partir du glucose, sur 1'un de ses épimeéres sachant qu'il a déja €té transféré a
d'autres molécules comme les galactoses o et B [1] ou & la N-acétyl-glucosamine [2]. Le
Me-o-D-mannose €tait donc tout indiqué pour ce travail.

IL.1 Les spectres
Le Me-B-D-glucose hemihydrate a été obtenu, sous forme de poudre cristalline,

chez Aldrich ( Aldrich-Chimie, Strasbourg France ) alors que les deux autres molécules
proviennent de chez Sigma ( Sigma-Chimie, La Verpilliere France ). L'anomérie du cycle
étant bloquée par le groupement méthyle, ces produits sont purs & 99%.

L'ensemble des spectres enregistrés pour ce travail, pour les méthyl-
monosaccharides et pour les disaccharides, a été réalisé sur les matériels suivants:

- les enregistrements de spectroscopie Raman ont été obtenus sur le spectrometre
a triple monochromateur Coderg T800 du laboratoire. La lumiére excitatrice utilisée était
la raie & 514.5 nm mais aussi, dans la région des basses fréquences, la raie 488 nm d'un
laser argon ionisé spectraphysics 2025. Selon les produits et selon le domaine spectral
étudié, la puissance du laser était de 400 2 600 mW et la résolution obtenue avec le
spectrometre était de 2 2 3,5 cm-l.

- Les spectres infrarouges ont ét€ enregistrés sur le spectromeétre InfraRouge 2
Transformée de Fourier, de type IFS 113V Briiker du LASIR Il fonctionne sous vide, ce
qui permet d'éliminer les vapeurs d'eau et de CO». La résolution est de 2 cm-l. Les
spectres basses fréquences des Me-a-D-glucose, Me--D-glucose hemihydrate, maltose
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monohydrate et cellobiose ont été obtenus chez Briiker 2 I'aide d'un bolométre ( Briiker,
67160 Wissembourg France ).

Les spectres des méthyl-monosaccharides sont donnés dans l'annexe 1
(spectresde 12 12).

I1.2 Données cristallographiques et fonction potentielle

Les positions atomiques de ces molécules existent dans la littérature. Le
Me-a-D-glucose a été résolu par diffraction des rayons-X [3] et par diffraction des
neutrons [5], de méme pour le Me-o-D-mannose ( [4] et [5] respectivement ). Quant au
Me-f-D-glucose hemihydrate il n'est connu que par diffraction des rayons X [6].

Les deux premiéres molécules cristallisent avec pour groupe d'espace P212121.
La maille élémentaire contient 4 molécules
{(x,y,2), (x+1/2, 1/2-y, -2), (1/2-x, -y, z+1/2 ), (-x, y+1/2, 1/2-2) }
alors que le Me-B-D-glucose hemihydrate appartient au groupe d'espace P41212 avec 8
molécules par maille
{(x,y,2), (12-y, 1/2+x, 1/4+z ), (1/2+y, 1/2-x, 3/4+z), (X, -y, 1/2+z),

(y, x,-z), (-y, X, 1/2-2.), (1/2-x, 1/2+y, 1/4-z), (1/2+x, 1/2-y, 3/4-Z) }.

Cing, sept et quatre liaisons hydrogénes existent respectivement dans les
cristaux de Me-a-D-glucose, de Me-f3-D-glucose hemihydrate et de Me-o-D-mannose.

La fonction potentielle intramoléculaire choisie est celle de Urey-Bradley-
Shimanouchi modifiée [7] décrite dans le chapitre précédent. La fonction intermoléculaire
est 12 aussi composée du terme d'interactions non liantes Van der Waals de type
Buckingham, du terme électrostatique ( les charges sont déterminées pour chaque
molécule au moyen de I'hamiltonien AM; avec une constante diélectrique de trois ) et
d'une fonction spécifique des liaisons hydrogénes.

La matrice U a été construite de la méme facon que pour le glucose, c'est a dire
en traitant le cycle et ses substituants séparemment, le groupement CH2OH et chacune
des autres coordonnées internes. Ici, en plus, le groupement méthyle a été considéré a
part en tenant compte de sa symétrie locale C3y et les coordonnées de symétrie suivantes
ont été définies:

213



ts = (Ar}+ Arp + Ar3 ) élongation totalement symétrique

ds = (2Ari- Arp - Ar3) élongation dégénérée
ds'=(Arp - Ar3 ) élongation dégénérée

sd = (Aap3 + Aoy + Aayg - AB1 - AR - AB3 )/ 62 déformation totalement symétrique
dd = (2A093 - Aazp - Aagp )/ 62 déformation dégénérée

dd' = (Aaszy - Aoy )/ 212 déformation dégénérée
dr=(2AB1 - AB2- AB3)/612 rotation dégénérée
dr' = ( ARz - AB3 )22 rotation dégénérée

IL.3_Discussion

La comparaison des spectres des formes anomeres du glucose et de leur méthyl-
monosaccharide respectif montre une certaine identité. Cependant, certaines bandes
supplémentaires apparaissent et d'autres se déplacent.

Sur le Me-a-D-glucose trois fréquences supplémentaires sont observées a 1185,
1361 et 1477 cm-1 dans le spectre Raman. Les bandes mesurées 4 773, 916 et 1296 cm-1
pour le a—glucose se déplace 3, respectivement, 750, 900 et 1322 cm1 pour le Me-a.-D-
glucose. Ces mémes constatatiohs se retrouvent dans le spectre infrarouge.

De méme, pour le Me-B-D—glucose hemihydrate, les fréquences a 1480, 1189,
971, 492 et 381cm-! du spectre Raman sont nouvelles. La fréquence observée 2 902 cm-!
dans le glucose P glisse 2 887 cm1. De plus, les fréquences & 917, 717 et 667 cm-! du
glucose f ne sont pas retrouvés dans le spectre du méthyl-monosaccharide.

En transférant les constantes de force des anoméres du glucose & chaque méthyl-
saccharide correspondant, toutes les fréquences observées doivent &tre, si le champ de
force est fiable, calculées et en particulier les caractéristiques précédentes doivent étre
retrouvées.

Sans aucune modification de constantes de force on obtient pour le calcul dans le
cristal une déviation standard, pour les fréquences inférieures 4 1600 cm-1, de 5,5 cm-!
pour le Me-a-D-glucose et de 6,5 cm! pour le Me-B-D-glucose hemihydrate.
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Les fréquences supplémentaires du Me-a-D-glucose sont calculées 2 1162 cm-1
( observée a 1185 cm! ), 1361 cm-! ( 1363 cm-! ) et 1477 cmr! ( 1477 cm-1 ). Les
fréquences déplacées sont calculées A 752 cm-! (750 cm-! ), 908 cm-! (900 cm!) et
1327 em-1 (1322 cm-1). Sur I'ensemble du spectre seule la bande observée a 1185 cml
et calculée 4 1162 cm-1 pose probleéme. Cependant, en différenciant les constantes de
force d'élongation C—O mises en jeu avec le groupement méthyle 1'écart entre la
fréquence calculée et observée doit pouvoir se réduire.

Pour le Me-B-D-glucose hemihydrate les fréquences supplémentaires sont
calculées 2 392 cm-! (381 cml), 501 cm! (492 cmrl), 965 el (971 eml ), 1194
cm-1 (1189 cmrl ) et 1480 cm1 ( 1480 cm! ). La fréquence observée a 887 cm-1 est
calculée a 873 cm-!. Sur l'ensemble du spectre observée les fréquences calculées sont en
moyenne A quelques cm-1 mais deux fréquences observées A 1227 cm-1 et 1377 cm-1 sont
difficilement reproduisibles sans modification de constantes de force.

Donc, pour ces deux molécules, les constantes de force provenant du glucose
dans ces deux formes sont capables de reproduire l'ensemble des spectres. Des
modifications de constantes de force pourraient toutefois améliorer la déviation standard.
Celles-ci concerneraient, par exemple, les constantes de force des groupements mis en jeu
dans les liaisons hydrogénes. Cependant, aucun affinement n'a été effectué car une
simple vérification de la validité des parametres de la fonction énergie potentielle €tait
envisagée.

Pour le Me-a-D-mannosé, épimeére du Me-a-D-glucose, 1'ensemble des
constantes de force de cette derni¢re molécule a été utilisé. La déviation standard sur le
spectre en dessous de 1600 cm-1 est de 6,1 cm-1. Par comparaison aux autres molécules,
les spectres du Me-o-D-mannose présentent certaines caractéristiques et en particulier
l'existence de 6 bandes trés intenses dans la région 650 cm-! - 1000 cm-l . Dans le
spectre calculé, sur ce méme domaine spectral, exactement 6 bandes sont obtenues avec
des valeurs de 679 cm-1 (666 cm! ), 795 cm™! (817 cm-1), 839 cm-1 ( 845 cm1 ), 903
cm1 (889 cm1), 921 cml (913 cml) et 967 cm! (973 cm-1). Toutes ces fréquences
peuvent étre ajustées plus précisemment avec des modifications de constantes de force.

11 semble donc que le champ de force du glucose puisse étre transféré sans trop
de probléme & des molécules proches. Ceci laisse supposer que cette transférabilité sera
effective sur des disaccharides.
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III. Les disaccharides

Pour valider et améliorer le champ de force des saccharides, le choix des
disaccharides s'est effectué de la fagon suivante: ils devaient étre constitués de résidus de
méme nature ( du glucose dans I'une ou l'autre forme ), présenter les caractéristiques de
configuration et de position de la liaison glycosidique choisies, avoir leur résolution
radiocristallographique effectuée et étre disponible dans le commerce.

Ces considérations nous ont amené a envisager les 6 disaccharides suivants:
e Je Trehalose 2H20 (1): a-D-glucopyrannosyl-(1—1)-o-D-glucopyrannose, 2H20
¢ le Sophorose H,Q (2): B-D-glucopyrannosyl-(1—2)-o-D-glucopyrannose, HoO
e le Laminarabiose (3): B-D-glucopyrannosyl-(1—3)-3-D-glucopyrannose
¢ le Maltose HyO (4): a-D-glucopyrannosyl-(1—4)-B-D-glucopyrannose, H2O
e le Cellobiose (3): B-D-glucopyrannosyl-(1—4)-B-D-glucopyrannose
¢ le Gentiobiose (6): B-D-glucopyrannosyl-(1—®6)-B-D-glucopyrannose
( Cf. Photos V.1 & V.6 respectivement ).

Les molécules de maltose monohydrate et de cellobiose, toutes deux liées en
1-4, permettent d'étudier la configuration de la liaison glycosidique. Les autres molécules
nous amenent a envisager les différentes positions de la liaison glycosidique.

IIL.1 Les spectres.

Les principaux résultats spectroscopiques expérimentaux de la littérature sur ces
molécules sont obtenues pour le maltose [8-12,15], le cellobiose [8-10,12-17] et le
gentiobiose [8]. Tout en tenant compte de ces données, nous avons enregistré, pour
chaque composé, les spectres Raman et Infrarouge dans 'état cristallin. Ils sont donnés
en annexe II ( Spectres n°12 a 38 ). Les conditions d'enregistrement sont les mémes que
pour les méthyl-monosaccharides. |

Les disaccharides tréhalose dihydrate (1) et maltose monohydrate (4)
proviennent de chez Aldrich, les laminarabiose (3), cellobiose (3) et gentiobiose (6), de
chez Sigma et enfin le sophorose (2) de chez Koch-Light ( Angleterre ). Aucun de ces
produits n'est pur a2 100% et le mélange des anomeres étant présent ( par exemple, 93%
de P maltose monohydrate, 5% de forme a d'aprés Sigma ). Cependant, la présence de
I'anomeére minoritaire ne doit pas prédominer dans les spectres et seuls des épaulements
ou de tres faibles bandes peuvent apparaitre.
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II1.2 Données cristallographiques

Mis a part la structure du maltose monohydrate obtenu par diffraction des

neutrons [21] tous les autres disaccharides ont ét€ obtenus par diffraction des rayons-X

( Références tableau V.1 ). Il faut noter que dans le cas du "laminarabiose” [20] le cristal

correspond 2 39% de molécule ayant un branchement de la liaison glycosidique en
- configuration «,1—3 avec et 61% de la molécule de laminarabiose ( B,1—3).

L'ensemble des données cristallographiques est résumé dans le tableau V.1.

Tableau V.1 Informations cristallographiques du tréhalose dihydrate (1), sophorose

monohydrate (2), du laminarabiose (3), du maltose monohydrate (4), du cellobiose (3)

et du gentiobiose (6). De plus sont indiqués le nombre de cellules nécessaires pour le

calcul dans le cristal, le nombre de coordonnées internes et de symétrie.

(D8] | 2)19] | B)[20] | @) (21] | (3)[22] | (8)[23]
Nbr. d'atomes N 51 48 45 48 45 45
3N-6 147 138 129 138 129 129
Groupe spatial P212121 | P212121 P2 P21 P21 P212121
Nbr. de molécules 4 4 2 2 2 4
a=(A) 12,230 22,046 14,778 4,866 10,972 8,8693
b=(A) 17,890 14,436 4,794 15,077 13,048 22,846
c=(A) 7,596 4,8657 | 10,516 10,702 5,091 7,2011
B=(°) 90, 90, 98,10 97,07 90,83 90,
Liaisons H-H intra- 4 0 1 1 1 0
Liaisons H-H inter- 8 9 7 7 7 7
Nbr. de cellules 125 363 125 125 125 27
Nbr. Coord Internes 186 162 159 168 159 153
Nbr. Coord. Symétrie 159 138 135 144 135 129

Aucune de ces molécules ne possédant de symétrie, leur groupe moléculaire et

de site correspondent & Cy. Pour les molécules appartenant au groupe spatial P212121 le

groupe facteur est D5 et pour les autres Cp.

11 est alors possible d'obtenir les représentation irréductible qui, pour le réseau,

s'écrivent dans le premier cas

rréseau=6A+5B1+5B2+5B3 (DZ)

et dans le second cas

rréseau=5A+4B (CZ)
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Le dénombrement des vibrations internes est obtenu par 3N-6 avec N le nombre
d'atomes ( Tableau V.1).
Les vibrations du cristal sont obtenues par combinaison des vibrations internes

et du réseau.

II1.3 La fonction potentielle et les conditions de calcul

L'expression analytique de la fonction énergie potentielle choisie est celle de
- Urey-Bradley Shimanouchi modifi€ (mUBSFF) [7] dont la forme est:

1 a1 2, 1 2
V@) = Iiaiszons Ky (15-1,)" + 5 m%es Ho T (8- 8,07 + ozpb Vi (BTq)
1 , C.. q; q:
+ 5 Z Yu(A’cn)2+ 2 Aijex}:\(-Bijrij)-——;-J + Z -
torsions paires non liées T paires non liées
r<6A r<6A
1 ) ,
ta > Fij(q5-9,0" + > Fii 9 (95-95) + Vieq
distances1,3 distances 1,3
+ Vi

avec Vred, la contribution & l'énergie potentielle de la tension interne K qui, pour la

géométrie d'un tétragdre parfait , s'exprime par:

1 3 2 K '
Viea = 2 an%es /= (eijk ) 90 yr an%es \7—; ( eijk ) 60 X eijl ) 60)

tétraédriques tétraédriques

Dans ces expressions, les constantes Kp, He, Yil, Yijki représentent
respectivement les constantes de force associées aux mouvements d'élongation, de
déformation angulaire, de torsion et de déformations hors du plan. La constante de force
K est la tension interne. Les constantes de force Fjj et F'jj ( F'jj = -0,1 Fjj ) sont
respectivement associées aux répulsions de type 1,3 et aux termes linéaires de I'énergie
de répulsion.

La fonction potentielle intermoléculaire est définie par le potentiel d'interaction
entre paires d'atomes non liés de type Buckingham, par le terme d'interaction
€lectrostatique de type coulombique, enfin, le terme V1h lié au potentiel des liaisons
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hydrogénes qui, dans notre calcul, est une fonction spécifique de type Urey-Bradley et
qui prend la forme suivante:

1 2 1 2
Vp, = = Ko g (Arg »g) + 5 Hoy.oTouTo.u (4854 o)

1 2 2
+ 5 By ocT.oToc (8% oc)” + 5 Hy onT.oTon (884 on)

1 21 2
+ -2— YO—H ( AtO-H ) + 7 YHO ( ATH...O )

dans laquelle Ko 1, Hou..0.-HH...oc.HH...0H, Yo-H et Y., H sont respectivement les
constantes de force associées aux élongations de la liaison hydrogene, aux 3 angles de
valence intervenant dans le processus donneur-accepteur et aux deux torsions
supplémentaires amenées par la présence d'une liaison hydrogéne, comme indiqué sur le
shéma suivant:

N/ T,
C Ton O.H ¢

- H
p H..HO
\ \ H- - i - //
‘6/' .1 %O
Liaison hydrogene des saccharides 7N

Les parametres de départ de ces différents termes d'énergie sont ceux du glucose
o et du glucose B lorsque 'une ou l'autre de ces entités constituent le disaccharide ( par
exemple, dans le sophorose le premier cycle est en configuration § alors que le cycle
réduit est lui en configuration o ).

Les coordonnées cartésiennes utilisées sont celles de la cristallographie avec
toutefois quelques modifications pour certains hydrogénes qui ont di étre "replacés” a
des positions standards. En effet, avec les constantes de force initiales, les différences
importantes d'angles de valence ou de longueurs de liaison mettant en jeu certains
hydrogénes amenaient des déplacements non négligeables ( de 10 & 40 cm-1 ) des
fréquences calculées. En amenant certains hydrogeénes a des positions de géométrie
classique pour ce type d'atome, I'ensemble des fréquences calculées les mettant en jeu est
alors en meilleur accord.
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Ainsi, pour le tréhalose dihydrate les hydrogénes des deux groupements
hydroxyles primaires ont été replacés, pour le cellobiose seuls ceux du cycle non réduit
I'ont été. Pour le sophorose monohydrate, le laminarabiose et le gentiobiose tous les
hydrogeénes ont été€ replacés, avec toutefois des torsions et des angles de valence peu
modifiés pour les hydrogenes des groupements hydroxyles intervenant dans une liaison
hydrogene. Le maltose monohydrate ayant €té obtenu par diffraction aux neutrons, aucun
atome d'hydrogene n'a été modifié.

En plus des coordonnées internes, sont définies comme telles les liaisons
hydrogénes intra-moléculaires ( entre cycles { laminarabiose (3), maltose monohydrate
(4), cellobiose (3) } ou entre cycles au moyen de molécules d'eau comme dans le
tréhalose dihydrate (1) ) et les angles de valence et de torsion qui apparaissent alors en
plus.

Les coordonnées de symétrie sont obtenues grace a la matrice U et sont définies
de la fagon suivante:

Chaque cycle pyrannose est traité séparément avec 6 liaisons, 31 angles de
valence ( 6x5+1) et 6 torsions. Les 11 redondances associées & chaque cycle sont retirées
( 6 redondances de cycles et 5 redondances arbre li€s aux 5 carbones ). On obtient pour
un disaccharide 64 (32x2) coordonnées de symétrie, combinaison linéaire des
coordonnées internes de chaque cyle mis en jeu.

Les groupements hydroxyles primaires sont traités dans la symétrie locale Cyy et
la redondance associée est éliminée.

Les demiéres coordonnées de symétrie correspondent aux coordonnées internes
qui n'ont pas été prises en compte. En particulier, les coordonnées internes associées a
une ou plusieurs liaisons hydrogénes intramoléculaires peuvent engendrer des
coordonnées de symétrie redondantes qui dans ce cas ne sont pas éliminées.

Sur les résultats du glucose, les charges résiduelles ont été déterminées au
moyen de I'hamiltonien AM; ( Cf. Tableau V.2 ) et la constante diélectrique utilisée est

€=3.

Les parametres de Van der Waals utilisés et la distance maximale de coupure
sont les suivants:
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Tableau V.2 Tableau des charges résiduelles déterminées au moyen de 'hamiltonien

AM] pour les 6 disaccharides.
Atome Trehalose Sophorose Laminarabiose Maltose Cellobiose Gentiobiose
2H,0O H,O H,O

C 0.1267 0.1211 0.1176 0.1260 0.1271 0.1604
Ca -0.0114 -0.0250 -0.0231 -0.0260 -0.0198 0.0201
Cs -0.0018 -0.0029 -0.0027 -0.0381 -0.0464 -0.0023
Cs 0.0123 0.0106 0.0109 0.0161 -0.0169 -0.0333
Cs -0.0065 -0.0025 -0.0042 -0.0085 -0.0027 -0.0302
Cs -0.0126 -0.0065 -0.0183 -0.0100 -0.0103 -0.0161
H; 0.1379 0.0987 0.1046 0.1541 0.0822 0.0878
50 0.1127 0.1216 0.1181 0.1380 0.1505 0.1228
Hj 0.1064 0.1052 0.1010 0.1041 0.1248 0.1033
Hy 0.1146 0.1042 0.1067 0.0967 0.0963 0.1191
Hs 0.1171 0.1075 0.0951 0.1188 0.0949 0.1003
O1 -0.3399 -0.2627 -0.2521 -0.3005 -0.2508 -0.2510
6) -0.3587 -0.3275 -0.3335 -0.3247 -0.2892 -0.3180
%] -0.3301 -0.3311 -0.3328 -0.3357 -0.3142 -0.3295
O4 -0.3216 -0.3214 -0.3278 -0.3243 -0.3215 -0.3294
Os -0.3034 -0.3024 -0.2917 -0.2890 -0.2962 -0.3116
Hg 0.1313 0.0781 0.1235 0.0742 0.1136 0.1075
Hy 0.0775 0.1290 0.0985 0.1293 0.0917 0.0849
HO; — - — — — —
HO, 0.2462 0.2184 0.2332 0.2326 0.2019 0.2266
HO3 0.2220 0.2269 0.2287 0.2244 0.2142 0.2251
HO4 0.2239 0.2259 0.2273 0.2249 0.2247 0.2149
O¢ -0.3239 -0.3284 -0.3214 -0.3255 -0.3153 -0.3268
HOg 0.2074 0.2184 0.2005 0.2084 0.2091 0.2202
Cy' 0.1194 0.1340 0.1305 0.1228 0.1241 0.1704
Co 0.0299 -0.0095 -0.0072 -0.0245 0.0159 0.0094
Cj' -0.0287 -0.0163 0.0084 0.0270 0.0323 -0.0038
Cyq' -0.0192 0.0165 -0.0111 0.0190 -0.0268 -0.0378
Cs' -0.0419 -0.0046 -0.0003 -0.0174 -0.0091 0.0132
Ce¢' -0.0140 -0.0143 -0.0166 -0.0181 -0.0144 -0.0143
Hy' 0.1459 0.1538 0.1051 0.0973 0.0939 0.0977
H»' 0.1469 0.1131 0.1120 0.1196 0.1174 0.1181
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HO{'
HOy'
HO3'
HO4

How

0.0972
0.1325
0.1125

-0.2963
-0.3117
-0.3322
-0.3059
0.0853
0.1223

02115

0.2176
0.2320
-0.3461
0.2208

-0.4298
0.2095
0.2194

-0.4363
0.2262
0.2073

0.1233
0.1070
0.1186
-0.3319
-0.3310
-0.3196
-0.3341
0.1314
0.0727
0.2199
0.2119
0.2229
-0.3231
0.2028

-0.4108
0.2101
0.2021

0.1100
0.1115
0.0962
-0.3397
-0.3216
-0.3444
-0.2981
0.1231
0.0914
0.2417
0.2214
0.2442
-0.3125
0.1976

0.1077
0.1306
0.1041
-0.3276
-0.3278
-0.3290

-0.3329
0.1352
0.0813
0.2228
0.2248
0.2265

-0.3379
0.2287

-0.3987
0.2089
0.1923

0.1142
0.1117
0.1159
-0.3271
-0.3107
-0.3283
-0.3190
0.0722
0.1172
0.2271
0.2163
0.2361
-0.3173
0.2106

0.1004
0.1309
0.0967
-0.3164
-0.3138
-0.3310
-0.3302
-0.3056
0.1074
0.0828
0.2290
0.2198
0.2230
0.2095
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Type V() = A eBr - C/i6 Tmax(A)
A(kcal/mol) B(A-1 C(kcal/mol)
C.....C 83630. 3.600 568.0 6.
C.....0 63700. 3.881 441.0 6.
C....H 8766. 3.670 125.0 6.
0.....0 96500. 4.333 346.0 6.
0...H 57500. 4.727 122.0 6.
H.....H 2654. 3.740 27.3 6.

de type 1,3 et les distances O...0 des liaisons hydrogenes ont tous €té €liminés ):

Les distances minimales de coupure sont les suivantes ( I'ensemble des contacts

Type ) @) 3) @) 3) (6)
C....C 2,6 2,6 2,54 2,57 2,55 2,55
C.....0 2,5 2,5 2,47 2,47 2,5 2,39
C...H 2,2 2,32 2,39 2,18 2,2 2,17
0.....0 2,76 2,78 2,76 2,762 2,67 2,717
O....H 2,2 2,3 2,38 2,1 2,345 2,09
H....H 1,8 1,79 2,278 2,16 1,8 1,9

II1.4 Résultats et discussion

L'ensemble des fréquences calculées pour chacun des disaccharides ( de (1) a
(6) ) est donné dans les tableaux V.3 4 V.8 respectivement de 'annexe 4.

En raison de la complexité des coordonnées de symétrie, une tentative de
description des modes normaux de vibration est donnée a partir de la distribution
d'énergie potentielle selon les constantes de force (PEF). Cette description est simplement
qualitative. Elle permet de donner l'allure du mode en question, et n'est exprimée qu'en
fonction des principaux groupements mis en jeu, par ordre décroissant, et sans donner le
pourcentage selon lequel ils interviennent.
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En effet, pour de nombreuses vibrations, la contribution des interactions non
liantes est treés importantes, de méme celle des liaisons hydrogenes. Dans la description
elles ne sont pas données pour des raisons de simplicité.

De plus, pour une déformation angulaire, la contribution des constantes de force
H et F de ce groupement est cumulée mais il est bien évident que dans toutes régions ces
deux constantes de force n'ont pas la méme prépondérance.

Les constantes de force comme les tensions internes ¥ ou la constante 1 ne sont
pas non plus décrites.

Enfin, pour la région des basses fréquences et par commodité, les descriptions
sont faites avec les coordonnées externes.

L'ensemble des spectres Raman et infrarouges des disaccharides est trés
correctement reproduit pour toutes les zones spectrales ( Sur les graphes V.1 et V.2 on
peut voir pour chaque disaccharide la densité spectrale, respectivement des spectres
observés et des spectres calculés). La déviation standard pour chacun des disaccharides
dans le domaine spectral inférieur 4 1600 cm -1 est donné ci-dessous ( entre parenthéses
est indiqué le nombre de fréquences permettant d'établir cette déviation standard ):

trehalose dihydrate c=2,15(80)
sophorose monohydrate ¢ =3,00(71)
laminarabiose c=2,75(69)
maltose monohydrate 0=3,20(61)
cellobiose 0=245(53)
gentiobiose 0=2,75(72)

Ces résultats sont obtenus avec des modifications restreintes des constantes de
force provenant des anomeéres du glucose. Sur environ 190 constantes de force, 17, 18,
15, 9, 16 et 11 constantes de force sont respectivement modifiées pour les molécules de
tréhalose monohydrate (1), de sophorose monohydrate(2), laminarabiose (3), maltose
monohydrate (4), de cellobiose (5) et de gentiobiose (6).( Tableau V.9)

On remarquera que les différences proviennent soit, des atomes constituants la
liaison disaccharidique, soit des groupements contenant un carbone anomérique ou soit
des groupements mis en jeu des atomes participants aux liaisons hydrogénes comme les
liaisons OH, les déformations angulaires COH ou les torsions exo-cycliques CO.
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glucose.

CH

OH
C101,C2'01
H C101CY'
F C101Cy'
H HC101
FHC101

H HCi105

F HC105

H H'C'50's
F H'C'50's5
H H'C'xO1
F H'CxO1
H HCe6O
FHCsO

H HCH

F HCH

H C'C'xO1
F C'Cx0O1
H CCsH

F CCéH

H C'CxH'
H COsC

F COsC

H COH

F COH

H CsOH

F C¢OH

1 CO

1 C'O’

1 C'O'

- *0,645 mdyne/A pour un cycle en configuration o.

Tableau des constantes de force présentant une différence dans le
disaccharide considéré par rapport aux valeurs prises dans I'anomére correspondant du

Glcaou P

3,985
5,9985
2,99
0,60
0,42
0,20
0,60
0,2635
0,808
0,2635
0,808
0,189
0,675
0,185
0,53
0,4285

0,07
0,265
0,55
0,175
0,42
0,19
0,60
0,42
0,275
0,636
0,2995
0,645
0,0613

0,0834

(1) @)
4,10 4,0495
6,3254
3,1
0,50 0,70
0,35
0,194 0,1921
0,55 0,59
0,20
0,60
0,224 0,2561
0,676 0,75
-0,2147
0,59
0,225
0,57
0,4252 (0,434
0,35
0,60
0,19
0,425
0,1955
0,65
0,47
0,245
0,625*
0,2575
0,636
0,59

3)

4,0495
5,9793

0,85
0,65

0,189
0,70
0,189

0,4190

(10,4106

0,35
0,65
0,1785

0,586%
0,5838
0,090

) (S) (6)
40495 4,0162 4,095
59795 59795  5,9793
0,655
0,45
0,195 0,175
0,50
0,21
0,65 0,68
0,415 0,4185  0,4103
(0,395  (")0,40
0,065
0,35 0,34
0,65 0,65
0,17
0,415
0,268
0,64
0,27638%
0,608
0,06 0,0608  0,0625%
0,058%  0,05928
0,075

$ H et F valent respectivement 0,295 et 0,574 mdyne/A pour un cycle en configuration .

$ 7 CO vaut 0,0635 mdyne.A pour un cycle en configuration f.
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Dans le tableau suivant sont données les barrieres de rotation pour chacune des
torsions des disaccharides. Les valeurs du glucose a ( glucose B ) sont indiquées pour
comparaison et seules les modifications existant dans les disaccharides sont fournies
( pour les autres barrieres, les valeurs sont égales a celles rencontrées dans la forme
anomere du glucose correspondant ).

Gluc. o (B) (1) V) 3) “4) (3)
1 CCoyc 3,2 (4,0)
1 C5Cs 4,8 (5,6)
1 COqyc 1,97 (1,97)
17 CsO¢ 2,67 (2,67)
1C101 3,29 (2,64)
1 C'xO1 3,29 (2,64)

1CO 1,96 (2,03) 1,89 1,87 1,92 1,92
tC'O 1,96 (2,03) 1,86 1,85
T C'O’ 1,96 (2,03) 2,88 2,40

Dans la plupart des liaisons glycosidiques les constantes de force des angles de
valence sont modifiées sauf pour le maltose et le gentiobiose, ce qui pourrait
correspondre & moins de contrainte entre cycle pour ces deux molécules. Pour les liaisons
glycosidiques, la constante de force torsionnelle associée au carbone anomérique
(1 C101 ) semble aussi convenir & 'autre partie de la liaison glycosidique.( T C'xO1 ).
Ceci est aussi vrai pour la constante de force associée 2 1'élongation C101 aui est
applicable  l'autre partie de la liaison glycosidique C'xO1. '

Les constantes de force intermoléculaire sont toutes les mémes et égales a:

Ko..H 0.15 (mdyne/A) Hy._ox 0.03 (mdyne/A)
Hpu..ox 0.03 (mdyne/A) Yo.H 0.00 (mdyne.A)

Ce sont aussi ces valeurs qui sont utilisées dans le cas de liaisons hydrogénes
intramoléculaires.

Pour les molécules hydratées les constantes de force associées a la molécule
d'eau sont les suivantes:
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pour les molécules sophorose monohydrate (2) et de maltose monohydrate (4):
Oyw-H =7,36 mdyne/A
H H-Oy-H = 0,53 mdyne/A ET F H-O,,-H = 0,517 mdyne/A

et pour la molécule de tréhalose dihydrate (1)
Oyw-H =7,15 mdyne/A
H H-Oy-H = 0,4967 mdyne/A ET F H-O,-H = 0,49 mdyne/A

La reproduction des spectres observées dans la zone des hautes fréquences est,
en général, la zone la moins bien reproduite, surtout en ce qui concerne le domaine
spectral des élongations des liaisons O—H. Cependant devant, la forme de ces bandes, le
plus souvent unique, large et mal définie, une différenciation des constantes de force ne
s'impose pas. La région des élongations C—H est elle pour la plupart correctement
reproduite.

Dans les régions spectrales 1200-1600 cm-! et 1000-1200 cm-! les couplages
sont trés importants augmentés encore par la présence des deux cycles. Elles
correspondent respectivement aux couplages des déformations angulaires HCO, CCH,
HCH, COH des deux cycles pour la premiére région et aux couplages des élongations
~ des liaisons CC et CO endo et exo cycliques des deux cycles pour la seconde région.

Pour ce qui est de la région anomérique, empreinte de la molécule étudiée, la
comparaisons des différentes molécules est données dans le tableau suivant:

Molécule Conf. Fréq. Obs. cm-1 Fréq. Calc. cm-1
Glucose o o 916, 842 912, 844

Glucose B B 917, 902 918, 901
Trehalose dihydrate o0 (1,1) 912, 848, 840, 805 919, 847, 835, 807
Sophorose monohydrate Ba (1,2) 939,921,901, 853 959, 918, 895, 861
Laminarabiose B,a (1,3) 894, 845 892, 845

Maltose monohydrate apf (1,4) 923,901, 850 932, 888, 841
Cellobiose B, (1,4 899, 891 905, 886
Gentiobiose B.B (1,6) 936, 915, 869 937, 915, 874

Cette zone témoin est donc parfaitement reproduite. Les fréquences calculées,
avec les constantes de force utilisées, subissent un glissement dans le sens des fréquences
observées.
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Graphe V.2 Densité spectrale pour les spectres des disaccharides calculés.
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Toutefois, 1'épaulement observé & 903 cm-l n'est pas reproduit et peut
correspondre 3 une impureté provenant de 1'autre anomere ( méme la résolution cristalline
présente les deux configurations de liaison glycosidique [20] ). Le calcul étant effectué
pour le laminarabiose ($1-3) celui-ci a ét€ essayé€ avec les coordonnées de la seconde
molécule [20] (ct1-3): ce calcul n'a pas permi de retrouver cette bande.

De méme, pour le cellobiose deux bandes a 840 cm-! et 779 cm-! ne sont pas
retrouvées. Or, ces mémes bandes existent dans le maltose monohydrate 3 850 cm! ( trés
intense ) et & 779 cm1 . On peut donc penser que pour le cellobiose subsistait une partie
de maltose dans la poudre étudiée. Une comparaison avec les spectres de la littérature [9-
11] ne permet pas de lever ce doute car les spectres ont €té obtenus en solution,

présentant les deux anomeres.

Enfin, pour le gentiobiose subsiste un probléme d'épaulement 2 908 cm1 qui 1a
non plus n'est pas calculé et qui laisse présager des impuretés dans le spectre enregistré.

On peut noter que dans cette zone interviennent pour la plupart les atomes mis en
jeu dans une des anomérie et dans la liaison glycosidique. Les fréquences calculées entre
700-800 cm-! font toutes intervenir la déformation angulaire C10,Cy' correspondante.

Dans la région 300-700 cm-l les modes de couplages sont 13 aussi trés
importants: ils mettent en jeu les déformation angulaires CCC, COC, OCO ,CCO endo- et
exo-cycliques et les torsions CO endo- et exo-cycliques.

Le potentiel intramoléculaire, mais surtout l'ensemble du potentiel
intermoléculaire, avec pour le terme électrostatique les charges de AM1 et =3, permettent
de reproduite parfaitement la zone des basses fréquences pour chacun des disaccharides.
On peut noter que les vibrations internes participent activement aux modes de cette région
et que par exemple les torsions CO de la liaison glycosidique sont assez souvent
retrouvées dans la description des trés basses fréquences.

1.5 Conclusion

L'ensemble des constantes de force provenant des deux anomeres du glucose est
tout 2 fait transférable aux disaccharides et permettent une reproduction parfaite des
spectres de vibration. Un affinement des constantes de force pour les liaison glycosidique
a été obtenu et vient compléter la base de paramétres des saccharides.
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Annexe 1],



Spectres des méthyl-monosaccharides.

Spectre n° 1: Spectres Raman du cristal de Me-a-D-glucose 4 300°K

Spectre n° 2: Spectre infrarouge du cristal de Me-a-D-glucose a 300°K dans la région 500-1500
cmrl

Spectre n° 3: Spectre infrarouge du cristal de Me-a-D-glucose & 300°K dans la région 100-700
cmrl

Spectre n° 4: Spectres Raman du cristal de Me-B-D-glucose 1/2H70 4 300°K

Spectre n° 5: Spectre infrarouge du cristal de Me-B-D-glucose 1/2H20 & 300°K dans la région
500-1500 cm-!

Spectre n° 6: Spectre infrarouge du cristal de Me-B-D-glucose 1/2H20 a 300°K dans la région
100-700 cm-!

Spectre n° 7: Spectres Raman du cristal de Me-o-D-mannose a 300°K

Spectre n° 8: Spectre infrarouge du cristal de Me-a-D-mannose 2 300°K dans la région 500-
1500 cm-!

Spectre n° 9: Spectre infrarouge du cristal de Me-o-D-mannose 2 300°K dans la région 100-700
el

Spectre n° 10: Spectres infrarouges basses fréquences des cristaux de Me-a-D-glucose et de
Me-B-D-glucose 1/2H0 en dessous de 700 cm-!

Spectre n° 11: Spectres infrarouges de hautes fréquences & 300°K des cristaux des 3 méthyl-
monosaccharides
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Spectres des disaccharides.

Spectre n° 12: Spectre Raman du cristal de Trehalose dihydrate & 300°K dans la région 500-
1700 cm-!

Spectre n° 13: Spectre Raman du cristal de Trehalose dihydrate & 300°K en dessous de 600 cm1

Spectre n°® 14: Spectre infrarouge du cristal de Trehalose dihydrate & 300°K dans la région 500-

1700 cm-1

Spectre n° 15: Spectre infrarouge du cristal de Trehalose dihydrate a 300°K dans la région 100-
700 cm!

Spectre n° 16: Spectre Raman du cristal de Sophorose monohydrate a 300°K dans la région
500-1700 cm!

Spectre n° 17: Spectre Raman du cristal de Sophorose monohydrate & 300°K en dessous de 600
cml '

Spectre n° 18: Spectre infrarouge du cristal de Sophorose monohydrate & 300°K dans la région
500-1700 cm-!

Spectre n° 19: Spectre infrarouge du cristal de Sophorose monohydrate 4 300°K dans la région
100-700 cm-1

Spectre n° 20: Spectre Raman du cristal de Laminarabiose 2 300°K dans la région 450-1500cm-!

Spectre n° 21: Spectre Raman du cristal de Laminarabiose & 300°K en dessous de 600 cm-l

Spectré n° 22: Spectre infrarouge du cristal de Laminarabiose & 300°K dans la région 500-1500
cmrl

Spectré n° 23: Spectre infrarouge du cristal de Laminarabiose a 300°K dans la région 150-700
cmr!

Spectre n° 24: Spectre Raman du cristal de Maltose monohydrate a 300°K dans la région 500-
1700 cm-1

Spectre n°® 25: Spectre Raman du cristal de Maltose monohydrate a 300°K en dessous de 650
corl

Spectre n° 26: Spectre infrarouge du cristal de Maltose monohydrate & 300°K dans la région
500-1700 cm-1

Spectre n® 27: Spectre infrarouge du cristal de Maltose monohydrate 4 300°K dans la région
100-700 cmr!

Spectre n° 28: Spectre Raman du cristal de Cellobiose 2 300°K dans la région 450-1500 cm-!
Spectre n° 29: Spectre Raman du cristal de Cellobiose & 300°K en dessous de 600 cm-1

Spectre n° 30: Spectre infrarouge du cristal de Cellobiose & 300°K dans la région 500-1500 cm-!
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Spectre n° 31: Spectre infrarouge du cristal de Cellobiose 4 300°K dans la région 100-700 cmr!
Spectre n° 32: Spectre Raman du cristal de Gentiobiose a 300°K dahs la région 450-1500 cm'1

Spectre n° 33: Spectre Raman du cristal de Gentiobiose & 300°K en dessous de 650 cm-1

Spectre n°® 34: Spectre infrarouge du cristal de Gentiobiose 4 300°K dans la région 500-1500
cor! '

Spectre n° 35: Spectre infrarouge du cristal de Gentiobiose & 300°K dans la région 100-700cm-!

Spectre n° 36: Spectres infrarouges basses fréquences des cristaux de Maltose monohydrate et
de Cellobiose

Spectre n° 37: Spectres Raman de haute fréquence des 6 disaccharides & 300°K

Spectre n° 38: Spectres infrarouges de haute fréquencé des 6 disaccharides a 300°K
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Définition des mailles utilisées dans le calcul en coordonnées a partir de l'origine.

Cellule N°. 1 (0,0,0) Cellule N°. 2 (0,-1,0)
‘Cellule N°. 3 (1,-1,0) Cellule N°. 4 (1,0,0)
Cellule N°. 5 (1,1,0) Cellule N°. 6 (0,1,0)
Cellule N°. 7 (-1,1,0) Cellule N°. 8 (-1,0,0)
Cellule N°. 9 (-1,-1,0) Cellule N°. 10 (0,0,1)
Cellule N°. 11  (0,-1, 1) Cellule N°. 12 (1,-1,1)
Cellule N°. 13 (1,0, 1) Cellule N°. 14 (1,1,1)
Cellule N°. 15 (0,1,1) Cellule N°. 16 (-1,1,1)
Cellule N°. 17 (-1,0,1) Cellule N°. 18 (-1,-1, 1)
Cellule N°. 19 (0,0,-1) Cellule N°. 20 (0,-1,-1)
Cellule N°. 21  (1,-1,-1) Cellule N°. 22 (1,0,-1)
Cellule N°. 23 (1,1,-1) Cellule N°. 24 (0, 1,-1)
Cellule N°. 25 (-1, 1,-1) Cellule N°. 26 (-1,0,-1)
Cellule N°. 27 (-1,-1,-1) Cellule N°. 28 (2,2,2)
- Cellule N°. 29 (2,2,1) Cellule N°. 30 (2,2,0)
Cellule N°. 31 (2,2,-1) Cellule N°. 32 (2,2,-2)
Cellule N°. 33 (2,1,2) Cellule N°. 34 (2,1,1)
Cellule N°. 35 (2,1,0) Cellule N°. 36 (2,1,-1)
Cellule N°. 37 (2,1,-2) Cellule N°. 38 (2,0,2)
Cellule N°. 39 (2,0,1) Cellule N°. 40 (2,0,0)
Cellule N°. 41 (2,0,-1) Cellule N°. 42 (2,0,-2)
Cellule N°. 43 (2,-1,2) Cellule N°. 44 (2,-1,1)
Cellule N°. 45 (2,-1,0) Cellule N°. 46 (2,-1,-1)
Cellule N°. 47 (2,-1,-2) Cellule N°. 48 (2,-2,2)
Cellule N°. 49 (2,2, 1) Cellule N°. 50 (2,-2,0)
Cellule N°. 51 (2,-2,-1) Cellule N°. 52 (2,-2,-2)
Cellule N°. 53 (1,2,2) Cellule N°. 54 (1,2,1)
Cellule N°. 55 (1,2,0) Cellule N°. 56 (1,2,-1)
Cellule N°. 57 (1,2,-2) Cellule N°. 58 (1,1,2)
Cellule N°. 59 (1,1,-2) Cellule N°. 60 (1,0,2)
Cellule N°. 61 (1,0,-2) Cellule N°. 62 (1,-1,2)
Cellule N°. 63 (1,-1,-2) Cellule N°. 64 (1,-2,2)
Cellule N°. 65 (1,-2,-2) Cellule N°. 66 (0,2,2)
Cellule N°. 67 (1,-2,1) Cellule N°. 68 (1,-2,0)
Cellule N°. 69 (0,2, 1) Cellule N°. 70 (0,2,0)
Cellule N°. 71 (0,2,-1) Cellule N°. 72 (0, 2,-2)
Cellule N°. 73 (0,1,2) Cellule N°. 74 (0, 1,-2)
Cellule N°. 75 (0,0, 2) Cellule N°. 76 (0, 0,-2)
Cellule N°. 77 (0,-1,2) Cellule N°. 78 (0,-1,-2)
Cellule N°. 79 (0,-2,2) Cellule N°. 80 (0,-2,-2)
Cellule N°. 81 (0,-2,-1) Cellule N°. 82 (0,-2,0)
Cellule N°. 83 (0,-2,1) Cellule N°. 84 (1,-2,-1)
Cellule N°. 85 (-1,2,2) Cellule N°. 86 (-1,2,1)
Cellule N°. 87 (-1,2,0) Cellule N°. 88 (-1, 2,-1)
Cellule N°. 89 (-1,2,-2) Cellule N°. 90 (-1,1,2)
Cellule N°. 91 (-1, 1,-2) Cellule N°. 92 (-1,0,2)
Cellule N°. 93  (-1,0,-2) Cellule N°. 94  (-1,-1,2)
Cellule N°. 95  (-1,-1,-2) Cellule N°. 96 (-1,-2,2)
Cellule N°. 97 (-1,-2,1) Cellule N°. 98  (-1,-2,0)
Cellule N°. 99  (-1,-2,-1) Cellule N°. 100  (-1,-2,-2)
Cellule N°. 101 (-2,2,2) Cellule N°. 102 (-2,2,1)
Cellule N°. 103  (-2,2,0) Cellule N°. 104 (-2,2,-1)
Cellule N°. 105 (-2,2,-2) Cellule N°. 106 (-2,1,2)
Cellule N°. 107 (-2,1,1) Cellule N°. 108 (-2,1,0)
Cellule N°. 109 (-2,1,-1) Cellule N°. 110 (-2, 1,-2)
Cellule N°. 111  (-2,0,2) Cellule N°. 112 (2,0, 1)
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Cellule N°. 113 (-2,0,0) Cellule N°. 114
Cellule N°. 115  (-2,0,-2) Cellule N°. 116
Cellule N° 117 (-2,-1,1) Cellule N°. 118
Cellule N°. 119  (-2,-1,-1) Cellule N°. 120
Cellule N°. 121  (-2,-2,2) Cellule N°. 122
Cellule N°. 123  (-2,-2,0) Cellule N°. 124
Cellule N°. 125 (-2,-2,-2) Cellule N°. 126

Cellule N°. 128
Cellule N°. 130
‘Cellule N°. 132
Cellule N°. 134
Cellule N°. 136
Cellule N°. 138
Cellule N°. 140
Cellule N°. 142
Cellule N°. 144
Cellule N°. 146
Cellule N°. 148
Cellule N°. 150
Cellule N°. 152
Cellule N°. 154

Cellule N°. 127
Cellule N°. 129
Cellule N°. 131
Cellule N°. 133
Cellule N°. 135
Cellule N°. 137
Cellule N°. 139
Cellule N°. 141
Cellule N°. 143
~Cellule N°. 145
Cellule N°. 147
Cellule N°. 149
Cellule N°. 151
Cellule N°. 153
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Cellule N°. 155 ~1,2) Cellule N°. 156
Cellule N°. 157 ~-1,0) Cellule N°. 158
Cellule N°. 159 ,-1,-2) Cellule N°. 160
Cellule N°. 161 -2,3) Cellule N°. 162
Cellule N°. 163 -2, 1) Cellule N°. 164
Cellule N°. 165 ~-2,-1) Cellule N°. 166
Cellule N°. 167 ,-2,-3) Cellule N°. 168
Cellule N°. 169 -3,2) Cellule N°. 170
Cellule N°. 171 -3, 0 Cellule N°. 172
Cellule N°. 173 »-3,-2) Cellule N°. 174
Cellule N°. 175 3,3) Cellule N°. 176
Cellule N°. 177 , 3, 1) Cellule N°. 178
Cellule N°. 179 , 3,-1) Cellule N°. 180
Cellule N°. 181 , 3,-3) Cellule N°. 182
Cellule N°. 183 ,2,-3) Cellule N°. 184
Cellule N°. 185 , 1,-3) Cellule N°. 186
Cellule N°. 187 ,0,-3) Cellule N°. 188
Cellule N°. 189 ~1,-3) Cellule N°. 190
Cellule N°. 191 »-2,-3) Cellule N°. 192
Cellule N°. 193 ~3,2) Cellule N°. 194
Cellule N°. 195 -3,0) Cellule N°. 196
Cellule N°. 197 ~-3,-2) Cellule N°. 198

Cellule N°.200
Cellule N°.202
Cellule N°.204
Cellule N°. 206
Cellule N°. 208
Cellule N°.210
Cellule N°.212

Cellule N°. 199
Cellule N°. 201
Cellule N°.203
Cellule N°. 205
Cellule N°.207
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Cellule N°. 211
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Cellule N°. 213 ~1,-3) Cellule N°.214
Cellule N°.215 -2,-3) Cellule N°.216
Cellule N°.217 ~3,2) Cellule N°. 218
Cellule N°.219 -3,0) Cellule N°. 220
Cellule N°. 221 »-3,-2) Cellule N°. 222
Cellule N°.223 ,3,3) Cellule N°. 224
Cellule N°.225 3, 1) Cellule N°. 226
Cellule N°.227 , 3,-1) Cellule N°. 228
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Annexe 4.



Tableau V.3: Tableau de comparaison des fréquences observées et calculées, et description des modes normaux de vibration du TREHALOSE

Freq. observées Fréquences calculées Description des modes normaux de vibration

Raman L.R. A B; B; B3

9/¢

3375. | 3600. | 3742. | 3742, | 3742. | 3742. | OwH
l 3733. | 3733. | 3733. | 3733. | owH
bande | 3654. | 3654. | 3654. | 3654. | owH
3680. 3505. | 3634. | 3634. | 3634. | 3634. | owH
3540. | 3461. | 3414, | 3414. | 3414. | 3414 || OH
| l 3403. | 3403. | 3403. | 3403. || on
bande | 3402. | 3402. | 3402. | 3402. | omH
I 3347. || 3396. | 3396. | 3396. | 3396. | oH
I | 3393. | 3393. | 3393. | 3393. | om
large large 3387. 3387. 3387. 3387. O-H
| | 3383. | 3383. | 3383. | 3383. || oH
3260. | 3255. | 3374. | 3374. | 3374. | 3374. | OH
2992, | 2985. || 2973. | 2973. | 2973. | 2973. || cH
2974. | 2978. || 2967. | 2967. | 2967. | 2967. {| CH
2966. | 2966. | 2966. | 2966. || cH
2962. | 2962. | 2962. | 2962. || c-H
2959. | 2959. | 2959. | 2959. | C-H
2955. | 2956. | 2956. | 2956. | C-H
2951. | 2952. || 2952. | 2952. | 2952. | 2952. || cH
2941. | 2941. | 2941. | 2941. | cH
2935. || 2940. | 2940. | 2940. | 2940. | CH
2924. | 2924. | 2924. | 2924. || ASCs




LLZ

2915.
2908.

2899.

1649.
1487.

1472.

1467.

1453.

1423.

1411.

1397.

1385.

1370.

290s.
2850.
1680.

1651.

1466.

1451.

1444,

1425.

1408.

1400.

1385.

1369.

2923.
2921.
2892.
2891.
1668.
1646.
1485.
1482.
1472.
1467.
1466.
1458.
1457.
1452.
1448.
1445.
1438.
1435.
1430.
1423.
1417.
1414.
1409.
1398.
1389.
1388.
1386.
1384.
1368.

2923.
2921.
2892.
2891.
1668.
1646.
1485.
1482.
1472.
1467.
1466.
1458.
1457.
1453.
1448.
1445.
1438.
1435.
1430.
1423.
1417.
1413.
1410.
1398.
1389.
1388.
1386.
1384.
1368.

2924.
2923.
2891.
2889.
1670.
1647.
1485.
1482.
1472.
1466.
1458.
1457.
1457.
1454.
1447.
1445.
1438.
1435.
1430.
1423.
1416.
1414.
1410.
1397.
1389.
- 1388.
1387.
1384.
1368.

2923.
2921.
2891.
2888.
1670.
1647.
1485.
1482.
1472.
1467.
1458.
1457.
1456.
1454.
1447.
1445.
1438.
1435.
1430.
1423.
1417.
1414.
1410.
1398.
1390.
1388.
1386.
1384.
1368.

C-H

AS Ce¢'

SS Cé'

SS Ce

HOwH

HOwH

HCO + CCH + H'Cr'os
HC101 + HCiO5 + CCH + H'CO' + CCH
HCs505 + CCH + HCO + C40H
HCsH + HC6O + CCe6'H'
C40H + HC6O + CCH + CCs0s5

CCiH + HC105 + CCH + + HCO' + CCH' + COH

HCsH + HC60 + HC505 + CCH

HCO' + CCH + CCH + COH + HC105
CCI'H' + CCH + COH + C4OH + HCI1'Ol
CCH + HCO' + HCOS + HC50 + C4OH’
HCO + CCH + C40H

CCH + HCI'Ol' + COH + HCSO' + HCI'O5'
C4OH + HCO + HCsO' + CCH + CCH

HCO + CCH + C4OH + C40H + H'CO' + CCH'
COH + HCO' + CCH + HCO

COH + CCH

C20H + COH + CCH + HCO + HCIOs

HCO + CCH + COH

COH + COH' + CCH + HCO + CCH

C6O'H' + C60H + C'CH

CCH + CsOH

C6OH' + C60H

CCH + HCO + COH




SOSD + 269DD + SOID + 909D + 0D

HJD + SO0 + SOID + 22D + 0D

SOSO + SOSO + 101D + 101D + .00 + 909D

SOSO + SOID + 0D + 909D + %43DD

HO2D + 09H + S0S0 + 2420 + 00 + 90,9
SOSD + .00 + 260D + HOD + 9090 + 0D

2500 + 101D + 101D + 24DD + 0D + 9090

101D + 909D + 240D + 0D + 909D

HOD + 00 + SOID + 00 + %D + 101D + 101D
SOID + 249)D + QD + 101D

I0ID + HOD + ,00 + 900D + 23)) + 10,10

SOSO + SOID + HOD + 0D + 24D

0D + HID + 9050 + %))

HOD + 00 + 505D + SOID + 499D

909D + 24DD + H9DD + O9OH + HOD

HDD + OOH + 0D + 290D + HDD

90,00 + HOD + HID

SOSD + SOID + 24800 + HOD + 0DH + HDID
90$D + HOD + H9D + 09H

H9D + .09DH

HOD + HDD

OOH + HOD + HDD

O9H + H9D

O9H + H99DD

OJH + HID

OJH + HOYO + HOD + HID

HOD + HOD

H9DD + ODH + HOD + HDD

HO9D + HOYD + ODH + HOD

"L101
vr01
"0901
€901
'9901
"9L01
"L801
‘1601
PITT
'9T11
0€T1
1611
LST1
6911
TLIT
‘6811

"TO11
‘91¢I
R 744!
"LETT
"88C1
"66T1
'66¢1
‘90€1
"€Eel
"0SET
"LSET
"19¢1
"L9ET

"L101
YY1
0901
"€901
9901
"LLOT
"L801
7601
PIT1
"6C11
0ETT
1611
‘9CTT
6911
TLIT
‘6811
"TOIT
'91T1
€Tl
LETT
"L8T1
"96¢1
'66C1
'90¢1
eeel
"0SET
"LSEl
"19¢1
"L9ET

"L101
h270!
0901
€901
9901
"LLOT
"L801
601
CITI
EY41!
cell
1611
9CT11
8911
TLTT
‘6811
c611
9171
R 144!
‘8¢€TI
8871
€67l
661
S0tl
eeel
ovel
LSET
19¢1
L9ET

L10T
01
1901
€901
9901
"LLOT
"L8OT
7601
R4
RY48!
cell
1611
9611
6911
TLIT
6811
coll
91¢C1
R ¥4
8€TI
L8l
S6C1
66C1
SOElL
eeel
ovel
‘86¢E1
19¢1
L9t

C10T

Te01

€901

6801

6601
TITT

8CI1
0STI

Kqr4!

el

TIEl
233!

96¢€1

6101
SvO1
‘0901

1801

‘0011

1C11

6CIT

YTl

9911

8811

tICl

il

‘06Tl

'60€1
6CET
LyEl
9GET

278



002 + OIDO + 095D + 0D
0D 2 + SOSIFD + 00D + 00D

09050 + 00D + 0D + 09053 + 0D

001 + 0D

0DD + 098D + 00D + 0D

0100 + 0D + 0DD + HMOH + 00?2

YOFOL + 001 + 002 + HMOH + HMOO

FOFD 2 + 0100 + HMOH + 0D 1 + HMOO

0.10.0 + 0100 + 0D + 00D + 0D

0D 1 + 00O + 909D 2

002 + 000

0D + 0D + 9092

10,1020 + 00D + .0DD + 909) 2

HAOO + HMOH + HMOO

02D + 00D + JID10ID + HMOO + HMOH
LJIDI01D + 001 + 90901 + Q9DSO + OO

70701 + 0D 1 + 101DD + ,IDIOID + 00D

$O,IDZ0 + SOIDD + 00D + OID0 + DSOD + ISOD
0100 + OID0 + 10,102 + D500 + IS0 + SO
0D + HMOH + MOHO + +O+D 1

9SO 1 + 909D 2 + OQ9DH + HIDD

SOSD + O9OH + HID

9090 + 0D + ID10ID + SOID + 101D

J0.1D2D + 02D + 2800 + .02 + 101D
%930 + 00D + 101D + 0D

HDD + 905D + 0DD + SO + 0D
9090 + 23D + 02D + 00 + 0D
%530 + 0D + 0D + 0D

916
616
CES
SYS
'§9¢
€LS
16S
€65
€09
19
029
679
€9
"L99
LLY
'$89
"L89
6CL
V8L
"LO8
CE8
LY8
‘616

‘6v6
1L6
‘166
'L66
0001

LS
0TS
9¢S
%Y
696
ELS
165
€65
e09
919
129
0£9
689
"L99
9L9
789
"L89
"6CL
V8L
"LO8
CE8
LY8
"0T6

86
"TL6
166
'L66
0001

91§
LIS
'LES
g3z
996
LS
685
66§
109
‘319
979
0€9

9¢€9
'999
1L9
89
069
‘8TL
£8L
‘308
'S8
Lv8
616

‘6v6
‘TL6
‘066
"L66
666

91¢
128
LES
evs
"L9S
TLS
‘886
L6S
209
‘119
LTY
Te9
8¢9
99
‘0L9
189
689
8CL
8L
"LO8
‘Ce8
LY8
‘026

8¥6
"TL6
‘066
"L66
666

dp

616

8eS

ELS
786

€19

R4

699
'6L9
"L69
el

708
8
'ce8
‘116
vT6
LS6

666

da

RX4Y

E2%2Y

‘186
"96$
"€09
"L09
"079

‘19
VL9

869
eeL

608
0v8
818
Cle6
Y6
$S6
‘9L6

966

279



08¢

485.
475.

452.
442,
433.

410.
391.
378.
371.
355.

338.
330.

297.
285.
260.
247.
223.
214.

202.

183.
171.

443,
428.

410.

370.

359.

332.

299.
281.

247.

216.

202.

181.

499.
483.
471.
459.
453.
443.
436.
420.
415.
393.
380.
367.
350.
342.
339.
324.
316.
308.
298.
282.
273.
244.
224.

208.
202.
189.
180.
173.

502.
482.
472.
458.
454.
443,
436.
419.
413.
394,
380.
365.
350.
341.
340.
326.
317.
309.
297.
- 278.
274.
247.
221.

207.
197.
193.
180.
1717.

497.
484.
471.
461.
451.
446.
437.
421.
413.
395.
384.
366.
352.
338.
336.
324.
319.
311.
298.
287.
278.
248.
218.
213.

197.
189.
183.
170.

500.
484,
471.
460.

451,
446,
436.
418.
413,
395.
384.
365.
352.
339.
334.
325.
321.
313.
301.
285.
275.
243,

214.
208.
198.
185.
181.
172.

CCO + OOWH + 1CO + 1 CO'

1CO + CCO

cCO + CcCC + 1 C60¢'

CCC + CCO' + C5'C6'O" + C2'C1'05' + CCC

CCO + CCC + CCO' + 1 C606

OHO + 1C6'06' + CCO + C'CO

CCC + CCO + 1CO

HOwH + OOwH + COHw + 1 CO'

CCO + CCC + C6'Cs'O' + C5'Ce'O'

HOwH + COHw + 1 C202

Cc'CO' + CCO + C2cr'or

CCO + CCO' + C2C101 + C5C60

C'CO + C5'Ce'O' + CCO

CCO + CcCoO

CCO' + CCO + Cs5'Ce'0O

CCO + C'CO' + CC101 + Hbintra

CCO' + CCO + C4#C5'Cé' + Hbintra

CCO + C6C50 + C‘CO' + C101CY'

C6Cs505 + CCO + CCi101 + CC10s5 + C101C + CCC
C5'C6'0" + Hbintra + T C6'06'

Hbintra + C101C1' + O'C1'01 + C'O5'C'

Hbintra + C101C1' + CCO + C'CO' + 0'C1'01 + CO5'C
Hbintra + CCO + CCC + C'CO' |
Hbijpgra + CCO' + CCO + CCC + C'C1'Oq

CCO + CCC + 1CC + 1C5Cs

CCO' + CCO + CCC + COsC + CO5'C' + 1 C5'Cg'
Hbinra + C'C'C' + CCO' + 1 CC

Hbintra + CCO + 1 C'O'

Hbintra + CCO + C'C'O' + CCg'O' + Cg'C5'O' + C4'Cs'Cq’




18¢

159.

131.

117.

97.3

82.6
75.2
67.8
62.9

51.
48.
40

35.
28.
19.

168.
150.
147.

135.
124.
118.
113.
103.

166.
155.
148.
141.
132.
120.

115.
102.
100.

85.1
72.7
67.8
56.4
52.3
46.3

37.5

18.7

165.
158.
148.
137.
127.
122.
119.

105.

95.8
90.7
75.2
64.4
63.1
60.2

47.0

29.0

167.
153.
147.
139.
136.
125.
120.
111.
102.

92.9

72.8

69.6

62.0

53.2

38.2
35.0

167.
159.
155.
143.
137.
127.
120.
113.

99.5
93.0
81.4

66.9
59.2

54.9

355
26.3

1C5'Ce' + 1 C5C + CCO + 1Cc0¢ + T Cg'Of'
CCO + CCC + CO5'C + Hbjyg + T CC
1Cs'Cq + Hbjpra + T C5Cg + 1 Cs0g + CCO + CCO
CCO + 1CsCg + TCC + 1CO + Hbjpua

C'C'O' + Hbjpya + C101C1" + 1C1'0O1 + 1 C1Oq
C'CO'" + Hbjpga + CCO + COs5C + OC10 + Co'C1'0q
CCO + CCO + CCC + 1CC +1C5C¢ +

CCO + CCC + CC1'01 + 1CC + 1C5'Cé’
CCC + 1C5Cg +1CC + 1CO + C'C1'Oq
CCO + CCC + CO5C' + 1CC + 1C10Oq

Ty + Tx + CCC + Rc + CCO + CCC

Rc + CCC + CCO' + 1C1'01 + 1109

Rp + 1 C5C¢ + CCO + 1CO

Tx + R¢c + Rp + 1C107 + CCO + CCO

TY + RC + CCO + 1C{'Oy + 1C101 + 1CO

Ty + Tx + Reg + CCO' + Ry + 1C104

Ty + Rg + 1CO + HOyH + 1C10

R + Re+ Ty + Tx + CCO + Tz + 1CO

R + Tx + Re + RA + CCO + CCO + 1CO + Tz
Ra + TCO + Tx + 1 C1'O1 + 1C101 + 1 C406

TX + RC + RA + TY

Tz + Rc + Rg + 1 CC + HOyHTy + CCO

* ép = épaulement.




Tableau V.4: Tableau de comparaison des fréquences observées et calculées, et description des modes normaux de vibration du SOPHOROSE

8¢

Freq. observées Fréquences calculées Description des modes normaux de vibration
Raman I.R. A B By B3
3765. 3775. 3775. 3775. 3775. Ow—H
3686. 3697. 3697. 3697. 3697. Ow—H

3515. 3493. 3493. 3493. 3493. O—H
3489. 3489. 3489. 34809. O—H
3481. 3481. 3481. 3481. O—H
3479. 3479. 3479. 3479. O—H
3352. 3299. 3299. 3299. 3299. O—H
3296. 3296. 3296. 3296. O—H
3280. 3281. 3280. 3280. O—H
3250. 3250. 3269. 3269. 3269. 3268. O—H
2986. 2998. 2998. 2998. 2998. C—H
2976. 2970. 29717. 29717. 29717. 2977. C—H
2975. 2975. 2975. 2975. C—H
2974. 2974. 2974. 2974. C—H
2973. 2973. 2973. 2973. C—H
2964. 2965. 2965. 2965. 2965. C—H
2965. 2965. 2965. 2965. C—H
2956. 2956. 2956. 2956. C—H
2955. 2952. 2955. 2955. 2955. 2955. C—H
2944. 2945. 29352. 2952. 2952. 2952. C—H
2928. 2928. 2916. 2916. 2916. 2916. AS Ce'
2908. 2908. 2908. 2908. 2908. AS Cs




€8¢

2850.
1669.
1474.
1469.
1449.

1421.

1408.

1381.

1369.

1349.

1332.
1324.

1303.

2850.
16717.
1471.
1464.

1436.

1414.

1391.
1379.

1366.

1355.

1338.

1317.

1301.

2883.
28717.
-1670.
1474.
1469.
1451.
1434.
1433.
1423.
1416.
1407.
1405.
1403.
1396.
1381.
13717.
1367.
1362.
1359.
1355.
1350.
1344.
1337.
1322.
1319.
1315.
1307.
1303.
1297.

2883.
2871.
1670.
1474.
1470.
1451.
1434.
1433.
1424.
1416.
1406.
1405.
1403.
1396.
1381.
1378.
1364.
1362.
1356.
1355.
1352.
1344.
1341.
1321.
1319.
1316.
1308.
1304.
1297.

2883.
2877.
1670.
1474.
1470.
1451.
1435.
1433.
1423.
1416.
1406.
1405.
1403.
1396.
1381.
1377.
1367.
1362.
1359.
1354.
1349,
1344.
1337.
1322.
1319.
1315.
1307.
1303.
1296.

2883.
28717.
1670.
1474.
1469.
1451.
1435.
1433.
1425.
1416.
1406.
1405.
1403.
~ 1396.
1381.
1378.
1364.
1363.
1356.
1355.
1352.
1344.
1340.
1321.
1319.
1316.
1308.
1303.
1296.

SS Cé'

SS Ce

HOwH

HCH + H'Ce6'0O’

HCH + HC60O

H'C2'01 + HC101 + CCiIH + C'C2'H'
HCs5'0' + CCH

HCs505 + CCH + HC10s5 + H'C2'01

CCi'H' + CC2H' + H'C1'Ot

COH + HCO + CCH + HCi1O1

C6'O'H + COH

HCO + COH + HCO + CCH' + HC10s5
HCO + C6OH + COH + CCH + HCO + CCH'
HCO + CCH

HCO + COH + CCH

H'C5'0' + C'C1'O1' + H'CO' + CCiH + CC2'H'
C6OH + COH + HCO + HC105 + CCH

HCO + HC105 + CCH + COH

C60OH + H'CS'O' + H'C1'O1' + H'C2'0O1 + HCO
CCH + CC¢H + HC6O' + COH

CCH + COH + C60OH

H'CO' + COH + CCH'

C6OH + COH + CCH + HCi101 + H'C2'01
COH + CCH + HCO + HC60 + CC6H

Ci'OH' + HCO' + CCH' + CCs'H'

CCH + COH + HCO

CCeéH + HC60O + C60OH + COH + CCH

CCH + COH + HCO

CCH + COH + CC6H' + H'C6'O




18¢

1278.
1269.
1250.
1234.
1210.
1179.

1170.

1155.
1139.

1116.

1097.
1086.

1071.

1048.

1022.
1012.
997.

1275.

1260.

1230.
1206.

1169.

1151.
1136.

1110.

1078.

1056.

1042.

11024.

1014.
994.

1284.
1272.
1270.
1262.
1257.
1247.
1241.
1227.
1206.
1176.
1166.
1163.
1161.
1137.
1124.
1123.
1103.
1101.
1089.
1078.
1073.
1061.
1051.
1046.
1039.
1027.
1013.

999.

998.

1284.
1271.
1270.
1262.
1257.
1247.
1241.
1228.
1206.
1176.
1165.
1164.
1161.
1138.
1124.
1122.
1103.
1101.
1088.
1078.
1075.
1061.
1051.
1047.
1039.
1027.
1013.

999.

998.

1285.
1271.
1270.
1261.
1257.
1247.
1241.
1230.
1206.
1176.
1165.
1164.
1161.
1137.
1124.
1121.
1103.
1101.
1088.
1079.
1075.
1060.
1050.
1046.
1039.
1027.
1014,

999.

998.

1284.
1272.
1270.
1261.
1257.
1247.
1241.
1230.
1206.
1176.
1165.
1163.
1161.
1137.
1124.
1122,
1102.
1101.
1089.
1079.
1073.
1061.
1051.
1047.
1039.
1027.
1014,
1000.

998.

COH' + CI'OH' + CCH' + CC2H + H'CO
CCH + COH + CCH' + Ci'OH' + CC'H
CCH + COHC + HC60 + C'OH + CCéH
CCH + CCH + HCeO + COH

HC60O + CCéH + COH + CCH

CCH + COH

CCH + COH + CCH

HC6'O' + CCe'H'

CC2H' + CCiH + CCH + C101C2' + CC101
CCcyc + CCleyc + C2C1 + CCH + CC2'H'
CCH' + C5'C6' + C6'0O6' + CCeyec + C5'OS'
CCH + CCcyc + CO + CCH

C'Ccyc + C101 + CC'cyc + C5C6 + CO + CCH'
C2'01 + C101 + CCcyc + CC'cyc + CCH'

CCH + CCcyc + CCleyc + CO

CCH' + C1'01' + C'Ccyc + C2'01 + CO
CCcyc + C1'01' + C'Clcyc + C'CH' + CCH

C505 + CCceyc + C101 + HC60O + CsC6

CCcyc + CCH + C1'0O5' + CCcyc + C1'01' + C101
C6'06' + C2'01 + C4'05' + C5'05' + C'Cleye
CCcyc + CO' + C1'05' + CCH

CO + CO' + CCecyc + C101 + C2'01

CO + CO + C505' + C2'01 + C101

C606 + C105 + CCcyc + C50s5

C606 + C1'05' + CCcyc + C5'05' + C1'01"

CCcyc + CO + C105 + C1'0O5' + C606 + C2'01
C'O' + CO + Ci01 + C105 + Cs0s

CO + CO + Cs5C6 + CCcyc + C101 + CC6H + CCH
CO + CO' + CCcyc + CCO




S8¢

088.
939.
921.
901.
853.
773.
712.

647.
640.

5917.
580.
570.
553.
529.
491.

474.

452.

970.
933.

897.
849.

770.
714.

640.

589.
553.
527.
495.
482.
447.

424,

986.
959.
917.
894.
861.
772.
715.
694.
690.
682.
652.
645.
640.
626.
612.
602.
589.
566.
550.
535.
529.
511.
498.
485.
476.
468.
444,
431.
425.

985.
959.
918.
894.
861.
772.
716.
691.
691.
680.
653.
647.
641.
625.
613.
602.
589.
564.
550.
539.
529.
516.
493.
484.
471.
471.
445.
434.
425.

986.
959.
917.
895.
861.
772.
718.
693.
689.
684.
655.
648.
640.
620.
612.
604.
588.
564.
552.
536.
528.
511.
493,
485.
478.
468.
444,
433.
425.

986.
959.
917.
894.
861.
772.
719.
692.
691.
681.
654.
648.
640.
626.
614.
604.
589.
565.
551.
539.
529.
509.
497.
482.
475.
470.
444.
433.
426.

CO + CCcyc + C5C6 + CCH + CCO

C'O' + C6'06' + C5'C6' + CCleyc + CO5'C
C'C'cyc + C6'06' + C5'C6' + C1'0O5' + C'CH' + CCe'H'
CCéH + HC60O + C505 + 1 C606

CCeH' + H'C6O' + C5'05' + T C6'06'
CCr'os' + C'0Os'C + CCr'or" + Ci101C?
C3'C2'01 + C2'01C1 + C'CO' + CC6'O' + COs5'C
1 C606 + CCO + CC101

CCO + CC101 + 1C606 + C'C1'01' + C1'C2'01
1CO + 1 CO'

1CO + tCO + C1I'C2'01 + O'C1'O

C'C60' + C4C50 + CCO + CC105 + COsC
CCO + 1 C1'otr" + C1'C2'01 + C3'C2'01

CC60O' + 1C1'01' + 1C'O" + CCO + CC60

1 C1'O1r' + CCO + C'CO'

OOwH + HOwH + LH + CCO

CCO + 1 C1'otr + 0'C1'O'

CCO + C4'C5'0" + C4C50 + CCO' + CCr'os
1 C6'06' + CCO' '
CCO + CCO' + 0OC10 + O'C1'0O" + 1 C6'0Os6'
C'CO + OCr'o" + CC6'O' + C6'C5'0' 1 C6'06'
C'CO' + CCs0 + CC105 + 0OC10

1CO' + CCO + C4C50 + CCC

1CO + 1CO" + CCO

1CO" + 1CO + CCC + C4'C5'0' + CC60O

tCO + CCO' + C4C50 + 1 CO'

CCC + COsC + CCO + 1 CO

1CO

ccc + CCO + CC1'05' + Oo'Ccr'o




98¢

409.
394.

365.
347.

309.

2717.
267.

236.

222.

199.

195.

182.

164.

150.
145.

126.

391.

360.

351.

336.

313.

282.

245.

231.

222.

194.

176.
160.

145.
137.
131.

120.

419.
406.
388.
371.
360.
347.
336.
330.
320.
309.
299.
286.
255.
253.

224.
221.
210.
193.
192.
178.

160.
156.

135.

123.

419.
407.
390.
369.
357.
345.
334.
332.
323.
305.
297.
283.
262.

241.
221.
220.
211.
195.
189.

173.
155.
154.

136.
132.

122.

415.
408.
390.
376.
358.
340.
332.
327.
320.
313.
297.
286.
260.
250.

226.
222,
205.
201.
190.
178.

158.

151.
141.

128.

414.
408.
389.
370.
354.
341.
335.
325.
321.
309.
296.
287.
257.

244.
228.
221.
210.
193.
188.
178.

162.
154.
143.
138.

118.

CCO + CCC + CCO' + CCI'0s' + T CO
ccC + CCO + CC1'0Os' + 1 CO

CCO + CC1'01' + C4'C5'0O’

CCO + CCC + CCe60

CCO + C'C1'Or' + C5C6O + C6C50 + C1'C2'01 + C3'C2'0Ot

CCO + C'CO" + C4C50 + CC60O + C6'Cs'O
C'CO + CCO + C6'C5'0O" + 1 Cs5'Ce'

CCO + CC60 + CCO' + C6'C5'0O" + 1 C5'Cé'
CCO + C'CO + ccr'or

CCO + CCO + 1CC + 1C5Cs

c'co + Ccco

C'C6'0O'" + CCO + C3'C2'01 + O'Cr'0' + C6Cs0
CCe'O' + CO5'C' + O'C1'0O" + CCO' + Cs6Cs50 -
1 C5C6 + CCO + CCi101

CCO + 1Cs5C6 + 1 CC + CC109

C6C50 + C4Cs5C6 + CCO + CCi101 + C2'Crro
C4'Cs5'Ce' + C101C2' + CCO + CC6'O'

C6C50 + OC10 + 1CC + 1Cs5Cs + C1'C2'01 + CC101
C6'C5'0" + 1C5C6 + 1 CC' + 1 C5'Cs'

C4CsCs + CCO + COsC + C3'C2'01

OC10 + C3'C2'01' + C4'C5'Cé' + C101C2
C101C2' + OC10 + C3'C2'01' + CCO + CCC
1C5C6 + 1CC + 1C'C + CCO + CC101

1tCC + 1CO + CCC + CCO + CgCs0'
TCC + 1C5Cg + 1C'C + 1C5'C6' + CCO + CC10g
TCC + 1C5Cq + 1C107 + CCC + CCO

TCC + 1CC + 1C5Cq + 1 C5'Cg' + CCO
T1C5C6 + 1C5'C¢' + TC'C' + CC10; + C6'C5'0O
1Cs5C¢ + TCC + 1C5C¢ + 1C'C' + Cg'Cs'Of




182

105.

93.
84.

73.

62.

54.
47.

37.
32.

111.
105.

112.
109.

96.4
88.0

75.0
67.6

57.0

45.7
40.5
36.8
30.1

112.

98.9
97.1

78.1
71.0
69.6

61.0

49.8
42.7

113.
105.

86.9

76.5

62.5
61.9
55.8
50.3
43.9

111.

97.2
90.9

66.7

61.8
51.4

38.7
29.9

CCO + 1CO + 1C5'Cg' + 1CO
CCO + CCC' + 1CC + LH

Rp

+ 1CC + Re + 1C5Cg + 1 CC' + 1C10q

+ 1C'01 + 1C10p + C'O1Cy + CCC
+7CC + TCO + CCO + CC 04

+ Rao + 1CC + 1CC + C3'C201

+ 1CC + 1CY01 + 1C6'Og

+ Rpo + 1CC + R + 1Cs5Cq

+ Tz + 1CC + 1C5C¢ + T1CO

+ Ty + 1C5Ce + Tz + 1C1Oq

+ Tx + 1CC' + 1C5Cg + T1C2'O1 + 1 C'OY
+ Rpo + Tz + 1C1'Of'

+ Ty + 1C6'0g + 1C0g + T CO

+ RA+ Rgc+1CC + 1tCC + Rg + 1C'0O1 + 1C1'OY
+ Ty + Rg + 1CO' + 1CO




Tableau V.5: Tableau de comparaison des fréquences observées et calculées, et description des
modes normaux de vibration du LAMINARABIOSE

Fréq. observées

Fréq. calculées

Description des modes normaux de vibration

Raman | L.R. A B
3500.] 3512.) 3388.] 3388.f O—H
3450.| 3450.f 3387.] 3387.| O—H
3390.| 3373.) 3383.| 3384.| O—H
3382.| 3382.|| O—H
3379.| 3379.f O—H
3379.1 3379.|| O—H
3311.§ 3370.| 3366.)] O—H
3258.] 3288.| 3349.] 3349.| O—H
2981.| 2970.§ 2978.| 2978.) C—H
2974.| 2974.| C—H
2970.§ 2972.| 2972.| C—H
2967.1 2967.| C—H
2964.] 2964.| C—H
2960. 2959.1 2959.) C—H
2951.1 29s51.f C—H
2947.1 2947.) C—H
2946.| 2946.} C—H
2937.1 2937.f 2941.] 2941.|| C—H
2905. 2902. 2902.} ASCs
2885. )| 2898.| 2898./I AS Cs'
2870.| 2870.]| SSCs
2863.1 2855.|| 2866.| 2866.) SS Cs'
1466.] 1489.f 1466.| 1466. HCH + HC6O + CCeH
1449.1 1451.|| 1453.1 1451.| HCH' + H'Cs'O'
1433. | 1431.| 1431.§ H'CS'O' + CCH' + CCe6'H!'
1422.1 1421.f HCs505 + CCH + HCO
1416. 1419.| 1419.f HCs05 + HC101 + CCH + CCiH + COH' + HC101
1409.1 1410.]] HC101 + HCO + HCO' + CCH + COH'
1401.| 1401.f 1400.] 1398.§ HCO + CCH + CCiH + HC105 + HCO'
1390. | 1392.| 1393. HCO + CCH + COH + H(C301 + HC5'O
1386.| 1385.| HCO + COH + CCH + CCi1H + HC101 + H'C6'O'
1377.1 1373. 1379.] 1378.]] H'C6'O' + CC6H + HCO + COH + C6OH
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1363.

1350.

1327.

1315.

1301.

1291.

1283.

1264.
1253.

1224.

1199.
1180.

1153.
1138.
1126.
1119.
1101.

1089.

1059.

1041.

1364.
1346.
1337.
1324,

1314,
1299.

1285.

1263.

1221.

1199.

1165.
1153.
1137.
1128.
1118.

1106.

1079.

1070.

1052.

1041.

1366.
1363.
1355.
1346.
1344.
1336.
1330.
1308.
1297.
1290.
1286.
1282.
1275.
1266.
1265.
1259.
1245.
1241.
1227.
1223.
1205.
1190.
1178.
1174.
1171.
1160.
1147.
1141.
1133.
1121.
1110.
1107.
1097.
1091.
1085.
1076.
1066.
1051.
1049.
1036.

1365.
1363.
1355.
1347.
1344.
1336.
1330.
1308.
1297.
1289.
1286.
1282.
1275.
1266.
1265.
1257.
1243.
1240.
1225.
1221.
1205.
1191.
1178.
1173.
1172.
1161.
1146.
1141.
1133.
1120.
1109.
1107.
1098.
1090.
1085.
1075.
1066.
1051.
1049.
1036.

HCO + COH + CCH
HC1'01' + HCO' +CCH' + CCi'H + COH' + Ci1'O'H'
HC3'01 + HC5'O' + COH' + CC3H + CCH
HC105 + CCH + HC60 + CCiH + CCsH + HCIO1
CCi'H + HC5'O' + H'C3'O1 + CC3H + CCH

HC105 + HC101 + CCH + CC6H + HCO + COH

CCH' + HC3'01 + HCO' + CC3H + COH

CCH + CC3H + CCi'H + HCO + HCI'Ot
C60OH + CCH + CCH + Ce'O'H

CCH + CCH + CC3H + HCO + COH

C6'OH + CCH + CCsH + CCH' + HCeO
CCH + CCH + CC3H + HCO + COH

C60OH + CCH' + CCH + HCeO + C6'O'H

CCH + CCH + C6OH + COH

CCH + CCH + CC6H + HCsO + C60H + C6O'H
COH + CCH + HCO

CCH + COH + CCH' + HCO' + HCe60O

CCH + CCH' + COH' + COH + HCe60

COH + CCH + HCO + CCH

CCH + COH + HCO

COH + CCH + HCO

Ci1'OH + CCH + CCi'H + CC3¥H

CC6H + H'C6'O' + CCeéH' + C5'05' + HC6O + C'CH'
CC6H + CCeH + Cs5Ce6 + C505 + HC6O + H'C6'O'
CCcyc + C3'01 + C1'05' + CC3'H' + HC1'O' + C1'O'H'
CCcyc +CO" +CClecyc +C301 +CCH + CCH' +H'C3'0O1
C'Ccyc + CO + C101 + CCcyc + CCH + CC3H' + CCH'
CCcyc + CCcyc + CO'" + C101 + CO + CCH' + CCH
CCcyc + C505 + CO + CCH + COH

CCcyc + CCH' + CCcyc + CCH

CClcyc + CCecyc + C3'01 + C101

C'Ccyc + C1'05' + C5'05' + CCcyc + CCH + C'CH
CCecyc + CCcyc + CCH + CCH' + C5'05' + C301
CCcyc + C505 + CCH + HC60O + Cs5C6

C'Ccyc + C5'05' + C1'0O5' + CCcyc + C105 + C'CH'
C105 + CCcyc + C101 + C606 + C5Cé6 + CCH

CO + C5'05' + C105 + CCcyc + C'Clcyc + C3'01

CO + C3'01 + C101 + C5'C6" + CC'cyc + CO + C5'05'
CO + CO + C3'01 + C101 + C105 + C1'O5

C606 + C105 + C6'06' + C3'01
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1021.
1010.

974.
894.
845.
755.
735.
6717.
649.

623.
602.

560.
529.

491.
472.

436.

420.
405.

358.

1030.
1012.
997.
969.
895.
751.

671.
662.

636.
619.
591.
582.
555.
505.
492.

464.
446.

403.

383.
358.

1030.
1023.
1016.
1004.
995.
992.
979.
964.
892.
846.
750.
734.
682.
658.
646.
632.
631.
613.
601.
596.
591.
586.
579.
552.
532.
499.
494.
471.
446.
435.
428.
426.
419.

397.

381.
359.
348.
345.

1030.
1023.
1013.
1005.
995.
992.
978.
964.
892.
845.
749.
731.
682.
658.
646.
630.
627.
619.
603.
595.
589.
586.
575.
556.
532.
498.
"491.
471.

436.
431.

419.
408.
401.
394.
378.
354.
348.
342.

C6'06' + C606 + CO + CCcyc + C'Cleyc

C606' + CO + C606 + C3'0O1 + C101 + C105
CCH + CCcyc + CClcyc + C5C6 + CCeéH + H'C6'O'
CO' + CCH + C1'05' + C5C6 + C101 + C505 + CCH'
CO + CCcyc + C606

CO' + C5'05' + C1'05' + CCcyc + CO + C5'Cs'
CO + CCcyc + C3'01 + CCH

C1'0O1 + C1'05' + CO' + Cs5'Ce' + HCOY

CCsH + C505 + HC60O + 1 C606

HC6'O' + CC6H + C5'05 + 1 C6'0¢6

C101C3' + CCO' + CCO + C4'C3'01

1 C1'01' + CCO

CCO + CC101 + COsC + C2'C3'0O1 + C4'C3'01 + 1 CO
CCO + CCO + C2C3'01 + C2'C1'01' + CC101 + CC105
1C606 + C5C606 + 1C'O' + 1CO + CCO

T C606 + 1 C6'0O6' + 1 CO + CC1'Os' + CCO'

1C1'01' + O5sH'O4' + 1CO + CCO + 1C606 + C'C1'01'
T1C606 + 1 CO + CCO + CCO + C4'C3'01

CCO + OC1'0' + 1CO + 1C606" + 1C606 + C4'Cs'0O5'
T1CO + 1C606 + OC10

71CO + OC10 + CCO + 1C606 + C4'C3'01

C4C301 + 1CO + CCO' + C4'C5'0s5'

CCO + 1t CO + CCO

1 C6'06' + O'C1I'O" + CCO

CCO + CC60 + CC105 + CCC + OC10

Cs5C60 + C'C1'0O5' + CC1'0" + CCC + CCC

CCO' + CC105 + C4Cs50 + CCe'O

CCC + CCO + CCC + CC105 + Cs5'Ce'Of

1CO + 1CO + CCO

CCO' + CCC + CCC + CCO + C4C3'01 + CO5'C
1 CO + CCO + CCO + CCO

CCC + CCO + COsC

1 CO' + 1CO + CCO + CCO' + C2C1'Oor

1 CO + CCO + CCO

CCO + C2'C1'05' + C'CO' + 0OC10

CCO + CCi'O + CCO + 1 CO' + C6C5'0O

CCO + CCO + 1CC + 1C5Ce' + C2'C1'O58'

CCO + CCO + tCO + Cs5C60

cCO + CCO + OCoO

CCO + CCO + C2ci'o1r + oC1'o
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334.

314.

285.
267.
248.
224.
214.
197.
186.

175.
160.
148.
141.
134,

118.
107.
94.
91.
85.
76.

69.
62.

51.

40.
35.

329.
319.

278.
265.
249.
228.

195.
180.

176.
166.

338.
321.
317.
304.
267.
260.
239.
226.
208.
195.
188.

172.
159.
154.

137.

124.

98.7

86.3

76.3

74.9

62.7

55.6

38.4
34.3

329.
317.
315.
305.
270.
266.
245.
226.
208.

184.
182.
177.
159.

144.

128.

117.

108.

89.9

74.]
69.1

51.6
49.1
40.(

CCO + CCO + CCs0 + CaCsC6 + CCC

CCO + CC6'O + C4'C5'C6' + Hbintra + C'C'C'
CCO + CC6s0 + tCC

CCO + CCO + C2'C1'O1" + 1 C5Cs

C6C50 + CCO + 1C5C6 + 1CC + 1C5'C6 + 1 CO
1CC + 1C5C6' + C6'C5'O" + O'Cr'O!

C4Cs5C6 + CCO + CC101 + C6C50 + 1 CsCs + C101C3
CCi101 + Ce6'C5'0O" + C4'C3'01

C2'C3'01 + C5'C6'0O" + CCC + 1 CC

1C5C6 + 1CC + 1 CC + CCC

1 C5'C6' + Hbintra + T C5C6 + C2'C3'0O1 + C4'C3'0O1

1 C5C6 + 1 CC + Hbinwa + C4'C3'01 + C4'C3'O1 + OC10
1 CC' + Hbinra + C'O'C' + CC101 + CCC + C4'Cs'Ce'
1 CC + C4Cs5C6 + CCO + COsC + C101C3'

1C5'Ce' + 1 CC' + 1CC + OC10 + C4'C3'01

1CC + CCC + 1C5C¢ + 1CC + CC101

1CC + 1CC + 1C5Ce’' + CCC + CCO

1CC + 1C5C¢ + 1CO + C2'C3'01

TCC +1C5C6' +1C'C' + CCC + RpA + 1CC + C4'C3'On
TCC + 1CO + Rc + R4 + CCC + 1C5'Cs' + 1 CC'
TCC + 1C5C6 + 1C'sCg + TCC

Hbipga + TCO + 1C¢0g + T C101 + CC101

TCO + 1Ci0O; + 1CC + LH

Rg + 1C5C + 1C5Cg + 1CC + 1C10q

Tx + 1CsCg + Rg + 1CO

Ra + TCO + Re + 1CC + 1C5C¢ + C2'C3'0O1

R + Re +1CO + 1C3'01 + 1C101 + 1CC

Rc+ Rp +1CO + Tx + 1C3'01 + 1 CC

Rg + Rpo + 1C3'01 + 1CC + C101C3'

Ty + 1CsCg + 1CsCg + 1CC + 1CC

Tz + Ro + Re + 1CO + Tx

Ra + Tz + Rc + 1CO
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Tableau V.6: Tableau de cofnparaison des fréquences observées et calculées, et description des modes
normaux du MALTOSE

Fréq. observées Fréq. calculées Description des modes normaux de vibration

Raman I.R. A B

3324. 3352. || 3392. 3392. | O-H
3333. j| 3390. 3390. | O-H
3290. || 3389. 3389. | O-H
3200. | 3255. ) 3362. 3362. | O-H

2992. | 2992. | C-H
2984. | 2984. | CH
2981. | 2981. | C-H
2972. { 2972. | C-H
2968. | 2968. | C-H
2967. | 2967. | C-H
2961. | 2961. | C-H
2957. | 2957. | C-H

2982.
2972.

2944, | 2948. || 2957. | 2957. | C-H
2929. | 2933. || 2948. 2948. || C-H
2908. | 2918. || 2904. | 2904. | ASCs
2895. | 2895. ) 2903. | 2903. | AS Cq'
2880. 2876. | 2876. | SS C¢'
2840. | 2845. || 2875. 2875. | SS Cs¢

1655. 1661. 1661. I HOwH

1461. 1461. | HCeH + CCé'H

1458. 1459. | HC101 + H'C4'01 + HC10s5

1456. 1456. || HCeéH + HCsO

1442. 1443. | HCs'O' + CCH + H'C6O' + HCe'H'
1440. 1439. | HC5O + CCH

1424, 1424. | HCO + CCH + HCs0 + COH

1412. 1410. | H'CO + COH + HC1'01' + CCH

1402. 1404. | HCO + CCH + H'C1'O1' + CCiH

1398. 1398. || CCH + CC¢y¢ + HCO + HCO' + HCs5'O
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14509.

1455.

1433. 1434,

1400.

3799. | 3799. | Ow-H
3695. 3695. | Ow-H
3440. 3405. || 3409. 3409. | O-H
3408. 3408. | O-H
' 3406. 3406. | O-H
3345. 3399. 3399. | O-H




1382.

1360.

1340.

1328.
1319.
1309.

1270.
1255.

1246.
1228.

1206.
1190.

1150.
1134.
1124.
1116.

1072.
1064.
1049.

1028.

1390.
1377.

1359.
1351.

1328.
1319.
1308.

1288.

1273.

1249.
1227.

1207.

1150.
1135.
1124.
1106.

1086.

1073.

1038.

1388.
1379.
1372.
1367.
1357.
1350.
1347.
1336.
1331.
1325.
1322.
1308.
1304.
1295.
1293.
1288.
1278.
1273.
1269.
1256.
1251.
1246.
1237.
1216.
1206.
1177.
1176.
1166.
1154.
1153.
1144.
1119.
1116.
1107.
1100.
1091.
1079.
1072.
1063.
1048.
1043.
1036.

1388.
1379.
1370.
1367.
1359.
1349.
1347.
1336.
1333.
1325.
1322,
1306.
1305.
1296.
1291.
1288.
1280.
1274.
1267.
1256.
1251.
1246.
1237.
1216.
1206.
1178.
1176.
1166.
1154.
1151.
1143.
1122.
1114.
1106.
1100.
1092.
1078.
1074.
1063.
1046.
1044.
1036.

CCH + HGCs5'0O' + HCO + HCO + H'Ce6O'
HCO + COH + CCH + CCiH + H'CO'

H'C4'01 + HCi101 + HCO + CCiH + C'C4'H
HCO + CCI'H + CCH + HC1'O1 + CClcyc
HCO + CCH + HC105 + CCcyc

HC105 + HC'105' + CCi1H + CCH + HCO
H'C1'05' + HCO' + CCi'H + CCiH + HC105
COH + CCH + HCO

COH + CCH

COH + COH' + HCO + CCH

C60OH + C1'O'H'

CCH + HCO' + CCec¢yc + CCH + COH
COH + CCH + HCO + C/OH + CClecyc
CC4H + CCcyc + C5'C6' + COH + C6'O'H
CCsH + HCsO + CCH + COH

Ce'OH + COH

CCH + CCcyc

C1'OH + C6OH + CCI'H

CCH + HCO + CCcyc + COH

CCH + CCH

CCH + COH' + Cs5'Ce

CCH + CCH + COH + COH

CCH' + CC4H + HC6O + CCe'H'

HC60 + CCsH + CCH

CC6H + HC6O' + CCecyc + Cs505'

CCH + CCcyc '

C5'Ce' + C4'01 + CO + CCH' + Cror
CCcyc + CO + CCH + CsCe

CCcyc + CCH + CC4H + CO + C4'01
CO + C5C6 + CCH + CClcyc + CCcyc + CCC
CCcyc + CCH' + C1'01' + CCcyc

CCcyc + CCH + C1On

CCcyc + C105 + C505

- CCcyc + C5'05' + C5'C6' + C6'06' + C1'O1

CCcyc + C1'05' + C5'05' + CCH' + CC1'H'
CCe¢y + C5'0s" + CO'" + CCH
CCeyc + C101 + CgOg + CCH + CO + C105
C4'01 + CCcyc + C5'Cg' + C5'05" + CO + CO
CO + C401 + C101 + C1'Oy" + C505 + CCcyc +C10Os
CeOg + CO + Cs5Cg
C606 + CO + CsOs + CCl¢yc + HCG'O'
C60g + CO + CCevc + C5Cg + C105
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1021.
1007.

990.

923.
901.
850.
779.
756.
716.

643.

617.

592.

552.

519.

461.

428.
413.
396.

348.

1027.
1006.

991.

907.
899.
849.
779.
760.
. 719.
683.
663.

641.

621.

600.

588.

568.

542.
523.
517.

462.

440.
426.
411.
394.

362.
355.

1021.
1011.
1001.
996.
985.
952.
932.
888.
841.
771.
769.
714.
699.
668.
651.
647.
627.

603.
602.
593.

571.
569.
561.
553.
549.
529.
519.
504.
491.
475.
465.
456.
433.
430.
417.
385.
371.
366.
347.
346.

1021.
1011.
1001.
996.
985.
951.
932.
888.
841.
776.
769.
710.
706.
671.
650.
642.
624.
619.

601.

579.
577.
570.
562.
550.
549.
531.
521.
507.
490.
474.
467.
454.
435.
429.
421.
390.
370.
360.
348.
340.

C1'0O5' + C'O' + C4'01 + C6'O¢'

CO + G406 + CCH'

cCO + C1'01' + CO

CO + CO' + CC¢yc + CCO

CO + C105 + CsOs5 + CCO + COsC

CO + CCcyc + C101 + C101C4' + CCO + CC101
C6'06' + C5'C6' + C1'01' + C'C'cyc + C101
CCsH' + HC6'O + 1 C6'06'

CCeéH + HC60O + C105 + 1C606 + C101
COs5C + C101 + CC101 + CC10s5

1C6'06' + OHOW

1 C606 + C'CO'

CCO + CC4'01 + C5'C6'06' + 1 C606
CC10 + OC10 + COsC + CCO + C5'C6'0O¢'
Cs5'C6'0O6' + C'C1'01' + C'C'C + CO5'C' + CCO
1CO + CCO + 1CO + CCO + OsHO3'
C4'C5'05' + C2'C1'0s' + C'CO' + 1 CO' + 0OC10
CCO + C4'Cs'O" + C'C1'05" + CCO + 0C10
CCO + O5H'O3' + 1 C6'06'

1 CO + Ci1O5HO' + CCO' + C5'C4'01 + CCO
1CO + 1CO + CCO + OC1'0O'

1 CCO + CCO + C10OsHO' + C'C'Oy'

1 CO + Ci10OsHO' + 1 CO'

1 C'O + OOwWH + O5'Cror

OOwH + CCO + CCO

1CO + 1CO + OOwH + 0C10

C4Cs505 + CCO + 1 CO + Ci10o1C4

CCC + CCO + CCO" + Cs5Ce06 + C101C4'
1CO + t CO

cec + CCco + ocro

1t C1'o1r" + CCoO

1C1'01' + CCC + CCO + tCO

CCO + C4Cs505 + C2C105 + 1 CO

1CO + CCO

CCO + C3'C4'01 + COs5C + COs5'C

CCC + C4'Cs5'05' + CCO' + C2'Cros
CCC + CCO + COsC

cCcO + CCO + CccC

CCO + CCoO

CCO + C'CO + OCi'O

C5C606 + CCO + C4Cs5Ce6 + CCC

CCO + C2C1'O' + CCO
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305.
293.

- 265.
246.
233.
223.
198.
178.
169.

145.
133.

118.

112.

95.
84.
75.

54.
45.

37.

318.

285.

242.
232.
224.

. 213.

169.
154.
143.
132.

120.

111.
105.

97.2
89.
80.
72.5
67.

52.5

36.5

330.
320.
308.
304.

284.
265.
262.
246.
227.
219.
205.
190.

169.
152.
141.
139.

114.
112.
106.
100.
97.9
91.2

66.5

54.3
43.5
42.3
39.1

332.
318.
309.

296.
279.
261.
259.
243,
234,
219.
208.

185.
168.
163.
145.

131.
121.
114.
113.
101.

94.2
78.8
74.3
67.0
63.9
50.0

CCO + CCO + 0C1'0' + COs5'C

CCO + CCO' + C4Cs'Ce

CCO + (C5C60 + 1Cs5Cs

1 C5'Ce' + O'C1'O' + CCO + CcCO

C2'C1'0O1' + C6'Cs'Os' + C'CC + OCI'O' + 1 Cs5C's
C'COs' + C4'C5'C6' + CC4'01 + CO5'C' + 1 CC
1CO + 1C'C + OOWH + CCO

1 CO + 1C606 + 1C5C6 + C4Cs5Ce

C3'C4'01 + C101C4' + OC10

Ce6Cs505 + C4Cs5C6 + 1C5C6 + 1CC + 1 CO + 1 C606
7 CC + Hbjpga + C6C50 + CCO

T1C5'C6' + Hbjpra + CC101 + C101C4' + C5'C4'01
0O5HO3' + 1 C'C' + 1C5C6 + C105HO3'

Hbjpira + C4'C5'Ce' + 1 C5Cg + 1 C'C' + CC'C' + CCC
1CC + 1CC + 1C1'05' + 1 CO + Hbjppra

1C5C6 + 1CC + 1C'C + 1C5C6 + CCO + Hbijntra
T1CC + 1C5'C6' + 1C5C6 + 1 CC + Hbjnpgra

1CC + 1 C5C6 + O5HO3'

HOw + Hbjpgra + TCC + 1C5'C6' + C6'C5'O'

t1C5C6 + 1 CC + C5C60

HOw + 1 C'C' + Hbjpra + T C5'Cé’

Tz + 1 C'C + 1C5C6 + 1 CC + Hbijnera

1C5'C6 + 1CO + 1CC + 1C5Cs

HOw + 1CC + t1Cs5C6 + 1 CO

Ra + HOW + 1 C5'Cs'

Ra + Rg + 1CC + 1C5Cs

Rc + Ty + 1CC + Rp + 1 C¢'Og’

Ty + Ra + 1CC + CCC + C4'C5'05'

Hbjpga + Ty +1C101 + R +1CC + 1CO + 1CO
Rc + Hbjpra + Ty + 1CO' + C3'C4'Oq

RA + TZ + HOWH + 1 C'C + C3'C4'01 + 1 C5Cq
TX + TZ + RB + Hbjpyy + TC5C6 + 1 CO + 1C4'01
RC + RB + Ry, + TX + 1C6'06' + 1 C5'Ce’

RB + TX + Ry + 1CO + 1C4'01 + TZ + OSH'O3'
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Tableau V.7: Tableau de comparaison des fréquences observées et calculées, et description des modes
normaux d'attribution du CELLOBIOSE.

Fréq. observées Fréq. calculées Description des modes normaux de vibration

Raman I.R. A B

| 3435, | 3411. | 3411. | oH
bande | 3407. | 3406. | 3406. | O-H
I 3380. || 3401. | 3401. | O-H
l 3398. | 3398. | o-H
large 3391. | 3391. || O-H
| 3325. §| 3385. | 3385. | O-H
3342. | 3303. | 3374. | 3374. | OH
2980. | 2980. | 2980. | 2980. | c-H
2968. 2976. | 2976. | C-H
2059. | 2965. | 2961. | 2961. | cH
2947. | 2947. || c-H
2942. | 2942. | c-H
2938. | 2938. || c-H
2935. | 2935. | c-H
2932. | 2932. | cH
2927. | 2927. | Cc-H
2909. | 2910. || 2918. | 2918. | C-H
2895. | 2892. | 2894. | 2894. | ASCs
2875. || 2892. | 2892. | ASCs
2861. | 2861. | SS Cs
2885. | 2860. || 2860. | 2860. || SS Cs
1485. || 1468. | 1469. | HCeH + HC6O'
1467. | 1467. | CCiH + HCO + HCIO1 + HC4O1
1456. 1459. | 1460. || HC6H + HCs0O + HC505
1458. | 1458. | HCs'O' + CCH
1450. || 1453. | 1452. | HCO + CCH + H'C401
1446. | 1446. | HC505 + CCH + HCsH
1443. | 1443. | COH + CCH
1420. | 1425. | 1426. | HCOr + COH + CCIH + HC401
1416. 1413. | 1413. | HCO + CCH + H'CO1' + H'C401

3418. | 3455. ll 3413. | 3413. | oH
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1410.

1377.
1360.

1341.

1311.

1304.

1292.

1261.

1215.

1193.

1166.

1123.

1100.

1081.

1063.
1052.

1407.

1380.
1357.

1335.

1318.

1307.

1285.

1265.

1202.

1187.

1163.

1121.

1100.

1080.

1058.
1042.

1408.
1407.
1402.
1389.
1384.
1376.
1361.
1356.
1354.
1348.
1342.
1340.
1334.
1315.
1314.
1307.
1302.
1295.
1278.
1266.
1264.
1254.
1240.
1210.
1201.
1197.
1181.
1169.
1166.
1153.
1151.
1141.
1120.
1113.
1100.
1089.
1084.
1074.
1062.
1043.

1408.
1406.
1403.
1389.
1384.
1375.
1361.
1356.
1352.
1348.
1345.
1340.
1332.
1315.
1313.
1306.
1302.
1297.
1276.
1266.
1264.
1254.
1240.
1210.
1202.
1197.
1181.
1168.
1167.
1153.
1151.
1140.
1118.
1113.
1101.
1090.
1085.
1074.
1062.
1043.

HCO + CCH

HC;05 + HCO + H'CO;' + CCi'H + H'C4'O; + CCiH
COH + HC4'0; + HCO + CCH + CClyc
HCO' + HCO + CCH' + CCcyc + CCH + HC105
HCO +HC105 +C6OH +H'CO' +CCH + CCeyc + C60H
CeOH

CCH + COH

HCO + CCH + CCH + COH

CCH + HCO + HC6O + CCeH + Cs5'Ce'
HCOs' + CCI'H + HCO

COH + CCH' + CCs'H'

CCH + CCcyc

CC4H + CCH' + CClcyc

CCH + COH + CCcyc

CCsH + HCs0O

Ci'OH + CCH'

CCH

CCH + CC4H + CI'OH

CCH + COH

CCH + COH + CCcyc

C6'O'H'

COH + CCcyc + CCH

CCH + COH

HC60 + CCsH + CCH

CC6H + CCcyc + C5'05' + CO + C101 + C4'01
CCeéH + H'C6'O' + CCecyc + C'Cleyc + CO
CCcyc + CCH' + C4'01 + CO' + CCcyc
CCcyc + CO + CO' + CC'cyc + C5C6 + Cs50s5
CCcyc + C'Ccyc + CCH

C'C'cyc + CCcyc + C4'01 + C5'C6' + CCH'
CCcyc + CCH + C101 + Cs5Cse

CCcyc + CClcyc + CCH + C4'01 + C101

CCcyc + CCH' + C1'01'

C505 + CO + CCeyc

CCecyc + C1'O5' + CO' + CCH'

C5'05' + C'Ccyc + CCcyc + C105 + C101

C105 + CCcyc + C101 + C606

C4'01 + C5'C6' + C5'0s5'

CO + G505 + C5Cs + C101

C606 + CO + CCcyc
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1028.

993.
970.
899.

891.
746.

665.
646.
620.

581.

489.
472.

439.

429.

371.

348.

1015.

98s5.
972.
898.
888.
740.

660.
640.
615.

570.

498.
486.
464.

421.
411.
378.
368.

347.
339.

1040.
1036.
1031.
1023.
1002.
998.
992.
987.
969.
90s.
886.
741.
731,
714.
686.
671.
664.
639.
636.
604.
594.
580.
569.
562.
548.
534.
'515.
505.
494.
473.
452.
437.
432.
425.
410.
375.
362.
359.
354.
340.

1040.
1036.
1030.
1022.
1003.
998.
992.
987.
970.
906.
886.
745.
723.
711.
688.
673.
662.
641.
637.
605.
584.
583.
576.
563.
555.
533.
518.
507.
487.
473.
453.
436.
432.
428.
410.
375.
364.
350.
347.
341.

C6'06' + C1'0O5'

C105 + C606 + COs5C + OC10
CClcyc + CCcyc + HC60O

CO + C1'05' + C4'O1

CO + C1'otr' + C1'0s5' + CCleyc
C5'Ce' + CO' + C101

CO + CO + Ci105 + C50s

co + CO

CO + CCcyc + CCO

CCsH + HC6'O' + Cs5'05'

CCsH + HC60 + C505 + 1 C606
C101C4' + CCO + CC101 + C4'COs'
1 C1'or

1 CO + 1 C606

C3'C4'01 + CCO + CC1'01" + C101C4" + 1 CO
C5'C4'01 + C'CO + 0OC10 + CCO
1C6'06' + CCO

CCO + CC60 + C6COs

CC105 + CCO + 1C6'0O6

CCO + C'CO' + C6'COs' + CCC

1 CO

CCO + 1CO + C4C5Ce'

1C606 + 1 CO + C4COs5 + CCO' + CCO
1t CO + CCO

1C606 + 1CO + CCO + OC1'O
CC1'05' + C4COs5 + CCO + 0OC10
1CO + 1C606

O'Cr'o' + CC10s5 + CCO

CCO + CCO + C3'C4'01 + COC
CC1'05' + CCC + CCC + CC6'O' + C4COs5
ccc + cco

1CO + CCC + CCO

1CO + CCC + CCO

CCO + CCoO

CcCO' + CCO

CCO + CsC60

CCO + CCO' + 0s5-HO3

CCr'or + CCO' + CCO

CCO + CCO + Cs5C60

CCO + CCO + 1 CC
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334. 334. | CCO + 0O5-HO3' + CC6'O' + CCO

327. CCO + 1 C5C6 + CCEO' + CC60 + 1 CC
315. | 317. | 318.| 322. | cco + cco
302. | 311. | 310.| 310. | cco + csC'Os' + 1w CsCe’ LILce
205. | 289 299. | ©C'sC6 + CaCs'Ce + CSC4O1 + CCO

260. 286. 278. || C5'C4'01 + CCO + C4'Cs'O" + C101C4' + OC10 + O'C1'O
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES



La chimie des saccharides en général est un domaine de la biochimie et de la
biologie trés complexe, trés varié et trés riche. Longtemps considéré comme molécules
denuées de tout intérét, les "sucres” n'avaient pas €té considérés avec attention. Or, on
commence 2 appréhender maintenant leur role primordial dans de nombreux phénomenes
biochimiques et médicaux. Le nombre de structures primaires connues s'est alors
largement accru par suite de l'intérét qui leur était porté.

Cependant, la compréhension du ( ou des ) mécanisme (s) d'action d'une
molécule ne peut s'exprimer seulement en terme de structure primaire mais doit
obligatoirement passer par une connaissance détaillée de la structure tridimensionnelle.

<

Or, les informations expérimentales sont pour l'instant trop rares, et les calculs
théoriques de modélisation moléculaire s'averent indispensables. Toutefois, 1'étude
réalisée dans ce travail sur le glycanne biantenné monofucosylé disialylé, montre
plusieurs points trés importants:

La conformation générale tridimensionnelle du glycanne ne peut
s'interpréter uniquement comme la superposition des conformations les plus
favorables énergétiquement de chaque liaison glycosidique. Ceci est
principalement di a la ramification de la molécule et aux liaisons glycosidiques
autres que 1—4 ou 1-—6 qui amenent de fortes contraintes et des génes stériques
énormes.

La flexibilité trés importante du glycanne est observée avec les différentes
structures spatiales obtenues. Mais, de par la stratégie utilisée, est ce que toutes
les structures possibles ont été envisagées?.

Toutes les structures obtenues ont en commun la minimisation d'énergie
potentielle ( ici utilisation d'un champ de force Tripos 5.3 non spécifique des
saccharides ). La structure minimisée déterminée dépend donc de la forme de la
fonction énergie potentielle utilisée et des paramétres de cette fonction qui y sont
associés.

Toutes ces constatations nous ont amenées a effectuer un calcul de dynamique
moléculaire en utilisant 12 encore le champ de force Tripos 5.3. Si celui-ci s'est avéré apte
a reproduire correctement une géométrie, il semble inapproprié pour pour ce type d'étude
des saccharides.

305



Ce fait est comparable aux résultats antérieurs obtenus pour les protéines et pour
les acides nucléiques. Une base de paramétres spécifiques de la fonction potentielle
fiables et transférables s'est donc avéré indispensable.

Une telle base a été déterminée pour les anomeres du glucose a 1'aide d'une
fonction potentielle capable de reproduire parfaitement les spectres de vibration. Dans ce
cas, la fonction énergie potentielle et ses parametres ont ét€ déterminés de sorte que le
minimum d'énergie soit vérifié pour la structure cristalline utilisée. L'ensemble des
paramétres intramoléculaires et intermoléculaires obtenus pour la forme o du glucose ont
été transférés i la forme P avec seulement les modifications liées a I'anomérie. On peut
constater que les charges partielles sont importantes dans la repoduction de zone de
vibration de basses fréquences.

Il était ensuite essentiel de transférer les paramétres & des structures plus
complexes et de vérifier leur validité. Cela a été réalisé avec succes sur différents
disaccharides, composés de glucose, présentant des configurations et positions
différentes de la liaison glycosidique.

La reproduction des spectres de vibration est 1a encore trés correcte et
l'affinement des parameétres a porté principalement sur les groupements atomiques mis en
jeu dans la liaison glycosidique et dans le réseau de liaison hydrogene. Cependant,
concernant ce dernier point, les valeurs ne différent pas outre mesure et ne pose pas
probléme quant a l'utilisation des paramétres & des molécules plus complexes.

I est important de noter que dans ces calculs de disaccharides, les interactions
angulaires trans, gauches, nécessaires dans les formes du glucose, ne sont pas
indispensables dans l'étude des disaccharides.

Cette base de paramétres, complétées par des travaux sur les forme du galactose,
la glucosamine, les acide sialique et neuraminique, va dans un avenir proche étre utilisée
dans le logiciel de modélisation moléculaire AMBER. Celui-ci est actuellement modifi€ au
laboratoire pour prendre en compte les termes d'énergie de la fonction potentielle Urey-
Bradley-Shimaouchi modifiée adaptée a la reproduction des spectres de vibration.

Ce logiciel implanté sur un gros calculateur devrait permettre de reprendre
I'étude du glycanne biantenné avec cette fois-ci des parametres plus fiables et spécifiques
des saccharides, des temps de simulation beaucoup plus important ( de l'ordre de la
nanoseconde ) et en tenant compte de molécules de solvant. Les résultats devraient étre
alors plus proches de la réalité. Cependant, il ne faut pas oublier que les glycannes sont

attachés a une macromolécule et que donc les trajectoires obtenues en molécule isolée ou
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solvatée ne correspondent certainement pas & celles qui seraient obtenues sous la

contrainte de la chaine peptidique.

Pour terminer les perspectives d'avenir, il serait intéressant de compléter la base
de parametres par des études de modes normaux de vibration sur d'autres
monosaccharides ( fucose, fructose par exemple ) et par celles de disaccharides présentant
des compositions diverses ( lactose, lactosamine, diacétylchitobiose, mannobiose....).

L'ensemble de ces paramétres associés A ceux obtenus pour les protéines et les
acides nucléiques, permettront alors toute modélisation moléculaire de systémes
biochimiques complexes.

<
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