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Introduction générale

La glycobiologie est la science qui étudie lesdtres, les propriétés et les fonctions
des glucides dans la matiére vivante [1]. Cese&tu@ concernent pas seulement les glucides
mais également toutes les autres classes de mededublogiques (protéines, lipides,
nucléotides) qui interagissent avec eux. Le butladglycobiologie structurale est bien

évidemment de déterminer la structure 3D et dli&tdbs modeles pour les interactions.

Les propriétés physique, chimique, et biologiqguend’ molécule sont intimement liées a la
structure tridimensionnelle qu’elle adopte, lesesOlstructuraux et/ou fonctionnels des

biomolécule s’expliquent par I'architecture qu’edldopte [2].

Les glycanes sont des enchainements linéaires anochi#s de monosaccharides. lls se
présentent sous des formes trés diverses et stigp@msables a la vie. Liés aux protéines ou
aux lipides, ils sont secrétés dans le milieu et@ru associés a la membrane plasmique des
cellules. lls servent a protéger le squelgteptidique et la surface cellulaire. lisntso
aussi reconnus de maniere tres spécifique dqem récepteurs physiologiques et se
trouvent impliqués dans un grand nombre d®cgssus biologiques comme la
reconnaissance et la communication intercetielaie développement des méthodes
d'analyse des glycoconjugués a permis de d&#voprogressivement I'extraordinaire
diversité des glycanes et a révélé le reoablg potentiel dinformations que
représentent ces molécules. La connaissanpeofapdie des structures glycaniques, de
leurs fonctions biologiques et de leurs vo@s biosynthése permet aujourd’hui de
trouver de nombreuses applications aux glycpgués tant dans le domaine
thérapeutique que dans l'alimentaire et la cosmétifNotamment, grace aux molécules
glucidiques, nous sommes capables de décelerrestaialadies graves telles que le cancer
en réalisant un diagnostic plus spécifique et piécoce, et les thérapies basées sur les
molécules portant les glycanes sont pluscafBs et moins lourdes que d'autres

utilisées actuellement. Néanmoins, nos conaates sur [l'activité biologique des

2
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glycoconjugués sont freinées par un manqueutiéBo appropriés. Les glycopeptides et
les oligosaccharides synthétiques représerdenbons modéles pour mener a bien une
étude fonctionnelle. Cependant, la complexigs dtructures glucidiqgues ne facilite pas
la production de tels mimes, et la plupda temps, les problemes de purification et
les rendements faibles de synthése permettentildifient de réaliser une évaluation

biologique du produit synthétisé [3] .

Cette thése est consacrée a I'étude conformatientes macromolécules biologiques et plus
particulierement des oligosaccharides (les strestude Lewis X : étude du tri-et penta-
saccharides) et des oligopeptides (des tripeptidesGly-Phe-Phe , L,L-Phe-Gly-Phe, et L,L-

Phe-Phe-Gly)

Le terme conformation qualifie tout la géométridimensionnelle d’'une molécule, ce terme
ne doit pas étre confondu avec celui de la cordiiom qui précise une possibilité
géomeétrique pour un ensemble d’atomes pour padsee donfiguration a une autre, il faut
nécessairement rompe des liaisons covalentes gidgganiser ; par contre les conformations

d’'une molécule peuvent étre obtenues sans aucph@eule la liaison covalente.

La rotation autour des liaisons covalentes simpkag modifier la chaines glycanique dans
'espace, la définition de la conformation peueéttendue sachant que de petits distorsions
dans les angles de valences, et les langueursad®ni s’accompagnent de chargement
conformationel, et ces rotations peuvent se preddasns des systemes conjuguées, ces
possibilités créent de nombreuses orientations illess pour la chaine polyosidique,

orientation désignée par I'expression possibilig&sformationnelle [4] .

La recherche conformationnelle est la composanté @é I'analyse conformationnelle, dont

I'objectif est d’identifier les conformations préé&s d’'une molécule, ces derniers vont
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déterminer le comportement de ces molécules, cafge d'aptitude que nous localisons les

conformations qui sont en points minimaux sur kdieae d’énergie potentielle.

Les méthodes de minimisations jouent un réle etutans I'analyse conformationnelle car
elles donnent la rapidité et la précision des téatyl donc il faut bien choisir entre ces

meéthodes [5].

La minimisation de I'énergie potentielle d'une noalé consiste a résoudre un probleme
d'optimisation géométrique, presque toutes les odéth de minimisation ont au moins un
point commun: le commencement a un endroit appratimde I'hyper surface énergie

potentielle qui correspond a une géométrie tresocequpative [6].

Cette hyper surface de I'énergie potentielle ess€mble de points générés par la fonction de
I'énergie potentielle, cette derniére qui est wmetion de variables géométriques du systeme
moléculaire étudié, elle sera représentée par onebe de potentiel, I'ensemble de points

générees par la fonction est plan [7].

Il est important de reconnaitre la difféerence entne recherche conformationnelle et une
dynamique moléculaire ; la recherche conformatidaremncerne seulement le déplacement
de structure d'énergie minimale, tandis que laukition produit un ensemble des états qui
inclut des structures dans les minimums d'énergpendant, comme nous savons que les
méthodes de dynamique moléculaires peuvent étilesséas comme la partie d'une stratégie

de la recherche conformationnelle [8].

Si c'est possible, il est souhaitable d'identifartes les conformations d'énergie minimales
sur la surface d'énergie potentielle, cependantotebre de minimums, peut étre si grand
gu'il est peu pratigue d'envisager de les troueess,t dans de telle circonstances il est

habituellement envisageable d'essayer de trousenieimums accessibles.



Introduction générale

Les populations relatives des conformations d'unkcule peuvent étre calculées en utilisant
la statistique via la distribution de Boltzmannleehous renseigne sur la population des

niveaux occupés a une température donnée.

Les méthodes d'analyse conformationnelle ontuélésées pour trouver le minimum

énergétique des molécules les plus complexes [9].

Ces méthodes incluent les procédures qui impliglemariation des angles de torsion, la
variation des angles diédres [10-11], la variaties distances internucléaires [12-13], et les

meéthodes de dynamique moléculaire [14-15].

Les effets de solvant sont aussi importants; detmeint on peut estimer I'énergie du solvant
de différentes facons, et on peut l'inclure dasmeplession de I'énergie intramoléculaire. Les
résultats de l'analyse conformationnelle montrem gour les molécules en solution les
conformations stables se trouvent généralement bafsu de conformation stable de la
molécule isolée. Les interactions avec le solvamtsartout pour effet de modifier les valeurs
relatives des énergies minimales ou de déplacérdéwent les positions des minimas dans
'espace conformationnelle, on s'accorde donc pousidérer que les résultats d'un calcul
conformationel sur la molécule isolée donnent unennke idée des possibilités

conformationnelle de cette molécule [16].

Pour quelques molécules il y a tant de minimumgdasaurface d'énergie qu'il est peu pratique
d'essayer de les trouver tous, dans de tellesnstances il est souvent constaté que la
conformation est seule avec la valeur la plus badsela fonction d'énergie, cette
conformation d'énergie est d’habitude mentionnéenoe la conformation d'énergie minimale

globale.
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La conformation d'énergie minimale globale ne g étre la structure active. En effet, dans
guelques cas, il est possible que la conformattbiveane fasse pas de transmission a aucun
minimum sur la surface d'énergie de la moléculéesoCela peut étre nécessaire pour une
molécule d'adopter plus qu'une conformation pamgte pourrait lier dans une conformation
a I'enzyme et adopter ensuite une conformatiomifite avant la réaction. Les méthodes de
recherche conformationnelle peuvent étre convenadié classé dans les catégories

suivantes:

7
L X4

Algorithmes de recherches systématiques

7
L X4

Méthodes approches aléatoires

< Géométrie

+ Distance et dynamique moléculaire

Le but du présent travail consiste a faire uneyaeatonformationnelle des oligosaccharides
(un trisaccharide et un pentasaccharide) de Lewgt e trois tripeptides L,L-Gly-Phe-Phe
(commercial), L,L-Phe-Gly-Phe, and L,L-Phe-Phe-Glynthesized by Pr S. GHALEM) [17].
Les différents outils de la modélisation sont sé8 pour mener a bien le travail de ce
mémoire (mécanique moléculaire et dynamique madé@)l les parametres géométriques et
énergétiques de ces structures différentes vonts nader a discuter les différents

réarrangements spatiaux pour cibler les conformatawtivement biologiques.
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Chapitre I : les biomolécules

Les étres vivants sont principalement constituéguddre classes de biomolécules. Les
acides nucléiques, tout d'abord, contiennent linfation génétique des organismes
permettant leur reproduction. Les lipides sont @g&int des réserves d’énergie mais forment
aussi la majorité des constituants des membrarm@egimues. Les protéines, constituées
d’acides aminé, jouent des roles cruciaux dansqoement tous les processus biologiques
(la catalyse enzymatique, le transport et la miseéserve des petites molécules et d’ions, la
protection immune, le contréle de la croissancdedt différenciation des cellules et peuvent
€galement étre un support mécanique dans la pdas es. Enfin, les glucides, servent de

réservoir d’énergie et d'intermédiaire métaboliquék

L'espace qui entoure les cellules, appelé espatracelulaire, contient un ensemble de
macromolécules, polysaccharides ou glycosaminogb&aprotéines, sels et eau, que l'on
désigne sous le nom de matrice extracellulaireteCmiatrice extracellulaire joue un réle
essentiel dans la constitution, le maintien eetaadelage de I'architecture tissulaire.
A. LES PROTEINES
Les protéines occupent une place centrale damn&diénnement des cellules des étres

vivants. Elles y jouent en effet tous les roles gmables, depuis la catalyse des réactions
chimiques jusqu’a la défense contre les infectibiwtre capacité a nous déplacer dépend de
protéines présentés sous la forme de musclesslgsiicconstituent I'architecture interne de
I'organisme doivent leur résistance a une matriegbtéines collagenes; gu’une cellule se
divise ou qu’elle devienne cancéreuse dépend dtvit® régulatrice de protéines, etc. Le
secret de cette remarquable variété de fonctiems & la trés large gamme de conformations
gue les protéines peuvent adopter et aux propriéiésques tres différentes qui en résultent.

Les protéines sont constituées d’'une successamiddis aminés (vingt types différents

chez 'homme); la chainé ainsi formée se replier@doutir a la forme active de la protéine.

10



Chapitre I : les biomolécules

Cette conformation totalement repliée correspofadfarme la plus stable de la protéine dans

des conditions normales. On distingue quatre nivediarganisation structurale pour une

protéine, respectivement appelés structures pransécondaire, tertiaire et quaternaire [2].

1. Structure des protéines

1.1.

Structure primaire

La structure primaire correspond a la séquencerpnognt dite de la protéine, c'est-a-dire a

I'enchainement

linéaire des acides aminés paiaisoh peptidique. On ne dénombre pas

moins de 20 acides aminés qui ne difféerent lesdessautres que par leur chaine latérale

(groupement R) portée par le, CFigure 01). On parle de peptide lorsque le nondee

résidus formant la molécule est inférieur a 50espibtéine au-dela de 50 résidus.

b%
<5 U\a'. .

Alanine

Phénylalanine

AA
P
X

>

|'
Arginine

Figure 01:

X ]
i
!

Valine

gy

Tyrosine

Lysine

Y 4 -
S L &
A [ ¥
f T | Y N
I
Glycine Isoleucine Leucine
) S N
| x ]
Y T Y ¢
Proline Cystéine Méthionine
<Y -
)1 £
» d ~ r
Tryptophane  Aspartate Glutamate
< -
i'r"“) X ' 1_1
i} X ]
"I’ g -T"’ T
! ¥ '
Histidine Asparagine Glutamine

Structure des 20 acides aminés composant léSipes.
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1.2. Structure secondaire
Elle résulte d’'un repliement local de la protéingéc par des interactions stériques et
électrostatiques et stabilisé par des liaisonsdgghre. On distingue deux angles de torsion
principaux dans un résidu (figure 02) :
— @, angle C-N-G-C;

—, angle N-G-C-N.

Figure 02: Définition des angles diedres @ ety.
La liaison peptidique étant plane, I'angle {C-N-C,) est bloqué la plupart du temps sur une
valeur proche de 180°, ce qui maintient la liaig@mptidigue dans la conformatidrans
L’angle x définit la rotation de la chaine latérale du résidu
Dans les protéines, les acides aminés sont raiiés eux par une liaison peptidiq@e=C-N-
H caractérisée par 2 formes imposant ainsi a l'atgl®rsion de la liaiso8-N (angle diedre
w) deux valeurs particuliéres (Figure 03):
0° : liaison peptidiqueis: son taux d'occurrence est tres faible. C'est &vecoline que I'on
a le plus de chance d'observer une liaison pepidits. jusqu'a 10 % de I'ensemble des

prolines [3].
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180° : liaison peptidiqudrans c'est la forme la plus stable correspondant dotene

guasiment exclusivement observée dans les protéines

%\- N//

N\
<\ 4

-‘_a’

Figure 03: Liaisons peptidiquesans (w = 180°) ettis (w = 0°).
Puisque la grande majorité des liaisons peptidigoas en conformatiotrans (w = 180°), il
est donc possible de décrire la structure d'ungm®a partir de ses seuls angles diegrets
. L'angle diédrep correspond a I'angle de torsion de la liaison™N\e@, a I'angle de torsion
de la liaison €-C (Figure 02). Ramachandran [4] a été le premieraposer d'utiliser la
valeur deg en abscisse et celle deen ordonnée pour tracer une carte 2D, depuis éppel
carte de Ramachandran (Figure 04), sur laquelleuchales résidus de la protéine est
représenté par un point.
Ce type de représentation permet ainsi de voioheportement différent que peut adopter un
résidu. La glycine dont la chaine latérale est impke atome d'hydrogene, ne connait
pratiguement pas de restriction de valeurs d'ardjéfres : une tres grande partie de la carte
de Ramachandran est explorée (Figure 04a). A Isggda proline, seul acide aminé cyclique,
ne possede que deux régions veritablement favarabl@oint de vue énergétique.
Ainsi, les liaisons N-¢ et G,-C effectuent librement des mouvements de rotaticais seules
guelques conformations parviennent a minimiser éaegstériqgue. On peut repartir ces

structures secondaires en catégories représeraasdedtableau 1.
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al ] | b

cl

Figure 04 : Cartes de Ramachandran de la glycine (a), dalilae, de I'isoleucine et de la
thréonine (b) et des autres résidus (c), d'apriegjieiel MOLMOL: un programme pour
visualiser et analyser des structures macromolieslfb].

Tableau 1.: Parametres angulaires des différentes structuresorsgaires [6]. La 4me
colonne représente le nombre de résidus nécessaiwas faire un tour, autrement dit
l'inclinaison d’un résidu. La derniére colonne pestrde connaitre la longueur du peptide
suivant la structure secondaire considérée et imime de résidus.

Conformation d[°] W] Résidus/tour | Translation/résidu [°A]
Hélicea droite -57 -47 3.6 1.50

Hélicea gauche +57 +47 3.6 1.50

Hélice 3, droite -49 -26 3.0 2.50

Hélice Tt droite -57 -70 44 1.15

Hélice gauche du collagene | 1 +153 3.0 3.13

Feuillet plissé B antiparalléle -139 +135 2.0 3.40

Feuillet plissé3 paralléle -119 +113 2.0 3.20

Chaine étirée +180 +180
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Donc les structures secondaires ordonnées desir@®t@euvent étre classées en trois
catégories: les hélices, les brins et les coudessqu’une portion de protéine ne satisfait a
aucun des critéeres caractérisant les structuregeates, on est en présence de structure
secondaire non ordonnée appelée boucle ou pedtistisiue (random coil).

1.2.a. Les hélices
Une structure en hélice est définie comme étant pokion de la chaine peptidique
s'enroulant en spirale. Il en existe plusieurs gygeon le nombre de résidus par tour d'hélice
(voir tableau 1).
L'hélice a est I'élément de structure secondaire le plusacuC'est une hélice enroulée a
droite constituée de 3,6 résidus par tour. C'estatructure trés stable grace a la présence de
liaisons hydrogéne entre le C=0 du résidu i etd Nu résidu i+4.
Ses valeurs d'angles diedres sapt:- 57° et = - 47°.

1.2.b. Les feuillets3
Le brin3 est le deuxiéme type de structure secondaire aéioretrouve dans les protéines.
C'est une structure proche des structures éteraheesdes valeurs standards d'angles diedres
@=-120° etp = + 120°.
Deux ou plusieurs brinB peuvent s'associer en feuillgtgrace a des liaisons hydrogénes
caractéristiques ; il en existe, entre autres, dyoes caractéristiques:
- le feuillet B anti-parallele dont l'orientation des brins successifs est irderavec des
angles diedreg = - 139° et = + 135°.
- le feuillet B paralléle dont I'orientation des brins successifs est la eé&mec des angles
diedresp=-119° etp = + 113°.

1.2.c. Les coudes
Les coudes permettent a la chaine polypeptidigeiedtuer un changement de direction a

180°. Ils sont classés selon le nombre de résidpiqués dans ce changement de direction :

15



Chapitre I : les biomolécules

on parle de coud®& pour 2 résidus, de cougepour 3 résidus (le coudi8;p est un cas tres
particulier de coude a 3 résidus, dont la répétigieut engendrer une héliad,), de coudd
pour 4 résidus, de coudepour 5 résidus et de coutdgour 6 résidus [7].
Les coudey et3 sont les plus couramment mis en évidence dargtriestures des protéines.
lls sont en particulier souvent observes dans taqropeptidique reliant deux brifisformant
un feuillet antiparallele.
Différents types de coudes ont été définis a pdetivaleurs précises des angles diegres
Y. Ainsi un coude g est dit de type classique pasruwhleurs d’angles diedres du résidu
Centralp =+ 75° ety = - 64° et de type inverse popr - 79° et = + 69° [8].

12.d. Les boucles
Le terme boucle ou pelote statistiqgue (random ast)utilisé lorsque aucune autre structure
secondaire ordonnée ne peut étre affectée a urdierc@iion locale. Mais il faut cependant
bien garder a I'esprit que cela ne signifie pdséace d'une structure stable ou d'une structure
particuliére.

1.3. Structure tertiaire
La structure tertiaire des protéines correspondegliement et a lI'assemblage des différents
éléments de structures secondaires. La structutiaine correspond en fait a la structure
tridimensionnelle (structure 3D) de la protéine. 0@t des interactions non liantes de type
électrostatique et de van der Waals, ainsi qu@dess salins, les liaisons hydrogénes et les
ponts disulfures qui permettent de stabiliser pe e structure.

1.4 Structure quaternaire
La structure quaternaire d'une protéine résulte I'dssociation de plusieurs chaines
polypeptidiques ou sous-unités. Ces sous-unitésepelétre identigues comme c'est le cas

pour I'hnémoglobine ou bien radicalement différemi@nme pour le récepteur de I'élastine.

16



Chapitre I : les biomolécules

L’association peut étre nécessaire a l'activitéogigue qui, dans ce cas, est le plus souvent
extrémement diminuée, voire inexistante au nivedigire.
2. Les protéines et les ions métalliques

La chimie des protéines est un vaste domaine. dglerit diverses catégories de
macromolécules ; les molécules fibreuses et glaeglales enzymes, les phosphoprotéines,
les hormones, les précurseurs d’hormones en coasitd&urs aspects physiques tels que la
masse moléculaire et la structure des sous urgtkes constitue ainsi un large volet de la
biochimie.

Par ailleurs et en raison du faible poids molécelales peptides par rapport aux
protéines, la chimie des peptides s’associe beauada chimie organique. Ainsi la synthése
des peptides est possible avec les moyens qu'ddfrehimie organique. Les peptides
synthétisés constituedes modelesle complexes protéiques [9].

Le corps humain contient environ 3% en masse d'métlliques. Malgré cette faible
teneur, ces ions jouent des roles extrémement bamtsr dans les divers mécanismes du
meétabolisme des organismes vivants [10] pour ldsdeg métaux sont indispensables [11].

La solution a beaucoup de problemes biochimiquegeexne connaissance de la
nature des interactions des protéines avec les mo@tlliques. Le développement des
techniques d’isolement des protéines et I'applicaties concepts théoriques modernes ont
permis de beaucoup apprendre au sujet des praprégtérgétiques et moléculaires des
complexes métal-protéine [12].

Parmi les ions métalliques nécessaires aux orgasisinants, certains possedent des
propriétés chimiques particulieres qui leur coniérdes roles uniques. De plus, les sites
biologiques par lesquels s’effectuent les intecandientre les métaux et les organes présentent
souvent une sélectivité particulierement élevéer poertains ions. Ceci nous amene a

constater que ces sites peuvent réagir avec certaétaux, mais non avec d’autres. Par
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exemple, les métaux de transition apparaissentrgiéndéent dans les centres actifs des
enzymes, bien que certains d’entre eux soient pr&seulement sous forme de traces [11].
3. Le cuivre dans 'organisme

Le cuivre est présent dans tousiks$ et la plupart des fluides organiques (voir
tableau | [13, 14]). L'organisme d’un adulte en wemt entre 1,4 et 2,1 mg/kg et celui d’'un
nourrisson trois fois plus. Ingéré par l'alimemnati le cuivre est absorbé par I'estomac et
l'intestin gréle. Il est stocké par le foie et nalement excrété par la bile. On le retrouve en
guantité importante dans le cerveau, le coeur ®gdeme rénal [11]. En fait la concentration
du cuivre reste tres faible (i) dans le plasma et les tissus par rapport auresuibns
métalliques (C¥ 2,5uM, Mg 1,0uM, Zn™?20uM etc...) [15].

Alors la question qui s’impose d’elle-méme estuavante : Comment le cuivre, avec
une si faible concentration peut-il entrer en corence avec les autres ions métalliques ? Les
peptides étant constitués d’acides aminés, leuoitapce et leur aptitude a la complexation
avec l'ion cuivrique suivent celles des acides a&wminlesquels d’ailleurs forment les

complexes les plus stables avec le cuivre en caargmar avec les autres ions [16].
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Tableau I: Concentration moyenne du cuivre dans quelqussdist fluides biologiques humains [13,
14].

Tissus (Mg/g de cendre du Fluides (Hg/ml)
tissu)
Vésicule biliaire 750 Bile 547
Foie 680 Suc pancréatique 105
Cerveau 370 Sang (total) 1,01
Ceeur 350 Erythrocytes 0,98
Rein 270. Plasma 1,12
Intestins 180 a 300 Sérum 1,19
Estomac 230 Sueur 0,55
Glandes surrénales 210 Lait 0,2a0,5
Pancréas 150 Salive 0,08
Esophage 140 Urine 0,04
Ovaire, Poumon 130
Peau, Vessie 120
Prostate, Utérus 110
Thyroide 100
Aorte 97
Testicules 95
Rate 93
Muscle 85
Os 25
Ongles 23
Cheveux 19

Par exemple, la complexation, de I'ion Nickel @Br les peptides a été moins étudiée
gue celle de lion cuivrique. Ceci est d0 a la pgrande facilit¢ de chélation de lion

cuivrique ainsi qu’a son role biologique [17].
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De plus la grande capacité de l'ion cuivrique ardtégmer I'azote peptidique qui
constitue un site de chélation potentiel, en ples sites spécifiques des acides aminés, rend
les complexes peptidiques du Cu (Il) tres stallés [

Cependant, 'ion Nickel (II) présente un intéréolbgique certain. En effet certains
auteurs rapportent qu’il est parmi les métaux les pancérigenes pour 'lhomme [18]. Son
taux de présence est plus élevé chez les indidtiasits de leucémie que chez les individus
sains [19]. D’autant plus que 'hydroxyde de NickB) précipite a pH=7 [20], ce qui est
particulierement intéressant, puisque ce pH estharalu pH physiologique (6,8-7,2). L'étude
potentiométriqgue des systémes Nickel (II)-peptidentre une plus faible stabilité des
complexes du Nickel (1l) par rapport aux complegasCuivre (II) de méme formule brute, ce
qui signifie probablement une plus grande facpibéir I'ion Nickel (1) d’étre labile et d’étre
echangé plus facilement que l'ion cuivrique dassnéieux biologiques [17].

La majeure partie des fonctions biologiques passe yme réaction de complexation. En
effet I'exces ou le défaut d'un métal peut engendes pathologies, signalons que chaque
métal est lié a une maladie. Comprendre les méoasiségissant les interactions entre ions
meétalliques et systemes moléculaires (biologiquers)l plus facile 'apport de solutions dans
des cas de carence ou d'intoxication. Le but estcdde mettre en évidence tous les
parametres impliqués dans la stabilité des complprer pouvoir sélectionner des structures

détoxicantes.
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B. LES GLUCIDES

Les glucides, encore appelés sucres (golt) owategide carbone (C,8), représentent
la plus importante source de la biomasse sur laepaterre et leur complexité, surtout en
terme de variations structurales, n'a pas d'égalasdles autres classes de polymeéres
biologiques. Du point de vue chimique, les sucreat sdes polyhydroxy-cétones ou
polyhydroxy-aldéhydes. Les monosaccharides onfanmeule générale du typeB,:O« avec
un nombre d’atomes de carbone de la chaine priectpa peut varier de trois a dix unités.
Une caractéristigue générale des sucres est ge@siratdmes de carbone porte une fonction
de type céto- ou aldéhyde et pour les structureisag (pentoseget six atomes de carbone
(hexosek la condensation intramoléculaire est a I'orgde la structure cycliquefufanose
ou pyranosg qui est la forme prédominante en solution. Lalisgtion donne origine a un
nouveau centre chiral dans la molécule, le carbmmemere C1, qui peut avoir deux
configurations appeléesou B. Ce carbone anomére peut condenser avec un disxkles
d’'un deuxieme monosaccharide pour donner un disaicteh Ainsi, 'addition de monomeéres
résulte en la formation de structures dont la cexif@ augmente considérablement avec le
nombre de résidus. Les structures les plus simfigsires ou branchées, sont formées par
'addition de deux a cing monomeres et sont nommeéestilisant les préfixes di-, tri-, tétra-
et pentasaccharides. Le terme oligosaccharides;eooe des molécules qui contiennent
jusqu’a une vingtaine de monosaccharides. Quansdilla et la complexité de la structure
deviennent trés importantes (plus de 20 résidusparle d’'une maniére générale des

polysaccharides.
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Figure05 : Quelques concepts centraux de la structure dedgisici
1. Relations structure-fonction:

L’énorme potentiel biologique codé par les glusiaésulte de leurs capacités a créer des

structures de grandes complexités, incluant degspde ramification, a partir des simples
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monomeres (exemple : la laine). Cette caractéustdes glucides est unique parmi tous les
polymeéres biologiques. Par exemple, deux acidesés difféerents peuvent se lier seulement
de deux facons différentes. Par contre, un sinqueosaccharide comme le glucose peut se
lier par son carbone anomeére (de fagoau P) avec les cing hydroxyles d’'un deuxieme

glucose, donnant naissance a onze isomeres sauxtdifférents. On peut donc comprendre

gue le nombre de variations structurales assupaesin tel type de molécules est énorme. La
structure des glycannes (oligosaccharides, glygaga@s, polysaccharides) dépend donc
fortement de leur composition et de plus, la présates liaisons glycosidiques introduit une

flexibilité structurale et conformationnelle considble. La conséquence directe de cette
variabilité structurale est une grande diversitésda rble et dans la localisation des glucides

dans les organismes vivants, tels que représaitédsssous :

+ Renforcement structural (polysaccharides)

+« Accumulation d’énergie (polysaccharides)

+ Reconnaissance moléculaire (oligosaccharides/gbygagués)

+ Croissance et développement (oligosaccharides/gtygagués)

% Défense (oligosaccharides/glycoconjugués)

% Ancrage (ancres GPI)

% Ciblage (oligosaccharides/glycoconjugués)

2. Glycobiologie: une science récente
La glycobiologie est la science qui étudie les dtmes, les propriétés et les fonctions des
glucides dans la matiére vivante [21]. Ces étudesancernent pas seulement les glucides

mais également toutes les autres classes de medédublogiques (protéines, lipides,

nucléotides) qui interagissent avec eux. Le butladelycobiologie structurale est bien

23



Chapitre I : les biomolécules

evidemment de déterminer &ructure 3Det d’établir des modeles pour l@geractions
impliquant ces molécules.

C’est seulement a partir de la moitié du vingtiesrexle que les glucides ont été reconnus
comme des molécules biologiques extrémement imp@s. Il a longtemps été admis que
toute l'information biologique était portée par sux grandes classes de molécules que sont
les protéines et les acides nucléiques. Duranateges 1900, on s’intéressait surtout aux
polysaccharides des plantes car ils étaient largenotdisés dans de nombreuses applications
industrielles. Les connaissances dans la biologgegiucides étaient donc limitées aux roles
structuraux (cellulose, chitine, etc....) et a l'atadation et au transport d’énergie (amidon,
glucose). La prise de conscience que les glycaniibegs ou sous la forme de
glycoconjugués, pouvaient jouer des roles extrémemieers et de premiere importance fut
la motivation principale qui a donné naissance @ligobiologie moderne. Des découvertes

majeures ont marqué I'élucidation du rdle des clagzharides :

X La structure glucidique des déterminantes du Byst#@BH sanguin a été établie.

X L’interaction entre une hémagglutinine et l'acisialique a été démontrée lors de

I'agglutination des érythrocytes par le virus degigope.

X il a été observé que la défucosilation des lymptescgmpéche leur migration dans
les tissus. En 1968, Ashwell et Morell identifiéréa premiére lectine animale, une
protéine impliquée dans la clairance des glycopregcirculant dans le sang [22].
Cette découverte fat a l'origine des nombreuseheambhes qui ont depuis été
consacrees au role joué par les glucides danzréegssus de communication et de

reconnaissance moléculaire.

2.1. Lesrobles de reconnaissance moléculaire
Les oligosaccharides participent & de nombreux @inénes de reconnaissance moléculaire
de type récepteur-ligand impliquant des lectinesleethombreuses études confirment leur

rébles dans la vie sociale des cellules [23]. Ledides reconnaissent généralement les
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monomeres terminaux des oligosaccharides. Au niwaai structures périphériques des
glycoconjugués (surtouDglycannes et glycolipides), on trouve souvent de#topes
antigéniques comme les déterminants des groupegiisahABO (antigenes A, B, H) et
Lewis (Lewis a, b, X et Y) ainsi que leurs dériwialylés. Par ailleurs, il a été montré que des
anomalies de glycosylation accompagnent frequemiasrdtats physiologiques anormaux ou
pathologiques, comme le cancer. En conséquencsyje¢ recoit maintenant une grande
attention et de nombreuses études ont été effectees le but d’élucider les structures

complexes et les roles de ces glycannes.

Teawin

Figure 06 : Exemple de réles de glycoconjugués situés surrfacicellulaire
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2.2. Antigénes membranaires

On trouve a la surface des globules rouges(ou rérggtes) des molécules capables d'étre
reconnues par le systeme immunitaire et de déabenale réponse immunitaire. Ce sont

les antigenes membranaires érythrocytaires. Leturen@himique est variable protéine et

glycoprotéine ou glycolipide (figure 1). Il s'agié transporteurs et canaux membranaires
(protéines assurant les transports de moléculeavérs la membrane), d'enzyme, de

protéines structurales de la membrane (charpentglatwle), de molécules d'adhésions

ou de récepteurs membranaires (protéines capabklegerd une molécule signal ou

informative) [24].

Membrane plasmique
LIUMEEXTHRACELLULARE

Gly coproteine

Filaments du

cvtosquelette Cholestérnl

Proteme
intramembranaine

CYTOPLASME

Figure 07 : Schéma d'une membrane cellulaire avec les diffésestructures
glycaniques [25].
La découverte du systeme ABO en 1901 pandsiiner a permis d’expliquer

pourquoi certaines transfusions sanguines étammoonées de succes alors que d'autres se

terminaient en tragiques accidents (hémolyse delrécytes transfusés[26]).
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Figure 08 : Biosynthése des antigenes du groupe sanguin A et B.

L’enzyme Glycosyltransferase AGTA) humaine catalyse le transfert de GalNAc sur le
processur Fuci(1-2)GalB-OR pour former I'antigene A Fue(1-2)[GalNAc a(1-3)]Gal 3-
OR. LaGlycosyltransferase BGTB) catalyse le transfert du Gal pour générantigéne B
Fuc a (1-2)[Gal a(1-3)]Gal B-OR. R= résidu glucidique attaché a une glycopnet&u un

glycolipide [27].

Ce systeme se définit par la présence ou non damds A, B ou O a la surface des globules
rouges des individus et la présence ou non desoaps associés dans le sérum. Les antigenes
des groupes sanguins A et B représentés dafigul® 7 sont des oligosaccharides,
présents sur la membrane des globules rougegadtment sécrétés sous forme soluble

dans la salive.

2.3. Les systéemes Lewis

L’'antigene Lewis a été identifié la premiéere fgigr un anticorps dans un échantillon de
sérum provenant de Mme H.G.D.Lewis. Les antigeresystéme Lewis sont d’'un grand
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intérét dans I'immunohistologie du fait qu’ils sdes seuls antigenes qui ne sont pas produits
par les globules rouges. Ce sont des glycoprotéipathétisés par des glandes salivaires [28]
et les cellules de tube digestif [29-31], ces ghroteéines sont des substances hydrosolubles
présentes éventuellement dans les secrétiongp&idma et qui se fixent secondairement sur
les chaines glycosidiques qui portent les antiggheB et H en leur ajoutant de nouvelles

spécificités Le(a) et Le(b).

Les antigénes A, B et H sont des oligosaccharide®® par des glycolipides membranaires
des hématies, des cellules épithéliales et endaldl L'antigéne A et I'antigéne B sont des

trisaccharides, et I'antigéne H est un disaccleagiai est I'épine dorsale des trisaccharides A

et B.
OH _OH
OH _OH
HO Q OH OH OH _OH
Ho\% OH _OH
AcHN OH 0 HO 0
Q OR OR
OR o o
o) H.C H,C
H,C o o
O OH OH
OH OH OH OH
OH OH OH
: Antigene H
Antigene A Antigene B g

Figure 09: les structures des déterminants antigéniqueB & ,H

3. Analyse conformationnelle des glucides: facteurs tErminant la structure
tridimensionnelle
Les méthodes de la chimie computationnelle sonénlges extrémement importantes
dans l'analyse conformationnelle des molécules roquees et notamment des glucides

complexes. L’augmentation constante de la puissdecealcul des ordinateurs a permis de
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relever de nouveaux défis, notamment I'explorati@s surfaces multidimensionnelles, qui
étaient techniqguement irréalisables auparavant.
Je voudrais ici attirer I'attention sur les factequi déterminent la structure tridimensionnelle
des glucides mais aussi sur les difficultés reméast dans I'analyse conformationnelle des
structures complexes. Les méthodes de calcul sdéanites dans le troisieme chapitre.

3.1. Monosaccharides
Dans I'analyse conformationnelle des oligosacclesidh chaine principale est généralement
considéréee comme formée de monomeres rigides méhes pyranoses sont dotés d’une
certaine flexibilité au niveau du cycle. Pour lagart des monosaccharides, la conformation
de plus basse énergie est la forchaiseet plus précisémeric, et'C, (figure 10) pour les
glucides de série D ou L respectivement [32]. &est monosaccharides tels que les cycles

idoses peuvent de plus adopter des conformationgeesofa {S).

Figure 10: Les deux conformations chai&®, et'C,
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4C, shape 1C4 shape 2Cs shape

a-D-mannose a-L-fucose a-D-N-acetylneuraminic acid

1C, shape 25, shape

a-L-iduronic acid

Figure 11 : Exemples de formes préférées possibles des cyylasgse

Le groupement hydroxyméthyle exocyclique peutneurautour de la liaison C5-C6 mais

'analyse cristallographique a montré qu’il adopteis conformations de basse énergie,

nommeegt, gg et tg, pour limiter les interactions avec le O4 et le Gure. 12) [33,34].

Par contre, les hydroxyles secondaires sont lideeurner presque librement méme si deux

orientations relativesséns des aiguilles d’'une montre ou sens inyems®ntrées dans la
Figure 12, favorisent la formation des réseauxiaiedns hydrogene intramoléculaires [35].
L’ensemble de ces parametres doit étre pris en tmdpns l'analyse structurale des

structures com plexes.
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"clockwise™ "anticlockwise"
H H 08
05 C4 05 C4 05 C4
06 H H 06 H H
Hs H3 HS
"gt” "g" "gg"

Figure 12 : Réseaux des liaisons hydrogéne pour le galactasméirmation du O6 en
projection de Newman

3.2. Disaccharides

Nous avons indiqué plus haut que deux pyranosegepese combiner pour donner onze

disaccharides différents. La nature de la liaisgnasidique ¢ ou B, 1—1, 1-2, 13, 14

ou 1—-6) est le paramétre clé qui détermine la strudnigtanensionnelle d’un disaccharide.

En fait, la molécule présente une certaine flekébautour des deux angles de torsidref

¥) de la liaison glycosidigue, mais il a été morgue toutes les conformations ne peuvent
pas étre atteintes avec la méme probabilité. Lex @mgles de torsion glycosidiques qui

définissent la géométrie de la liaison sont illéstdans la Figure 13.

OH
ll" OH
HO Os ¢ <
\ Csy— o —0
HO o 07 >
1
OH HO OH
OH

Figure 13: Les angles de torsion glycosidique pourfile~4Glc

31



Chapitre I : les biomolécules

L’angle ¢ (O5—C1—01—Cx) est influencé en premier lieu paffét exoanomerequi est

un effet stéréo-électronique résultant des intemastentre les orbitales des atomes O5, C1,
O1 et Cx, impliqués dans la liaison glycosidiqué][3.'angle y (C1—0O1—Cx—C(x+1))
montre une variabilité plus grande et est plutGtuencé par les interactions non liées
(liaisons hydrogene, interactions de van der Waalgje les deux monosaccharides. La
structure globale d’'un disaccharide est donc détexenpar la nature de la liaison et par
'ensemble de ces interactions.

La probabilité d’existence pour une conformationnmie d'un disaccharide peut étre
représentée sur un diagramme bidimensionnel (Figde qui représente la valeur de

I'énergie potentielle de la molécule pour chaqualgimaison des valeurs geety.

T T T I T R IR

e

Figure 14 : Carte adiabatique d’énergie potentielle pour ladibaride GlIg1—4Glc.
Chaque isocontour représente un niveau d’énergidetd. Les conformations de plus basse

énergie sont indiquées par des points rouges.
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On peut voir dans la figure 14 que les conformatide plus basse énergie pour la liaison
Glcpl—4GIc sont confinées dans des régions relativememntitées de I'espace
conformationnel.
3.3.  Oligosaccharides

Les oligosaccharides sont des structures générateftesibles qui peuvent adopter
différentes conformations (ou plus souvent famitlesconformations) de basse énergie. La
liberté conformationelle peut étre limitée par tégence des interactions (liaisons hydrogéene,
interactions de van der Waals) entre deux monontgrese sont pas forcément liés par une
liaison glycosidique. Par exemple, dans le casquéidr des oligosaccharides du type Lewis
X, la forte interaction hydrophobe d¢ackingentre le Gal et le Fuc rigidifie la structure de
I'oligosaccharide qui n’adopte en fait qu'une sezd@formation en solution [37].
Dans I'analyse conformationnelle I'oligosacchanmit étre considéré comme constitué d’un
ensemble de disaccharides. Les valeurg dedey pour chaque disaccharide seront donc, en
premiere approximation, considérées comme indépeeslales résidus voisins. Ceci est une
simplification importante mais qui permet de diraieqla structure globale d’un
oligosaccharide dépend en premier lieu de la natarehaque liaison entre ses disaccharides
constituants. Malgré ca, I'analyse conformatiormeks oligosaccharides reste un travail long
et difficile car le nombre des parametres mis e gst généralement trés important. Pour un
simple trisaccharide, comme celui montré en Figie on doit prendre en compte six
conformations différentes pour chaque monomeéreis(tppur le C6 et deux pour les
hydroxyles) et 24combinaisons pour les angles de torspow, @1, y1 pourun totale de

71663616 conformations possibles !
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Figure 15 : Espace conformationnel pour un trisaccharide Gle4Glc31—4Glc

Bien qu'il s’agisse d’'un simple trisaccharide, ehriombre de minimisations d’énergie nécessite
déja une puissance de calcul non négligeable. @i g@nc comprendre que pour I'analyse
conformationnelle des glycannes encore plus corapléglus de 10 monomeres) on a forcément

besoin d’'une stratégie d’exploration de I'espacd@mnationnel trés puissante et intelligente.
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La recherche et la synthese de nouveaux composd@sgaks et biochimiques sont
aujourd’hui souvent associées a une étude par msatéh moléculaire. La modélisation
moléculaire est le terme générique regroupant |éthoales qui permettent de simuler le
comportement d’'un systéme de particules. La tdillesystéme étudié peut aller d’'une simple
molécule diatomique jusqu'a des macromoléculesobgigles de plusieurs dizaines de
milliers d’atomes.

La modélisation moléculaire peut ainsi permettreléerire le comportement électronique des
atomes et des molécules pour expliquer leurs ké@sj comprendre les processus de
repliement d’'une protéine ou encore expliquer lI'aripnce de certains acides aminés d’un
site catalytique enzymatique.
Pour réaliser ce type d’étude, il est nécessairelé@erminer une expression de I'énergie
d’interaction des atomes du systeme moléculairf®rection de leurs positions relatives. Pour
ce faire, les méthodes de modélisation moléculapesent entre autres sur deux approches
différentes appelés Mécanique Quantique (MQ) et aviispie Moléculaire (MM), pour
évaluer cette énergie d’interaction.

1. Mécanique quantique
La mécanique quantique (MQ) repose sur la résalutie® I'équation de Schroédinger pour
décrire les interactions au niveau atomique enntecampte des électrons et des noyaux de

chaque atome du systéme :
HY =EY

Ou ¥ décrit la fonction d’onde du systeme, H est I'gpeur Hamiltonien (contenant les
énergies cinétique et potentielle du systeme) digygnt a¥ et E I'énergie du systeme.
Cependant, la résolution analytique exacte de caEjteation n’est possible que pour les

atomes mono électroniques tels que les hydrogénoideur des systemes de taille plus
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importante, on a recours en particulier a 'appmation de Born-Oppenheimer qui permet de
découpler les termes de I'operateur Hamiltonienm@®e la masse du noyau atomique est
significativement plus grande que la masse dedreétex; le mouvement des électrons peut
ainsi étre considére comme découplé du mouvementndgaux, ce qui signifie que les
électrons s’adaptent instantanément aux changendenpositions des noyaux. La fonction

d’onde totale de la molécule peut désormais s@crir

Yot (NOyaux, électrons) ¥ (électrons) (noyaux)

L’énergie totale d’'une molécule est égale a lmrse de I'énergie nucléaire (la répulsion
électrostatique entre les noyaux) et de |'énerdiectnique. L’énergie électronique
comprend I'énergie cinétique et potentielle desctédms se déplacant dans le champ

électrostatique des noyaux.
Eiot = E (électrons) + E (noyaux)

Quand l'approximation de Born-Oppenheimer est sé#, les noyaux sont supposeés fixes
guand ce sont les mouvements des électrons quesgetl. Pour chaque réarrangement de la
position des noyaux, I'équation de Schrédinger&stlue seulement pour les électrons.

C’est ce type de procédure qui est la base sueleqrepose les méthodes de modélisation
moléculaire quantique ab-initio. Le terme ab-inipoovient du fait que les calculs sont
effectués indépendamment de toute donnée expéafaentais ils permettent d’avoir acces a
'ensemble des propriétés qui découlent des digidhs électroniques, en particulier pour les
réactions chimiques dans lesquelles les liaisonslstsées et/ou formées.

Cependant, les calculs qui en résultent sont enexr@émement longs et limités aux petits
systemes de quelques dizaines d’atomes a causnderhble des électrons pris en compte et

de la complexité des équations a résoudre poualli@tion de I'énergie d’interaction. C’est
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pourquoi ce type d’évaluation de I'énergie d’intgiran est incompatible avec nos systemes
protéigues qui peuvent comprendre plusieurs dizaileemilliers d’atomes.
Nous avons donc eu recours a des calculs de Mémamitpléculaire qui reposent sur les
principes de la mécanique classique. Dans ce tgpmaé&thode, les électrons ne sont pas pris
en compte, mais seulement les noyaux, ce qui pestmeiminuer grandement les temps de
calculs.

2. Mécanique Moléculaire et champs de force
Les méthodes de mécanique moléculaire (MM) utitises lois de la physique classique pour
la prédiction des structures et de leurs proprig@tésme I'énergie. Au méme titre que les
meéthodes de MQ, les méthodes de MM utilisent utesradtive a I'approximation de Born-
Oppenheimer, mais les électrons ne sont pas ebgplient inclus dans le calcul. Cette
simplification assume que les électrons dans lzeoubé sont répartis dans leur distribution
optimale, et seules les positions des noyaux susggpen considération pour la résolution du
probleme chimique particulier. La molécule est slanécaniquement simplifiée a un
ensemble de masses auxquelles des charges otiriéigeas. Ces masses interagissent entre
eux par des forces classiques, décrites par degidos d’énergie potentielle. Les effets
électroniques sont omis ou simplifiés, et inclussdechamp de forcespour certains atomes
spécifiques.
Un champ de forces utilise généralement un ensewtiBlguations pour définir comment
I'énergie potentielle du systeme varie en fonctlena position des atomes. Le champ définit
aussi les propriétés "chimiques" pour chaque at@merenant en compte son environnement
chimique), telles que la charge patrtielle, I'hylatidn ou le rayon de Van der Waals. Enfin, le
champ de force définit les parameétres spécifigtedes que les longueurs, les angles et les

torsions de liaison, et les barrieres de rotatiesm ahgles définies par les constantes de force.
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Ces valeurs sont généralement importées a partiodeées expérimentales ou de calalls

initio de haut niveau.

Le théoreme fondamental de la MM est que I'éneqgi¢entielle totale Hiot) peut étre

considérée comme la somme de plusieurs contrikgition
Etot - EIiaisons + Eangles"' Ediédres + Eimpropres + EvdW + Eelec"' EIiaison H

LA SCHEN Expression générale
de Torce i g

Description Mustration

"
z kAr—n) Définit I"énergie mise en jeu par les O:O..
i 3 vanations de la longueur r des liaisons
Energie de liaisons 1y longusnr de hason 4 5

I"équilibre apres exiension &f comprassion a pamir ===

ky. constante de force de-lenrs valeurs d*cquitbre
2 . .
Ekiviighe e Z kle-8,) Definit I"énergie impliquée dans les
Siloiiaation des variations d'angle 8 entre deux liaisons
angles de valence y : angle a 'équilibra conig uési '_“m_“_lr J'vme valeur 8
ke : constante de force S it v v

Z.ﬁ",l:l+-:u5m¢l

Deéfinit 1"énergie unpliquée dans la
k, : constante de force rotation d"une ]:-;'ilﬂle ?.u_ue molacule
1 ; périodicité (n=1, 2. 3, 4, 6) oar e e Lewsan

TC%
S e E"“F“'P““ = ZI‘“‘ [ﬁ} — ) Assure le maintien de la planeité ou de @
e e k, : constante de force la cluralité d'un groupe d'atomes
impropres

Energie de torsion

oy 1 valenr idéale définie

determings
dans le champ de force
A B
if i
Energie de van der E o ez = 2| 57— —¢
Waals il Ty Ly
Aij. Bij : parameétres dépendant de la namre des atomes i et . distants de 1,
£ _ Z 4.9,
Energie des ciiico Al ol
' 1
SRECHAE e ccl cielles des atomes i et j, distants d
électrostatiques . ;. q; : charges partielles des atomes i et j, distants de 1,
1]

) - constante dielectrique rendant compte de l'atrénuation de l'interaction électrostatique

par l'environnement (solvant ou molécule elle-méme).

A B - "
Eh-&ma_m-amgau = Z|;T - ,_Tj|cm" S.i-H-—D cos" &, o u
AD AD
A'. B" : parameires dépendant de la nature du donneur et de I’accepteur de liaisons H.
distants de rap. 8.5 @ angle formé par 1'acceptenr (A). I'hydrogéne (H) et le donnenr
(D).
Bas.a5 @ angle forme par "antécédent de "acceptenr (AA). A et H. m. n : exposants
donnés par letypede DetA.m=0.2.4:n=0.2

hydrogéne
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E

Energie de jépulsion

—— —
'\ Enel'g}e.d’ifﬁr action Ij;
-
| @
\ ; .
% 4

Energie minimale

Figure 1 : Courbe E = fgjr) représentative de la fonction d’énergie de varidaals entre

deux atomes i et j (potentiel de Lennard-Jones[1]).

De nombreux champs de force sont couramment wilisls que AMBER, CHARMM,
GROMOS, MM1 a MM4, OPLS ou TRIPOS. Une revue géleédes de champs de forces
disponibles est donnée dans le livre de YoungN®us avons, durant cette étude, utilisé les
champs de forces (GLYCAM 06 pour oligosacchariddsF®9SB pour les oligopeptides) du
programme de modélisations moléculaire AMBER 10s{gted Model Building with Energy
Refinement) [3].

Du point de vue du temps de calcul, I'ensemble algsroximations utilisées rendent les
calculs de MM beaucoup moins exigeants que lesillsatie MQ. On peut donc appliquer ces
meéthodes a un plus grand nombre de systemes, yrisol@p biomolécules (protéines, acides
nucléiques). A I'heure actuelle, les calculs samivent effectués en prenant en compte le
solvant, ce qui représente mieux les conditionareiés du systeme. Malheureusement, les

méthodes de MM comportent aussi quelques limitation
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(1) le nombre de systemes parameétres, pour lesguellméthode MM donne les résultats
validés,
(2) 'omission des électrons pendant le calculjuesignifie que la MM en principe n’est pas
capable a résoudre les problemes ou dominent fiets électroniques (réactions chimiques,
transferts d’électrons ou de protons etc.).
Difféerentes stratégies de calcul, utilisés danstrewail pour étudier les propriétés des
systemes biologiques, vont étre décrites. Ces rdétheposent sur la description énergétique
des systemes.
2.1 Méthodes de minimisation d’énergie
Une fois le champ de force choisi, il faut rechercla conformation possédant I'énergie la
plus bassdJne minimisation d’énergie en mécanique moléculamaliique une succession de
calculs itératifs de détermination de la structditene molécule a partir d’'une conformation
initiale, laquelle est soumise a une optimisatiéorgétrique compléte. Tous les parametres
définissant la géométrie du systéme sont systeoetignt modifiés par petits incréments
jusqu'a ce que I'énergie atteigne un minimum. Galeénent, cette meéthode permet
d’atteindre un minimum local le plus proche qui dsinc rarement le minimum global
correspondant a I'énergie la plus basse. Parndltgsithmes de minimisation, deux sont tres
souvent utilisés :
a. La méthode de la plus grande pente SD (Steepest Dest) : dont le principe
est le suivant : aprés avoir calculé I'énergie egpondant & une géometrie initiale,
chaque atome est déplacé individuellement selotr@sscoordonnées cartésiennes

et I'énergie est recalculée aprés chaque dépladeireelérivée premiéredg,-’dr_)
L

correspondant a la pente est calculée, puis lesestgont déplacés sur une distance

de telle sorte qugEjdr_ diminue le plus vite, c’est a dire dans le sendadplus

grande pente. Cette méthode, principalement effiqgaaur diminuer les contacts
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stériques, est utilisée sur les structures ingiadlans les premiéres étapes de
minimisation.

b. Gradient conjugué CG (Conjugate gradient) :repose sur le méme principe
mais permet un ajustement du pas et de la directeoa pente en prenant en
compte pour chaque calcul le résultat dérivantrdeduent. Cet algorithme évite un
comportement oscillatoire autour du minimum, ce ggrimet une convergence plus
rapide, mais se révele moins efficace si la strecpuésente de nombreux contacts
stériques.

3. Dynamique moléculaire
La dynamique moléculaire (DM) est la méthode laspftequemment utilisée pour la
simulation des systémes réels. La DM est capabkmeler un comportement structural en
fonction du temps [4, 5, 6, 7, 8] et dans des dmni spécifiées (pression, volume,
température). Le principe de base de la DM esthéétllonnage de [I'espace
conformationnelle du systéeme étudié par l'intégmatides équations du mouvement de
Newton pour tous les atomes présents dans le sgstem
Les simulations de DM sont trés importantes poutetzherche du comportement structural
des biomolécules en fonction du temps. En utili&a®M, on peut étudier la flexibilité ou la
rigidité des biomolécules, mesurer les interactimermoléculaires entre la protéine et les
ligands ou d’autres biomolécules, calculer I'éneddire ou bien étudier I'effet du solvant sur
la structure des biomolécules. MalheureusemenMaclassique, utilisant des champs de
force empiriques, est limitée de la méme manieelgMMM et donc n’est pas applicable, par
exemple, a I'étude des réactions enzymatiques.

3.1 Principe de base
Lorsque I'on ignore les effets quantiques, chagoema d’'une molécule est considéré comme
une masse ponctuelle dont le mouvement est déténpainl’ensemble des forces exercées par

tous les autres atomes en fonction du temps. Liesvailes de temps de chaque cycle de

44



Chapitre II : Modélisation moléculaire

dynamique sont suffisamment courts, environ 1 6&'{%), pour que I'on puisse considérer
les forces interatomiques comme constantes. Il edévialors possible d’intégrer
numeériqguement les équations de mouvement et demdésr ainsi les positions des atomes
de la molécule étudiée dans le temps. Cette éwvolutemporelle trajectoire — d’une
molécule est décrite par la résolution des équatdermouvement de Newton. La molécule
est donc percue comme une entité dynamique donatlmses modifient leurs positions
spatiales au cours du temps. Au terpahaque atome de vecteur position et de massen
subira une accélérati@n telle que selon la loi de Newton:

av d2r

dTi th

=
Fi = miﬂi =

Oum est la masse d’atomea; est son accélératiohest le tempst; sont les coordonnées
cartésiennes de I'atome,\éest I'énergie potentielle.
On peut alors intégrer les équations de mouvemeonbtenir une trajectoire pour chaque
atome en fonction du temps. Pour cela on utiliglgdrithme de précision de deuxieme ordre
«I'algorithme de Verlet [9] » (en troncature de la série de Taylor). Sa validgtaisément
testée a l'aide de la troisieme loi fondamentalelad¢hermodynamique qui implique que
I'énergie totale d’'un systeme doit étre conservéecaurs d’'une simulation. En général le
potentiel d’interactiorViotal utilisé est un potentiel empirique. Ce qui veuedju’il contient
les contributions des énergies de liaisons, detesrde valence, des angles diedres et des
interactions de van der Waals et électrostatiques.

3.2 Algorithme SHAKE
Afin de pouvoir tenir compte toutes les interacsiaentre atomes, le pas d’intégratian
(algorithme de Verlet) doit étre au moins 10 a @6 inférieur aux fréquences de vibration les
plus élevées. Ce qui est généralement de I'ordrk féento seconde (1 fs = 10s). En effet,

un des problémes de fond de la dynamique moléeuést I'inadéquation entre I'échelle du
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temps des phénomeénes physiques observés et callesimhelations accessibles par la
technologie actuelle. Une simulation courante guusieurs nanosecondes (Figure 2), tandis
gue les échelles de temps des processus dynanuhses/és varient du femto seconde (e.g.
I'élongation des liaisons covalentes) a la secdpdg la vibration des cycles aromatiques des
résidus d’acides aminés). Larocédure SHAKE [10], qui néglige les élongations des
liaisons, permet d’allonger le pas d’intégratiosgu’a 2, voire 4 femto secondes. En effet, cet
algorithme permet de fixer la longueur de certaitieésons durant une dynamique
moléculaire. Le plus souvent, SHAKE n’est appliqyée sur des liaisons impliquant un
atome d’hydrogéne dont les vibrations sont les paysdes. Le choix du pas d’intégration
dépend également de la température du systeme.|l&assnulations a haute température, il

faut éviter des pas trop grands, qui entrainergalatement du systeme.

Figure 2 : Un pas d'intégratioat est d'ordre de femto seconds (10-15 s), alorsaue |

trajectoire dure généralement quelques nano se¢te3 s).

3.3 Procédure d’'une dynamique moléculaire
Les simulations de dynamigue moléculaire sont gdedrent réalisées en quatre étapes
(figure 3) sous des conditions isotherme-isobare.
Dans la premiere étape, le systeme, provenant aleséds RMN, ou RX est préparée, en
ajoutant des atomes manquants, et soumis a dessayelminimisation. La deuxieme étape
consiste a chauffer le systeme afin d'éliminentesivais contacts, ce qui augmente affecte de

nouvelles vitesses aux atomes. Les vitesses ast@dnt généralement déterminées a partir de

46



Chapitre II : Modélisation moléculaire

la distribution de Maxwell-Boltzmann. La troisieni&ape est appelée équilibration, dans
laquelle I'énergie, la température et le RMSD d'systeme convergent vers des valeurs
stables ce qui permet la collection des trajectojétape de production) qui seront analysées
successivement. L'écart quadratigue moyen RMSD {Réean Square Deviation) entre les

atomes est défini comme suit:

i=1

N

atomes

N
Z atomes d?
RMSD = |—4=22——
Natomes €St le nombre d'atomes prises en compte pourléeld@MSD, et ¢ est la distance
entre les coordonnées de l'atome i lorsque deuwctates du méme systéme sont
superposées. Afin de réaliser une simulation deutygue moléculaire (DM), plusieurs choix

devrait étre faite avant de commencer les calculs.

N
Préparation du systeme

Préparation des coordonnées initiales et Attrilouties vitesses
initiales

N Z

WV

Chauffage

Mise des vitesses a la température souhaitée.rition des
conformations mauvais

AN
WV

Equilibration

Simiilation de DM aili asstire la stahilité dir svsi

Production A

Les traiectoires sont aénérées et stockées powamnddsses ultérieur

Figure 3 : Protocole général pour des simulations DM
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3.4 Pas du temps d'intégration
Le pas du tempAt doit étre petit par apport a la période du mowset le plus rapide du
systeme simulé. Pour les protéines, les mouveniestplus rapides sont les vibrations
d'élongation des liaisons entre les hydrogenegstatomes lourdst (= 10fs). Une régle
générale pour choisir un pas de temps estit ~ 20
Ainsi, pour les protéines, un pas de temps dedseffait couteux en ressources informatiques
le long d’'une simulation MD. L'algorithme SHAKE té&léveloppé pour garder les longueurs
des liaisons (X-H) constantes, permettant davardageas de temps plus longs [11].

3.5 Hydratation du systeme :
Dans les simulations de dynamique moléculaire,oleast peut étre traité de différentes
maniéres. L'effet de solvant peut étre obtenu patilisation d’'un constant diélectrique
dépendant de la distance (calanls¥acuq. Des approches alternatives ont été développées o
le solvant est considéré comme un milieu contintowant le soluté. Elles peuvent simuler
les effets de solvant en utilisant des formulesr mailculer les champs électrostatiques et des
conditions de surface afin d’évaluer les interadibydrophobes.
Le modéle du solvant continu le plus utilisé, PB-88t basée sur des algorithmes capables de
résoudre I'équation de Poisson-Boltzmann pour wamnpte des interactions électrostatique,
y compris les termes de surface [12]. Un autre ieodé solvant continu, plus simple et avec
une précision similaire, utilise I'approximation Bern généralisée pour limiter les effets de
solvatation [13]. Cependant, le but principal des c@mulations est de reproduire le
comportement des systemes biologiques qui existams$ la nature, dans un environnement
hydraté. Ainsi, un moyen plus fiable pour modélisarenvironnement aqueux est de créer

une boite de solvant explicite autour de la mokcul
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-0.834

Figure 4 : modele d’eau TIP3P

Plusieurs modeles de I'eau ont été développésntl€té classés par le nombre des points
utilisés pour définir le modele, si la structure ®gide ou flexible, et si le modeéle inclut ou
non les effets de polarisation. Le modéle le giowple et le plus utilisé est le modéle TIP3P
[14]. Il est caractérisé par trois sites d'intdm@tt correspondant aux trois atomes de la
molécule d'eau. Une charge ponctuelle est attribiéehaque atome pour obtenir les
parametres de Lennard-Jones (figure 4).

3.6 Conditions aux limites périodiqueBBC (Periodic Boundary Conditions)
Dans un modele biologique réaliste, les moléculeauddevraient étre situées autour du
soluté. Si le modéle biologique est placé danshoite de molécules d'eau, une partie des
atomes de soluté / solvant, pendant la simulasertrouvent au bord de la boite, en contact
avec le vide qui I'entoure. Pour éviter cette imaggficielle du volume du liquide et pour
assurer une immersion compléete du soluté au coesssidnulations, des conditions aux
limites périodiques sont employées.
Le solvant est introduit dans le modéle sous fodimae boite au sein de laquelle, on place le
soluté étudié. En pratique, on utilise un artifite calcul appeléonditions périodiquesqui
permet de simuler des systémes infinis. Celui-gligue que la boite de solvant est entourée
de 26 copies identiques a elle-méme (Figure 5)nQuae molécule de la boite centrale sort

par une face, elle est immédiatement remplacéeupear copie qui apparait par la face
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opposée. Pour reproduire des propriétés d’'un geysteme, une molécule dans la boite
centrale ne peut interagir qu'avec une copie dequhaparticule (« minimum image
convention »). En conséquence, la troncature dengiet (cut-off) doit étre inférieure a la

?o\oo\ LT
w’\o% Q{.i 63;{\?\ / 1
+-o\;a diﬂ\o% ﬁ\g [ Fi

Figure 5: Conditions périodiques dans I'espace bidimengbnn

Ainsi les conditions périodiques rendent possilles simulations a pression et température
constantes tout en maintenant fixe le nombre deecntds de I'ensemble moléculaire. Elles
permettent donc de simuler des processus chimigaes I'ensemble thermodynamique
isotherme-isobargN, T, P) qui correspond aux conditions généralement renéestrau
laboratoire. La méthode de Berendsen [15] serigaleé la température. Le systeme est lié
avec un bain externe et les vélocités de chaquegrasnultipliées par un facteur qui dirige la
température vers la valeur désirée. De la mémeaéargnia pression peut étre contrélée en

ajustant le volume du systéme.
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3.7 Traitement des interactions non liées
Les interactions non-liées, composées par desastiens électrostatiques et de van der
Waals, sont considérés comme un probleme poumalaiion de dynamique moléculaire en
termes de colt de calcul. Ainsi, des approximatsmmg nécessaires.

a. Cut-off
Comme la force des interactions de van der Wadfe & atomes diminue avec la distance
interatomique, on peut tronquer les interactionsLdanard Jones a une distance cut-off
spécifiqgue. Une distance cut-off optimale est déieée en évaluant I'effet de la variation de
I'énergie totale du systeme. Lorsque I'énergieldotmnverge rapidement a un cut-off
particulier, le gain en allant aux grands cut-offt daible et ne justifie plus le codt
supplémentaire de calcul. Si les conditions auxtéisnpériodiques sont appliquées, le cut-off
doit étre inférieure ou égale a la moitié de |dgale la boite de solvant. Cela empéche la
possibilité pour une particule d'interagir avea lde ses images de la méme particule au
méme temps.

b. Sommation d’Ewald (Particle Mesh Ewald, PME)
Le traitement des interactions électrostatiquesorigues distances présente toujours un
probleme, notamment dans les simulations de dynamupléculaire de molécules chargées.
Une des solutions possibles, l'utilisation d’'unewrgie distance de troncature, augmente le
temps de calcul en fonction du cube de la dista@oeime cela a été démontré dans plusieurs
simulations de molécules d’ADN [16-17], l'introdimd de lasommation d’Ewald [18]
semble plus efficace et plus précise. Cette métlstidoasée sur un algorithme rapide qui
calcule I'énergie électrostatique compléte d’'uneitdbopériodique, dans un systeme
macroscopique infini d'images répétées. Elle éxitesi I'évaluation standard des interactions

non-liées et utilise sa propre fonction composame’sommation dans I'espace direct et
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d’'une autre dans I'espace réciproque pour caladsrinteractions de type Lennard-Jones et
les interactions électrostatiques.

4. Analyse conformationnelle :

L’analyse conformationnelle est une méthode qumeerde calculer I'énergie relative
associée a la conformation d’une molécule [19]. $ah est donc de trouver le plus de
minima possible, et de calculer la population dé&zeann [20].

N, = N,exp(E; /KT)

N. /N, =expCAE, /KT
szNoexp(—Ej/KT)}:' ) = expCAE, TKT)

Ei: Energie de la molécule.
K : Constante de Boltzmann.
T : Température (Kelvin).

Les molécules flexibles présentent un nombre asinigque de conformations
différentes, mais les plus importantes sont celiemt une énergie libre suffisamment basse

pour qu’'elles puissent étre peuplées a des temypésataisonnables [21].

Un des modeles les plus reussis utilisés en choomeputationnelle est la surface d’énergie
potentielle (Potential Energy Surface « PES ») ufig 6). C’est une représentation

remarquable des molécules individuelles, des caxaplenoléculaires et des interconversions
conformationnelles. Elle permet aussi de fairada entre les concepts chimiques clés et les
caractéristiques géométrigues de base des surfabesis le cas de [lanalyse

conformationnelle, les minima et les points deeséaddle points) sur la PES sont les
caractéristiques les plus importantes. Les mininoarespondent a des conformations
d’énergie minimale et les points de selle a dedsétie transition associés a des

interconversions conformationnelles [21].
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global maximum saddle point

local maximum

Figure 6: surface d’énergie potentielle

En analyse conformationnelle, un grand nombre @amgtries de départ de haute
énergie sont générées, minimisées et stockées. Rmuta recherche soit minutieuse, les
géométries de départ brutes doivent couvrir taatgukface d’énergie potentielle. Dans le cas

contraire, on n’est pas sdr de trouver tous lesmarj20].

Certaines méthodes de recherche conformationsetie destinées au traitement des
petits cycles, des peptides acycliques et des mieleorganiques [22, 23, 24], d’autres pour

les petites protéines [25], des polyméres [2&@®hydrates de carbone [27].

Dans le paragraphe précédent, on suppose unesufi@nergie potentielle parfaite.
Toutefois, en pratique, la fonction d’énergie ptidle et la surface d’énergie sont sujettes a
beaucoup d’approximations. En effet, il y a de nmubes fonctions d’énergie potentielle
utilisées basées soit sur la mécanique quantiguswsola mécanique moléculaire. Malgré la
précision des potentiels de la mécanique quanticeiex de la mécanique moléculaire sont
exclusivement utilisés en analyse conformationnglisqu’elle permet de traiter de grosses
molécules. Il est a noter cependant, que des chdmpsrce différents généerent des surfaces

de potentiel difféerentes, ainsi la localisation aeisima locaux dépend du champ de force
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utilisé. Les différents champs de force donneng@méral les mémes résultats pour de petites
molécules, mais présentent des divergences dansol#®rmations des molécules plus
complexes [21]. Par exemple, il apparait 262 conédions d’énergie minimale pour le
cycloheptadecane, la plus basse étant a 3 Kcallawek MM2, et seulement 134

conformations avec MM3 [23].

L’analyse conformationnelle permet de trouver legima et les points de selle, et
d’identifier les interconversions impliquant deditaes barriéres énergétiques. Pour cela il faut
générer un ensemble de structures d’essai, etrpaske minimisation ensuite. Dans un
systeme moléculaire sans contrainte et avec un reodiitomes R2, le nombre de degrés de
liberté est égal au nombre de coordonnées interessa dire 3n-6. Lors de la minimisation
de I'énergie, 'ensemble des structures d’essaj@séré en faisant varier les degres de liberté

les plus flexibles a savoir les angles diedres.[21]

De facon générale, pour les liaisons simples, ldification d’'un angle diedre colte moins

cher en Kcal/mol que la déformation d’un angle dkerce qui, a son tour, est plus facile que
I'élongation d’'une liaison. On dit que les anglegddes sont plus mous que les autres
coordonnées internes [28]. Pour pouvoir faire vanes les angles diédres d’une molécule,
on dresse une grille pour obtenir toutes les posés combinatoires. Ainsi, une molécule

avec trois angles diedres va générer 216 confoomgsi I'incrément d’angle est de 60°. Pour
une molécule ayant six angles diédres on atteiddja 46656 conforméres, tandis qu'avec

neuf angles on arrive a plus de 10 millions de aonétions possibles [19].

La recherche et la localisation des structures @ess d’équilibre et de transition sur
'hypersurface d’énergie potentielle d’'un systemelduulaire sont nécessaires pour la

détermination des propriétés thermodynamiques egtigues, de méme que pour
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linterprétation de spectres de vibration et deation. Des techniques spéciales

d’optimisation de géométrie ont été élaborées pela [29].

L’'optimisation de la géométrie d’'un systéme moléoel consiste a trouver la
géométrie de ce systéme qui correspond a I'énéagius basse du systeme. C’est pourquoi
ces méthodes sont dites de minimisation. |l estomapmt de préciser que ces derniéres
s’appliquent au voisinage des points stationnaidesic pour des petites variations de la
géomeétrie. Ceci est di au fait que ces méthodésnpaoutes du développement de I'énergie
en série de Taylor qui n'est valable que pour utit gieart de la position d'équilibre

recherchée.

Elles peuvent étre en défaut et déceler un minimglobal englobant ainsi plusieurs
minimums locaux, si la géométrie de départ est &lmgnée de celle de I'état d’équilibre

[30].

Donc, l'analyse conformationnelle reste un moyeficate de prédiction des
conformations stables d’'une structure moléculamgespondant aux minima de son énergie
intramoléculaire. L’énergie calculée mesure la aldhce entre I'énergie de la structure
moléculaire considérée et celle d’'une structureothgtique dont toutes les coordonnées
prendraient leurs valeurs de référence. Sa valeolae dépend du champ de force considére,
c'est-a-dire des fonctions d’énergie potentielldext paramétres utilisés. Les valeurs de cette
énergie sont toutefois tres utiles lorsqu’il s’agie comparer la stabilité relative des

conformations ou des stéréo-isomeres d’une mémeéaulel [19].
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Chapitre 111 : Analyse conformationnelle des glucides in silico

I. Modélisation des glucides

On a déja vu dans le chapitre précédent les factqur déterminent la structure
tridimensionnelle des glucides et plus particuliéeat des oligosaccharides. L'analyse
conformationnelle d’'un oligosaccharide s’effectusr gtapes. Il faut d’abord identifier les
liaisons entre les monosaccharides qui composesituature et analyser la surface d’énergie
potentielle de chaque liaison glycosidique. La @ssance des conformations de plus basse
énergie pour chaque fragment disaccharidique pedmebnstruire un modeéle (ou plusieurs)
de la structure globale de la molécule dans unéoomation de basse énergie. Ces modeéles
serviront de structures de départ pour l'analyseladsurface d’énergie potentielle m
dimensions. La derniére étape est la générationfatedles des conformations de basse
énergie et I'analyse des résultats.

La complexité de la détermination des structuregniensionnelles des glucides provient de
la grande mobilité de ces molécules et de la poeseles conformations différentes qui
coexistent en équilibre [1].

Les méthodes computationnelles ont été développérs, fournissant des outils
complémentaires aux informations structurelles RRMN des glucides [2].

La variabilité de I'état anomérique, la positionlidéson de, taille du cycle, la forme et la
topologie représentent un probleme pour les étulbss conformations des hydrates de
carbone in silico [3]. Pour ces raisons, des chadgpforce spécifigues ont été développés
avec succes.

1. Champs de force pour les glucides

Pour étudier les structures et les propriétés tesdgs en utilisant des techniques de
modélisation moléculaire, les fonctions d'énengi¢entielle et des parametres spécifiques

pour cette catégorie de molécules sont nécessBiesschamps de force appropriés pour les

60



Chapitre 111 : Analyse conformationnelle des glucides in silico

hydrates de carbone ont été développés, donttldebreproduire les effets particuliers qui
influent sur leurs propriétés structurelles en sofu[4].

Le comportement exocyclique du groupement hydroxgéléfinie par I'anglew-
(O5-C5-C6-06) et sa préférence pour les conformatimuchepeuvent étre reproduit par
l'introduction des facteurs qui modifient Iégérernles interactions 1-4 non liées [5].

Les interactions 1-4 non liées définissent l'infloe, en termes des potentiels
électrostatiques et de Van der Waals, des deuxestaitués a chaque extrémité d'un angle de
torsion. Les interactions 1-4 non liées ne sonttpEtees de la méme maniere dans tous les
champs de force et cela pourrait étre un problémes des simulations des systémes
complexes dans lesquels deux champs de forceafitdoivent étre utilisée. Dans ces cas,
le traitement séparé des interactions non liéespgut assurer une compatibilité entre les
champs de force.

Dans la littérature, plusieurs revues décrivent c@nparent la performance des
champs de force pour les glucides [6, 7]. Le chaeforce le plus utilisé, GLYCAMO6, est

décrit dans ce chapitre en détail.
1.1 Glycam06

Le champ de force Glycam06 est trés cohérent pounddélisation des carbohydrates, des
glycoprotéines et des glycolipides [8, 9]. Il pedtte utilisé pour décrire les propriétés
physico—chimiques des dérivés de carbohydrate @mplet il est entierement compatible
avec le champ de force AMBER [10]. GlycamO06 peut éttilisé dans des package de
simulation autre que AMBER a travers l'utilisatides outils de conversion de fichier
appropriés [11]. Les parametres sont développdésramt compte un ensemble d’essai de 100

molécules a partir des familles chimiques des hyahtwures, des alcools, des éthers, des
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amides, des esters, des carboxylates, des molédesies groupements fonctionnels mixtes
et aller aux données de chimie quantique.

Pour faciliter la transférabilité des parametremjtds les séquences atomiques ont un
ensemble de termes de torsion défini expliciterrgaris aucun terme générique, et les mémes
parametres PARM94 utilisés dans AMBER, sont usliseéur modéliser les termes de van der
Waals [10]. Aucun facteur d'échelle pour le traéeindes interactions 1-4 n’est introduit pour
reproduire I'effet gauche sur I'angle [12].

Dans GlycamOQ6, les effets stéréo-électroniquesirgluiencent les variations de liaison et
d’angle de I'atome de carbone anomérique sont sndns un type unique d'atome anomere.
Cette fonctionnalité permet d'imiter la bague retement observé en monomeres
glycosidiques qui se produisent, par exemple,d@génements catalytiques [13].

Une comparaison avec les données expérimentalesnfrnee que le champ de force
GlycamO06 est capable de bien reproduire les éreedperotation et les caractéristiques des
carbohydrates s’il est combiné avec un ensemblehdege approprié, pour les molécules
fortement polaires pour lesquels des conditionsiegues ont été introduites pour corriger
les erreurs des énergies de torsion [8]. Dans &mphde force GlycamO06, les charges
atomiques patrtielles sont calculées résidus paugsPour chaque résidu, une simulation de
dynamique moléculaire de 50-100ns est effectué®;200 snapshots sont extraites et les
charges atomiques sont ajustées en utilisant kenpel électrostatique (ESP) donné par les
méthodes de mécanique quantique. Cette stratégaeleptée pour intégrer la dépendance de
conformations moléculaires sur des charges pasielPuisque les charges portées par les
atomes d'hydrogene aliphatiques C-H ne sont pasifisagives pour la reproduire les
moments dipolaires [14-15], des contraintes(RESBYnt employées dans la procédure

d'ajustement ESP afin de s'assurer que les chpayé&es par tous les atomes d’hydrogéne
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aliphatiques sont nuls. Une contrainte de chargienape RESP égale a 0,01 est appliqué, en
se basant sur des simulations des réseaux cristdlis glucides [16].

Un outil de calcul simple a été développé pourlitecila préparation des fichiers nécessaires
pour exécuter des simulations de dynamique mol&euda utilisant Glycam implanté dans
AMBER packagewww.glycam.com

1.2 Autres champs de force pour les carbohydrates
GROMOS-45A4, CHARMM et OPLS-AA sont d'autres chamges force utilisés avec
GlycamO06, pour décrire les propriétés conformatétles des hydrates de carbone dans les
calculs [7] (figure 1).

Le champ de force GROMOS a été développé au début les simulations de
dynamique moléculaire des protéines, des nuclégntida des sucres dans des solutions
agueuses ou apolaires ou sous forme cristallings leemment, il a été modifié pour inclure
les effets anomériques des mono et oligopyrano%@$ [Comme dans GlycamO06, les
méthodes de mécanique quantiques sont utiliséeslpaalcul les constantes de force de
liaison et d’angle de valence, tandis que les matees d'angle diedre et le terme de Van der
Waals sont directement pris des versions précédn@8ROMOS [18, 19]. Une procédure
d'ajustement des potentiels électrostatiques ESB¢ @es contraintes sur les atomes
d'hydrogéne aliphatique, est choisie pour repredeipotentiel électrostatique, en utilisant un
trisaccharide comme un modéle pour le développemerntharges [17]. Aucune distinction
n'est faite entre les monomée®t f en termes de charges et de type d’atome anométque
de facteurs électrostatique-Van der Waals 1-4 o pas introduites pour reproduire
correctement les effetgauchesur les angleso. De longues simulations de dynamique
moléculaire de 20 ns dans les eaux explicites (&&#@r models [20]) ont été utilisées pour

valider le champ de force, montrant la capacitér gpédire correctement les effets stéréo-
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électroniques et les conformations cycliques les ptables, mais parfois il présente un défaut
dans la reproduction de leurs énergies [17]. RécaminGROMOS a été proposé comme le
champ de force le plus adaptée pour simuler lesitrales conformations chai$e; au bateau
obligue (skew boat) des résidus d'acide iduronidaes les simulations de dynamique
moléculaire de I'héparine [21].

Le champ de force CHARMM a été récemment dévelqupé le glucopyranose et
ses diastéréoisomeres [22]. Plusieurs modificatpong les glucides ont été proposées afin
d'élargir l'utilisation de ce champ de force pougsdsucres de cycle a cing et des
oligosaccharides [23-25]. Les mémes procédures alanggtrisation et du traitement des
interactions 1-4 non liées sont utilisées pour @ssune compatibilité totale avec les autres
champs de force biomoléculaires CHARMM [26-28]. Demsembles de paramétres
préliminaires sont créés en utilisant des modéepeatites molécules correspondant a des
fragments des cycles pyranose puis successivemppliq@ée pour compléter les
monosaccharides pyranose. Les parametres des alngiees manquants sont développés en
ajustant plus de 1800 énergies conformationnelles!’'llexopyranose obtenues par les
méthodes de mécanique quantique. Les charges atesnigartielles et les valeurs des
parameétres de Lennard-Jones, prises a partir degone précédentes de CHARMM, sont
ajustées afin de reproduire les énergies et ldartiss d'interaction carbohydrate-eau des
calculs de mécanigue quantique, et améliorés daganpour reproduire les chaleurs de
vaporisation et les volumes moléculaires expérimentdes liquides. En utilisant des
simulations de dynamigue moléculaire dans le modédR3P des molécules-d'eau, le champ
de force, avec différent type d’atome pour les agv@su etf, a été validé puisqu’il reproduit

des propriétés expérimentales calculées par lammgeaquantique.
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Le champ de force OPLS a été étendu récemmentipciure les carbohydrates [29].
Le champ de force OPLS-AA pour carbohydrates est fidodin appliquant un facteur
d'échelle sur les interactions électrostatiquasinoléculaire et en optimisant les paramétres
de torsions. Ce nouveau modele de "scaling" peumetmeilleure reproduction des énergies
relatives des conformations en phase gazeusetdani&tiol et de plusieurs hexopyranoses.
Les simulations par dynamique moléculaire d'hexapgses en solution qui sont conduites
avec le nouveau champ de force, nommé "OPLS-AA-SEStaling Electrostatic
Interactions) présentent un meilleur échantillonnage des gmnogpés hydroxyles. Dans le
cas des disaccharides, un excellent accord eshwlaetre les simulations par dynamique
moléculaire et les données expérimentales. Le gphiglane est un polysaccharide pour
lequel une transition conformationnelle a été olerexpérimentalement dans lI'eau mais
dont le mécanisme moléculaire n'a pas été éluéifiie d'élucider plus avant le mécanisme de
cette transition, des simulations par dynamiquedmdaire sont entreprises avec le champ de
force OPLS-AA-SEI [29].

Autres champs de force sont utilisés pour compeetels propriétés des glucidas
silico. En particulier, le champ de force MM3, destinéialement pour les hydrocarbures
[30], mais maintenant applicable a une large s#gieomposés [31, 32], est largement utilisé
pour la construction des cartes adiabatiques descharides. Le champ de force TRIPOS de
moléculaire mécanique est congu pour simuler lpsigees et les petites molécules organiques
[33], mais une extension de parameétre pour leosdigcharides comporte des fragments de
glycosaminoglycanes sulfatés et des glycopepti@8s B4]. Le champ de force TRIPOS
implémenté dans SYBYL package (Tripos Associate, L8uis, MO) est utilisés pour

I'optimisation des géométries.
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Figure 1 : usage approximative des champs de {&@L¥ CAM, CHARMM, OPLS-AA,
GROMOS) pour les carbohydrates dans les cing assgpaelon le site IS+ Web of
Science lfttp://scientific.thomsonreuters.com/products/\yg.

2. Etudes conformationnellesn silico des carbohydrates

La recherche des conformations bioactives est ameémt important pour comprendre la
relation entre la structure et l'activité biologiqud'une molécule. Les Propriétés
conformationnelles des hydrates de carbone etuldaces d'énergie potentielles respectives

peuvent étre évaluées par des recherches conformatiesin silico [36,3].

2.1Procédures de recherche systématiques

La recherche systématique est l'une des méthodesplies utilisées dans l'analyse
conformationnelle en chimie computationnelle. Ett réalisée en variant systématiquement
les angles de torsion d'une molécule pour génénaties les conformations possibles et

évaluer I'énergie potentielle associée a chaquicuoation.
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Les angles de torsiop et y définissent la liaison glycosidique des carbohigda lls
influencent la conformation globale des oligosacites. Les angles glycosidiques peuvent
étre tournés par des petits incréments et I'éneaintielle correspondante peut étre calculée
selon le champ de force appliqué. Toutes les irdtions de I'énergie en fonction des
changements / y tirés de la recherche conformationnelle peuverg #hcées pour donner
des cartes adiabatiques dans lesquelles la posierminima et les barrieres de transition

peuvent étre visualisées.

Des cartes adiabatiques rigides sont calculéesiamgnt en tenant compte la flexibilité des
anglesp ety. Au cours de la rotatiop / v, les mouvements des monomeres sont instantanes,
ce qui va provoquer des génes stériques et, paéqaent, des conformations de haute
énergies. Pour décrire correctement le comportemestcarbohydrates, plusieurs de degrés
de liberté peuvent étre attribués a I'ensemblesttestures glycosidiques, bien sdr, ne pas

ignorer les effets stéréo-électroniques.

Des cartes adiabatiques sont construites en ajpplida méthode décrite préecédemment. Une
minimisation complete apres chaque étape, a I'd¢xeepdes deux angles de torsion
glycosidiques, permet I'ajustement des longueurdiaigons et des angles, et la diminution
des énergies conformationnelles [37]. Cependantpihimisation commence a partir d'une
conformation particuliére du sucre due a la géadcsie, peut ne pas atteindre des minima
stables. A chaque étape de la recherche confommatfie, toutes les combinaisons des

orientations possibles du fragment disaccharididog,ent étre prises en compte.

Les Cartes adiabatiques sont largement utilisées da chimie computationnelle pour

comprendre les propriétés énergétiques des gluf38e40].
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2.2R06le du solvant dans les études conformationnelldes carbohydrates

Les carbohydrates, comme les autres systemes,f@tament influencés par le solvant.
Ainsi, lorsque les études conformationnelles séalisées, I'effet du solvant doit étre pris en
considération [41,42]. Le modele TIP3P de I'eauté@ eéburamment utilisé pour décrire le
comportement des interactions carbohydrates-edulidB d’'une solvatation explicite d’eau,
les interactions eau-soluté peuvent étre caraégsipar I'évaluation de la fonction de la

distribution radiale, de la premiére couche d’liaydtion et du temps moyen de repos.

La fonction de la distribution radiale est une noéh qui décrit statistiquement la variation de
la densité de I'eau en fonction de la distance aame particulier. Le calcul de la fonction de
la distribution radiale 2D, permet [lidentificatiod'intersection formé par deux couches
sphériques entourant deux atomes d'oxygéne duesiéuts lequel un atome d'oxygene des molécules

d'eau peut étre troujd4]. (Figure 2 A). La premiere couche d’hydratation donne le nombre de

molécules d'eau & moins de 8.5 partir des atomes d'oxygéne du solEgure 2 B).
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i L) b ] wirtew
X
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Figure 2 : lllustration du volume d'intersection formé paugde&ouches sphériques entourant
deux atomes d'oxygéne du soluté, A et B, dans leguatome d'oxygene des molécules
d'eau peut étre trouvé (A) [3]. Représentatiorad@iemiére et la seconde couche d’eau a

partir de I'atome O4 de la partie terminale nomnuitédd'un trisaccharide (B).

68



Chapitre 111 : Analyse conformationnelle des glucides in silico

Le temps moyen de repos exprime le temps qu'aatufes molécules d'eau dans une
région spécifique de l'espace. Le temps moyen glasrdes molécules d'eau en contact avec
'oxygene du groupement hydroxyle d'un hydrate ddane est environ de 0,6-0,7 ps avec
quelques exceptions pour des molécules comme thaaxse et le tréhalose, ou les temps de

repos de 2.7ps et 3,0 ps sont calculés respectitgroar certains groupements hydroxyle.

[I.  Analyse d’'une simulation de dynamique moléculaire

Une fois la simulation réalisée, I'ensemble desnd@s enregistrées permet d’analyser le
comportement dynamique de la structure étudiée ptusseurs formes. L’analyse la plus
courante et la plus simple d’'une trajectoire deanyigjue consiste a tracer une composante
géometrique en fonction du temps.

1. Validation des structures
Différents critéres sont utilisés pour évaluerualifé des structures générees.

a. Diagramme de Ramachandran

Lorsqu’on porte sur un graphe des deux angles esgdet y, on construit un espace a deux
dimensions appelé carte de Ramachandran, chercheant beaucoup travaillé sur les
peptides [45]. Ramachandran a eu l'idée de comstum modele réduit de peptide ou il
pouvait faire pivoter les anglesety de 360° [46]. Il a alors démontré que la plupkas
zones de la carte étaient interdites a cause dedfbrement stérique des chaines latérales
(figure 3). Des statistiques effectuées sur legépmes issues de la Protein Data Bank [47] ont
permis plus tard de confirmer que seules certgnaetes de la carte étaient représentées et
gue la proline et la glycine avaient des carteBihtes des autres acides aminés [48]. La
glycine est en effet le seul résidu sans carbpné’hydrogene étant beaucoup moins
encombrant qu’'une chaine latérale carbonée, la darRamachandran pour le résidu glycine

montre plus de conformations accessibles que gswékidus plus gros (figure 4). De plus, la
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non chiralité de ce résidu rend la carte symétrigalerapport a I'origine. Dans le cas des

prolines, les variations desont limitées par les tensions du cycle.

180D I I T I T T
gD ‘ _
E 1

y [deg)
[e]

180
—180 -0 o o0 180

o (el

Figure 3: Carte de Ramachandran d’'une dialanine. En ldetiles conformations les plus
stables, en vert les conformations possibles btat les conformations non atteintes. Les
structures secondaires (héliceroite () et gauchedl) , feuilletsp paralleles {1) et

antiparallélesq])) sont indiquées.
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Figure 4 : Carte de Ramachandran des glycines.
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b. Convergence des structures

La convergence des structures obtenues est aussiteéne de sélection et elle est déterminée
a partir de I'écart quadratigue moyen (RMSD powotrmean square deviation") de chaque
structure par rapport a une structure moyenne lédcues calculs de RMSD sont réalisés sur
le squelette et sur les chaines latérales. Desingadevées de RMSD indiquent des régions
flexibles ou mal définies, alors que des valeuisléa indiquent une bonne structuration du
squelette et une orientation privilégiée pour cecgacerne les chaines latérales. En principe,
des valeursde RMSD inférieures a 1 A refletent une bonne convecgedes structures

obtenues.
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Dans ce travail, des méthodes classiques de matiétis moléculaire (mécanique
moléculaire MM et dynamique moléculaire DM) ont étélisées pour é€lucider les
caractéristiques structurales et dynamiques deaddéxules. Deux sujets principaux ont été
abordeés:

i) Etude théorique de la stabilité des complexes diigigpes de cuivre (11).

i) Etude conformationnelle de quelques biomolécules earticulier des

oligosaccharides : tri- et pentasaccharide lewist{es tripeptides: L,L-Phe-Phe-
Gly, L,L-Phe-Gly -Phe, et L,L-Gly-Phe-Phe.
Dans ce chapitre nous avons englobé tous les aésulé calcul effectués dans cette

étude.

La discussion que nous allons engager est basdlessenergies stérique, et totale
ainsi que les valeurs des angles diedre (phi, tpesm&ga) et RMSD des différents systemes

étudiés.

L’étude de la stabilité des complexes dipeptidigeecuivre (II) a été réalisée par le
programme EMO (Energie d’'une Molécule) [13]. L'é@udonformationnelle des deux
oligosaccharides et les trois tripeptides a étbsgm par le programme AMBER 10 [39], et
les courbes de RMSD en fonction du temps et ldesadiabatiques des différents systemes

étudiés ont été générées en utilisant les logiGelgin 6.0 et Surfer [44].
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A. Etude théorique des complexes di-peptidique de aue (I1) [47]
1. Introduction :

Le cuivre est un élément essentiel largementrilig dans tout le corps des
mammiféres. Parmi les principaux ions meétalliquesti@nsition rencontrés en biologie,
Cu(ll) est probablement le plus efficace en cheélativec les peptides au pH physiologiques
[1]. Dans le corps, I'essentiel du cuivre est pnés®us une forme non-labile (par exemple :
céruloplasmine). Le cuivre labile est présent otrme de complexes avec des acides aminés
ou des peptides [2].

Le Cu(ll) forme des complexes trés stables aescatigopeptides simples. Les modes
principaux de coordination des ions cuivriques ades dipeptides simples sont bien établis
maintenant [3].

A pH faible, I'espéce [CuA]se forme avec le dipeptide réagissant comme @mdig
bidenté (1) [voir figure]. Vers pH=5, I'hydrogéneptidique peut étre déprotéger en présence
de Cu(ll), permettant de réarranger les centreelms pour former la structure (1) [voir
figurel], qui est I'espece CufA. Dans la zone de haut pH (>9), une des molédd}€s se
dissocie pour former un complexe mono-hydroxyligiant la formule est [CubA]™ ou
[[CuH.1(OH)A]", qui possede la structure (Ill) montrée dans fig@utre les mono-ligands,
les structures des complexes biligands sont égalerb&en établies. Ces complexes
comprennent Cuf\(IV).

Sigel et al [1] indiquent gu’il existe de grandddférences entre les complexes
cuivriques de la diglycine et les complexes aves dpeptides ou le résidu glycyl est
monosubstitué par des chaines latérales coordmant@on. Une diminution significative de
stabilité a été observée dans les complexes cusi@vec les dipeptides ou résidu glycyl a
été substitué. En accord avec Rabin [4], Sigel.etomcluent que la stabilité augmentent avec

I'allongement des chaines latérales. Ce phénomeénk expliqué par les interactions entre les
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chaines latérales non covalentes [5,6]. De plugaiosr auteurs proposent l'existence
d’interactionn-d entre les noyaux aromatiques des chaines leseedlles ions métalliques
dans certains complexes [7,8].

Des études potentiométriques [11] (tableau 1) esitbmplexes mixtes de Cu(ll) en
présence de plusieurs acides aminés [9,10] ontrnauie les espéces les plus stables sont
formées lorsque un des ligands est aliphatique’attré aromatique (par exemple :

phénylalanine ou tyrosine) [11,12].

Tab 1: Longueur de liaison de référengebur le Cu-ligand (Cambridge Structural Database
1995).

Atom chaining 4 (angstroms Tot.Obs).
Cu-O (sp) axial 2.39 (2.38) 1117
Cu-O (sp3) equatorial 1.96 (1.94) 1162
Cu-O (sp3) equatorial (2.03)
Cu-O (sp3) axial (2.15)
Cu-O (sp3) equatorial 2.00 (2.04) 2279

Les valeurs de longueur de liaison de référence grarentheses sont tirées de la littérature
[25].

Tous les dipeptides utilisés dans cette étudedmmbonformation L, L. Les équilibres
dans les systemes ion métallique-dipeptide et destantes de stabilité des complexes sont
définis par les équations suivantes (les chargessigoorées pour plus de simplicité) :

par
pM +rA+qgH = MHA,

Bpar = [MpHoAJ[M] FIH][A]"
Ou p, q, r sont les coefficients stoechiométrique valeur négative de q désigne une
forme déprotonée ou hydroxylées de I'espece cadgidéa base conjuguée du ligand est

noté A. HA est la forme zwitterions, et M l'ion rakéique
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Figl : modeles structuraux des complexes cuivriques des dipeptides simples.
2. Approche théorique :
La modélisation moléculaire est utilisée pour éudiinfluence des chaines latérales
dans les dipeptides, et surtout ceux qui contienmemésidu possédant un noyau aromatique.
Nous nous sommes intéressé & étudier la complexdéd’ion Cif* au voisinage du
pH physiologique (I'espéce (II) MKA est la plus prédominonte) avec les quatres digept
suivant : L,L-Phe-Leu, L,L-Phe-Met, L,L-Leu_Phe, kfL-Met-Phe (chaque dipeptide
contient une chaine latérale aromatique et und)alky
Ce travail consiste a étudier I'espece MXdans les deux cas Phe en C-terminal et
Phe en N-terminal avec le programme EMO (Energimel’MOlecule) suivi par des calculs
semi empiriques par la méthode SAM1/d.
EMO a été développé par B. Blaive en 1993 [13]rptraiter les molécules
organiques, il comprend trois menus :
* Menul : entrée de la molécule a I'aide du clavigrgque atome est codifié
selon son hybridation. Le nombre maximal d’atomes @e 135, les

hydrogenes compris.

80



Chapitre IV : résultats et discussions

* Menu2 : manipulations géomeétriques sur la molécule.
e Menu3 : minimisation de I'énergie par mécaniqueéuolaire ; elle se fait
sans dérivation de la fonction énergie. La versierce programme mise a
notre disposition est concue pour fonctionner st 2-17].
Ce programme utilise le champ de force MM2, quilesthamp de force d’Allinger [18], qui
a été concu au debut pour les molécules simplean(@s, alcénes et alcynes non conjugues,
les composeés carbonylés, les sulfures, les aminel.egt utilisé pour traiter des molécules
de plus en plus complexes.
Les parametres retenus, concernant les structeesighnds de notre complexe, sont ceux
proposeés par le professeur Blaive complétée prudeéstatistique effectuée au niveau du
CSD (Cambridge Structural Database, 1995).
Plusieurs effets sont souvent énoncées dangibidtation des résultats expérimentaux [19]:
(a) l'effet donneur de la chaine latérale, (b)Yté¢maction hydrophobique entre chaine latérale-
chaine latérale; (c) les effets stériques des ekdmtéerales (d) les effets de I'environnement
sphére du solvant. Un autre effet a été proposéepauteurs pour le cuivre (I)-dipeptide, le
nickel (I)-dipeptide, les complexes contenant deaines latérales aromatiques [20,21]. Il a
été demontré que la présence d'un résidu aromagiqueosition C-terminale augmente la
stabilité des complexes.

» rayon van der Waals du cuivre (ll). Les paramétres utilisés dans ce programme sont
inspirés du travail de Benmenni [22] qui a priscéarélation linéaire entre le rayon
van der Waals publié par Allinger, et ceux déteémimpar Bondi [23] établis par
Bouraoui [15] qui a calculé les constantes dams$edu fer.

r *(Allinger, MM2) = 0.856r (Bondi) + 0,058ce terme d’Allinger nous informe que les
rayons van der Waals utilisés dans la mécaniqgueauldire peuvent prendre des valeurs

différentes sur la base des résultats cristallddgaes. On a pris les valeurs du cuivre (ll): (r
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* Cu? * = 1,90 eteCu?*= 0,06, calculé par Bouraoui, une autre valeur de=r 1,70 qui
provient des données du programme MOLCAD développé8rickman [24].

* Modélisation des interactions Cu-Ligand Pour référence longueur de liaison, les
liaisons Cu-N et Cu-O différent selon le type dia¢od'oxygéne ou d'azote lié au
cuivre. Nous avons interrogé la CSD. Nous avortsufa etude statistique sur plus de
1000 cas ayant la méme configuration de chromophaee nos complexes. Nous
avons choisi Les valeurs en prenant les valeursemmms de celles qui sont en accord
avec cette étude statistique (voir tableau 1).

» Calculs de constante kCertaines mesures exécutées sur les complexaswe, ont
permis d'identifier la fréquence de vibratig{Cu-O) entre 200 et 500 ¢mCela a
permis d'évaluer par calcul la constante de forparKa relationy = 1/2rt (k/m)"2 et k
= 4r®my? avec m (la masse réduite): 1/m = 1/m1/mp. m; et m sont les masses
atomiques de l'oxygene et du cuivre, pour la vibratle Cu-O, on peut considérer ce
meétal est fixé par le ligand qui le porte, et lasseréduite prendra la valeur de
'oxygene: 1/m = 1/m= 1/16

Apres avoir minimisé I'énergie des différents coexgs peptidiques du Cu(ll), une
optimisation d’énergie a été réalisée par la métaaM1/d.

SAM1/d est une méthode semi empirique qui tient enies orbitales d des métaux de
transition.

3. Résultats :

Nous nous somme intéressé a étudier I'espece;Midar c’est le complexe
majoritaire des systemes Cu(ll)-dipeptide entre $H=et pH=8 [11] i.e au voisinage du pH

physiologique. Tous les dipeptides utilisés dareagude sont de conformation L, L.
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Structure du CuHA

Toutes les structures étudiées dans notre travail &é construits a l'aide du
programme EMO (version 2001) en introduisant leecd@dllinger des atomes des molécules
étudiées, par le clavier de l'ordinateur ensuiémefgie est minimisée en utilisant les
parameétres semi-empiriques. La conformation la ghable est obtenue a partir de divers
géométries de départ, aprés optimisation.
Afin d’éviter les minima locaux correspondants & @enforméres instables, nous I'avons
exécuté avec I'option 8CAN » qui permet de balayer la surface d’énergie pieién (PES).
Ceci, nous a permis d’éliminer les géométries apant de chance d’engendrer un ensemble
de conforméres probablement stables. Les énergesahformeéres trouvés sont optimisées
par la méthode semi empiriq®AM1/d. Les conformations les plus stables ont les éasrgi
inférieures. Pour chaque structure, on donne lesy@s: Evo, Eiaison Evalence Eorsion Evan der

waals €t Bsamua.  Les résultats (les énergies) obtenus sont rddésrdans le tableau3.

Tab 3 : énergies des complexes calculées a 'aide ’EM&~éd1/d.

L,L-Leu-Phe-Cu(ll)| L,L-Phe-Leu-Cu(ll)| L,L-Met-Phe-Cu(ll)| L,L-Phe-Met-Cu(ll)
Eevo (kJ/mol) 66.711 67.506 60.011 63.445
Ejaison (KJ/mol) 4.77 5.05 3.88 4.01
Evatence(kJ/mol) 29.19 25.29 29.72 29.62
Etorsion (kJ/mol) -11.26 -0.78 -11.97 -10.23
Evaw (kJ/mol) 44.02 46.95 38.39 40.05
Esamua (V) -5153.092 -5153.081 -5191.404 -5191.336
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4. Discussion :
Les constantes de formation des différentes espgeet étre déterminée par les
mesures potentiométriques [11], voir le tableau 2.

Tab 2: Constantes de formation des complexes cuivreipatide & 25 °C, 1=0,2 mol dfn
KNO3 [11]

Dipeptide logB1-11 Alogfi-11
L,L-Phe-Leu 0.93+0.01 0.96
L,L-Leu-Phe 1.89+0.01
L,L-Phe-Met 1.61+0.01 0.09
L,L-Met-Phe 1.70+0.01

En comparant chaque paire de ligands, ou deuxugsadinés sont les mémes, mais
difféerent dans la séquence, on remarque une augti@nisignificative de la stabilité des
complexes lorsque le résidu C-terminal contientnogau aromatique. Les différences de

constantes de formation sont rassemblées dansleala2 (10§, - eu-phe> 100BL L-Phe-Leu €L

l0gBL L-Met-Phe > 10GBL L-Phe-Me)-

Il est connu que les influences des chaines la®rabn-coordinantes sont différentes
selon les espéeces. Si nous examinons la struckirbespece CulA déterminé par les
mesures e.s.r. [26,27], nous voyons que les deafneb latérales sont toutes les deux
impliquées dans la stabilité du complexe. Génératgnrpour les L, L-dipeptides contenant
deux groupes de chaine latérale non-covalentassaldlité des MHA espéce est plus grande
gue celle des L,D- ou D,L-dipeptides correspondamtause d’une interaction hydrophobe
entre les groupes des deux chaines latérales qusgné sur le méme coté [5]. Cependant,
cette interaction hydrophobe est moins évidentgloesles dipeptides contiennent un groupe
benzyle, parce que linteraction entre le groupglalet le cycle aromatique est moins

efficace [5]. Cette augmentation de stabilité pesrL, L-Leu-Phe et L, L-Met-Phe peut étre

84



Chapitre IV : résultats et discussions

proposée comme le résultat de linteractierd entre le noyau aromatique et les ions de
cuivre[28-30].

Pour chaque paire de dipeptides qui contiennemhé&aes résidus d'acides aminés, on
pourrait faire la comparaison suivante [12]:

(1) Effet électroniquePour les espéces MA Cet effet devrait étre similaire pour les

deux dipeptides, car il ne dépend que de la distaBe référant a la représentation

structurelle, R1 et R2 ont presque la méme distdadéon métallique central.

(2). Effet stériqueCet effet déstabilise le complexe. Le modéle rmgtisionnel montre

gue le résidu R2 met au-dessus de l'ion métalliDaas le cas de L, L-Leu-Phe et L,

L-Phe-Leu, les deux chaines latérales {EHCH, et GHsCH, sont différentes.

Mais leurs effets stériques peuvent étre compasdble

(3) Interaction hydrophobe entre les deux chaines #érLa structure établie pour

les especes MEA En fonction des études e.s.r montre un CpNfans le plan

chromophore, ce qui nécessite deux chaines latésilecées sur le méme cbété, a

I'égard de ce plan de base lorsque L, L-dipeptsdes considérés. Un tel arrangement

des résultats dans une interaction donne lieu ardeslles hydrophobes, diminuant

ainsi I'enthalpie de solvatation.

La discussion ci-dessus exclut la possibilité daegmentation significative de la
stabilité, pour les dipeptides contenant un résichmatique en C-terminal par rapport a la
situation N-terminale, soit le résultat des difféseautres effets que ceux énumérés en (1) a
(3). Cette augmentation est alors tres probablechent l'interactiom-d

A la lumiére des résultats obtenus on remarquel’'quire de stabilité des systemes
étudiés est le suivant : L, L-Met-Phe-Cu(ll) > L-Phe-Met-Cu(ll) > L, L-Leu-Phe-Cu(ll) > L,
L-Phe-Leu-Cu(ll).

Nous remarquons une augmentation significative aesthbilité des complexes
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cuivriques, lorsque le groupement aromatique egtosition C-terminale (L, L-Leu-Phe et L,
L-Met-Phe) par rapport au dipeptide contenant l&mes acides aminés, mais le résidu
phényl est en N-terminal (L, L-Phe-Leu et L, L-A¥let), (EL, L-Leu-Phe<EL, L-Phe-Lev€l EL L-Met-
phe <EL L-phe-me). C€ phénomene est attribué a linteraction eletseélectrons p du cycle
aromatique et les orbitales d du Cu (Il). Les rigsilobtenus par le calcul sont en accord avec
ceux obtenus par I'étude potentiométrique Bog eu-rhe> 1098, L-Phe-Leu €L 1006, L-Met-Phe>
|09/, L-Phe-Me)-

5. Conclusion :

La présence d'un cycle aromatique dans le ré&Siterminal donne généralement des
especes [MH-1A] plus stables. Cet effet de staiilim a été attribué a une interaction entre
Ilon métallique et le cycle aromatique. Cette ratdion se trouve que lorsque le cycle
aromatique est situé dans le résidu C-terminatepgue la liaison Cu-O est faible et facile a
déformer. Cependant, la liaison rigide Cu-N esti@e lorsque le cycle aromatique est dans

I'extrémité N-terminal.
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Abstract

The r,L-Phe-Leu-Cu(Il), L,L-Leu-Phe-Cu(Il), L,L.-Phe-Met-Cu(II), and 1,L.-Met-Phe-Cu(I]) systems were studied using molecular mod-
elling. The results obtained, which are in good agreement with results obtained by potentiometric studies show a significant increase in
stability of copper complexes, when an aromatic residue is located in C-terminal (compared to the L,L-dipeptides containing the same
amino acid residues), this phenomenon is attributed to the interaction between the d-orbital of copper and the m-electrons of the aromatic

ring.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Copper is an essential element widely distributed in all
the body of the mammals. Among the principal ions of
transition metal in biology, Cu (II) is probably most effec-
tive in chelation with peptides at physiological pH [1]. In
the body, the essence of copper is present under a non-la-
bile form (for example: céruloplasmine). Labile copper is
present in the form of complexes with amino acids or pep-
tides [2].

Cu(Il) forms very stable complexes with simple oligo-
peptides. The principal modes of coordination of the cupric
ions with simple dipeptides are well established now [3].

At low pH, the species [CuA]" is formed with the dipep-
tide reacting like a bidentate ligand (I) (see Fig. 1).
Towards pH 5, peptidic hydrogens can be deprotected in
the presence of Cu(Il), making it possible to rearrange
the donors centres to form the structure (II) (see Fig. 1),
which is the CuH—1A species. In the zone of high pH
(>9), one of the molecules H,O dissociates to form a
mono-hydroxylic complex whose formula is [CuH_,A]”

* Corresponding author.
E-mail address: s_ghalem2002@yahoo.fr (S. Ghalem).

0166-1280/$ - see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.theochem.2006.08.009

or [CuH_;(OH)A]", which has the structure (III) shown
in Fig. 1. In addition to the monoligands, the structures
of the complexes biligands are also well established. These
complexes include CuA2 (IV) in Fig. 1.

Sigel et al. [1] indicate that there are great differences
between the cupric complexes of the diglycine and the com-
plexes with dipeptides where the residue glycyl is monosub-
stituted by coordinating side chains or not. A significant
reduction in stability was observed in the cupric complexes
with the dipeptides where the residue glycyl was substituted.

In agreement with Rabin [4], Sigel et al. conclude that
stability increases with the lengthening of the side chains.
This phenomenon was explained by the interactions
between the non-covalent side chains [5,6]. Moreover cer-
tain authors propose the existence of interaction m—d
between the aromatic ring of the side chains and the metal
ions in certain complexes [7,8].

Potentiometric studies [11] (see Table 1) on the mixed
complexes of Cu(Il) in the presence of several amino acids
[9,10] showed that the most stable species are formed when
one of the ligands is aliphatic and the other one is aromatic
(for example: phenylalanine or tyrosine) [11,12].

All the dipeptides used in this study are of L,L conforma-
tion. The equilibria in metal ion—dipeptide systems and the
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Fig. 1. Structural models of the cupric complexes with simple dipeptides.

Table 1
Reference bond length 1y for Cu-ligand (Cambridge Structural Database
1995)

Atoms chaining

lp (angstroms Tot. Obs).

Cu—0 (sp3) axial 2.39 (2.38) 1117
Cu—O (sp?) equatorial 1.96 (1.94) 1162
Cu—0 (sp3) equatorial (2.03)
Cu—O (sp?) axial (2.15)
Cu—N (sp°) équatorial 2.00 (2.04) 2279

Values of reference bond length in brackets are taken from literature [25].

stability constants of complexes are defined by the follow-
ing equations (charges are omitted for simplicity):

par

pM + rA + gqH

MoHgA,

poar=[ MpHoA:J/[M]TH][A]'

where p, q, and r are the stoichiometric numbers. A nega-
tive value of q denotes a deprotonated or hydroxylated
form of the species considered. The conjugated base of
the ligand is noted A. HA is the zwitterions form, and M
the metal ion.

2. Theoretical approach

Molecular modelling is used to study the influence of the
side chains in the dipeptides, and especially those which
contain a residue having an aromatic ring. We were
interested to study the complexation of the Cu®" close to
the physiological pH, where the species (II) MH_ A is
most predominant, with the four dipeptides according to:
L,L-phenylalanyl-leucine (L,L-Phe-Leu), 1,L-leucyl-phenylal-
anine (L,L-Leu-Phe), L,L-phenylalanyl-methionine (L, L-

Phe-Met), and 1,L-methionyl- phenylalanine (r,.-Met-
Phe). Each dipeptide contains an aromatic side chain and
an alkyl.

The MH_;A species is studied with the program EMO
(Energy of MOlecule) follow-up by semi empirical calcula-
tions by the SAM1/d method, in both two cases:

The phenyl group is located in C-terminal.
The phenyl group is located in N-terminal.

EMO was developed by Blaive in 1993 [13] to treat the
organic molecules, it includes three menus:

e Menul: entry of the molecule using the keyboard; each
atom is codified according to its hybridization. The max-
imum number of atoms is 420, hydrogen included.

e Menu2: geometrical handling on the molecule.

e Menu3: minimization of energy by molecular mechan-
ics; it is done without derivation of the function energy.
The version of this program placed at our disposal is
designed to function on PC [14-17].

This program uses the force field MM?2, which is the
force field of Allinger [18], which was conceived at the
beginning for the simple molecules (alkanes, carbonyl com-
pounds, sulphides, amines, etc.). It is used to treat increas-
ingly complex molecules.

The retained parameters, concerning structures of our
complex ligands, are those proposed by the professor Bla-
ive completed by the statistical study done at the level of
the CSD (Cambridge Structural Database 1995).

Several effects are often set forth in the interpretation of
experimental results [19]: (a) side-chain donor effect; (b)
hydrophobic side chain-side chain interaction; (c) steric
effects between the side chains; (d) effects from the sur-
rounding solvent sphere. Another effect was proposed by
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authors for copper(Il)-dipeptide, nickel(II)-dipeptide,
complexes containing aromatic side-chains [20,21]. It has
been shown that the presence of an aromatic residue in a
C-terminal site increases the stability of complexes.

o van der Waals radius of copper(II): Parameters used in
this program are inspired from the work of Benmenni
[22] who took the linear correlation between van der
Waals radius published by Allinger, and those deter-
mined by Bondi [23] established by Bouraoui [15]
who calculated constants in the case of iron.
r#(Allinger, MM?2) = 0.856r( Bondi) + 0.058 this term of
Allinger informs us that van der Waals radius used in
molecular mechanics can take different values on the
basis of crystallographic results. One took values of
the copper(I): (r*Cu’" = 1.90 and ¢Cu*" = 0.06, calcu-
lated by Bouraoui, another value of r*=1.70 that
comes from data of the MOLCAD program developed
by Brickman [24].

o Modelling of the Cu—Ligand interactions: For reference
bond length, the Cu—N and Cu—O bonds differ accord-
ing to the type of atom of oxygen or nitrogen linked to
the copper.We interrogated the CSD. We did a statisti-
cal study on more than 1000 cases having the same con-
figuration of chromophor that our complexes. We chose
values by taking the average values of those met at the
time of this statistical study (see Table 1).

o Calculations of constant k: Some measurements executed
on the copper complexes, permitted to identify the fre-
quency of the vibration y (Cu-O) between 200 and
500 cm~'. That permitted to evaluate by calculation
the force constant k by the relation: y = 1/2Tc(k/m)1/2
and k=4n> my> with m (reduced mass): 1/m=
1/m; + 1/my.m; and m, atomic masses of the oxygen
and the copper, for the vibration Cu-O, we can consider
that metal is fixed by the ligand that it carries, and the
reduced mass will take the value of the oxygen:

Table 2
Formation constants of copper(ll)-dipeptide complexes at 25°C,
I=0.2mol dm—> KNOs [11]

Dipeptide log 111 Alog B111
L,L-Phe-Leu 0.93 +0.01 0.96
L,L-Leu-Phe 1.89 +0.01

L,L.-Phe-Met 1.61 £+ 0.01 0.09
L,L.-Met-Phe 1.70 +0.01

Alog fpqr = log fpqr (¢ C-terminal)— log (@ N-terminal).

Table 3
Energies of the complexes calculated using EMO and SAM1/d

1/m = 1/m" = 1/16.After having minimized the energy
of the various peptidic complexes of Cu(II), an optimisa-
tion of energy is carried out by the SAM1/d method.
SAM1/d is a semiempirical method which takes in con-
sideration d orbitals of transition metals.

3. Results

The study of the MH_; A species is interesting because it
is the majority complex of the Cu(Il)-dipeptide systems
between pH 4.5 and 8 [11] i.e. close to the physiological
pH. All the dipeptides used in this study are of L,L
conformation.

R1 0

\
ch//
NH,. N
OH;~

. R2
Qu cH
o}

(0]
Structure of CuH_ A

All the structures studied in our work were built using
the program EMO (version 2001) by introducing the Allin-
ger code of the atoms of the molecules studied, by the key-
board of the computer then the energy is minimized by
using the semi-empirical parameters. The most stable con-
formation is obtained from various starting geometries,
after optimisation.

In order to avoid the local minima corresponding to
unstable conformers, we carried out it with the option
“SCAN” which makes it possible to sweep the surface of
potential energy (PES). This enabled us to eliminate the
geometries having little chance to generate the most stable
conformers. Energies of the found conformers are opti-
mised by the semi empirical method SAM1/d. The most
stable conformations have the lower energies. For each
structure we done the energies: Egmo, Estretchings Ebending

Etorsiom EVan Der Waalss and ESAMl/d~
The results (energies) obtained are gathered in Table 3.

4. Discussion
The formation constants of different species can be

determined by the potentiometric measurements [11], see
Table 2.

L,L-Leu-Phe-Cu(1I)

L,L-Phe-Leu-Cu(1I)

L,L.-Met-Phe-Cu(1I) L,L-Phe-Met-Cu(II)

Eewmo (kJ/mol) 66.711 67.506 60.011 63.445
Egireten (kJ/mol) 4.71 5.05 3.88 4.01
Epinding (kJ/mol) 29.19 25.29 29.72 29.62
Erorsion (kJ/mol) —~11.26 —-9.78 —~11.97 -10.23
Eyaw (kJ/mol) 44.02 46.95 38.39 40.05
Esamia(AMPAC)(eV) —5153.092 —5153.081 —5191.404 —5191.336
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Comparing each pair of ligands, where two amino
residues are the same, but differing in sequence, we remark
a significant increase in stability of complexes when the
C-terminal residue contains an aromatic ring. The differences
of formation constants are gathered in Table 2 (log . 1 1 eu-Phe >
10g B1 1 -Phe-Leu a0d 108 B1 1 Met-Phe > 10 B i-Phe-Met)-

It is known that the influences of non-coordinating side
chains are different according to the species. If we exam-
ine the structure of the CuH_;A species determined by
e.s.r. measurements [26,27], we see that the two side
chains are both involved in the stability of complex. Gen-
erally for L,L-dipeptides containing two large non-covalent
side chain groups, the stability of MH_ ;A species is great-
er than of the corresponding 1,pD- or p,L dipeptides due to
a hydrophobic interaction between two side chain groups
which are located on the same side [5]. However, this
hydrophobic interaction is less evident when the dipep-
tides contain a benzyl group, because the interaction
between the alkyl group and the aromatic ring is less
effective [5]. This increase in stability for the r,L-Leu-Phe
and L,L.-Met-Phe can be proposed as the result of a n—d
interaction between the aromatic ring and the copper
ion [28-30].

For every pair of dipeptides which contain the same
amino acid residues, we could make the following compar-
ison [12]:

(1) Electronic effect. For MH_|A species, this effect
should be similar for the two dipeptides, because it
is only dependent upon the distance. Referring the
structural representation, R1 and R2 have almost
the same distance from the center metal ion.

(2) Steric effect. This effect destabilizes the complex. The
tridimensional model shows that the R2 residue sets
above the metal ion. In the case of L,L-Leu-Phe and
L,L.-Phe-Leu, the two side chain (CH3),CHCH, and
C¢HsCH, are different. But their steric effect may
be comparable [5].

(3) Hydrophobic interaction between two side chains. The
structure established for the MH_;A species accord-
ing to the e.s.r. studies shows a CulNO, in-plane chro-
mophore, which requires two side chains located on
the same side, with respect to this basal plane when
L,L-dipeptides are considered. Such an arrangement
results in an interaction giving rise to hydrophobic
micelles, thus decreasing the solvation enthalpy.

The above discussion excludes the possibility that the
significant increase in stability, for the dipeptides contain-
ing an aromatic residue in C-terminal with respect to the
N-terminal location, is the result of the other different
effects than those enumerated in (1) to (3). This increase
is then very probably due to n—d interaction.

In the light of the results obtained by calculation, we
notice that the order of stability of the studied systems is
as follows: r,.-Met-Phe-Cu(Il) > r,L.-Phe-Met-Cu(Il) and
L,L,Leu-Phe-Cu(Il) > L,L-Phe-Leu-Cu(II).

We notice a significant increase in the stability of the
cupric complexes, when the aromatic group is in C-termi-
nal position (r,L-Leu-Phe and r,.-Met-Phe) compared to
the dipeptide containing the same amino acids, but the
residue phenyl is into N-terminal (L,L.-Phe-Leu and
L,L-Phe-Met), (E.i-reu-rphe < Eiipheres and Ep; Mei-Phe
< E. 1 phe-Met). This phenomenon is attributed to the inter-
action between the 7 electrons of the aromatic ring and the
d orbitals of the Cu(II). Results obtained by the calculation
are in agreement with those obtained by the potentiomeric

study (log B i-reu-phe > 108 Br i phe-Lew and log B met-phe >
10g ﬁL,L-Phe-Met)-

5. Conclusion

The presence of an aromatic ring in the C-terminal res-
idue gives generally a more stable [MH_;A] species. This
stabilising effect was attributed to an interaction between
the metal ion and the aromatic ring. This interaction is
found only when the aromatic ring is located in the C-ter-
minal residue, because the Cu—O bond is weak and easily
distorted. However, the rigid Cu—N bond formed when the
aromatic ring is in the N-terminal residue does not favour
this interaction [11].

Acknowledgement

The authors thank particularly Dr. B. Blaive Professor
at the University of Marseille, France for sending the
molecular mechanics program EMO.

References

[1] H. Sigel, R.B. Martin, Chem. Rev. 82 (1982) 385-426.

[2] J.W.H. Robert, L.D. Pettit, J.C.S. Dalton. (1981) 13331.

[3] A. Kaneda, A.E. Martell, J. Am. Chem. Soc. 99 (1977) 1586.

[4] B.R. Rabin, Trans. Faraday. Soc. 52 (1956) 1130.

[5] R.P. Bnomo, R. Cali, V. cucinotta, Inorg. Chem. 25 (1986) 1641—
1646.

[6] T. Kiss, Z. Szucs, J. Chem. Soc. Dalton Trans. (1986) 2443.

[7] R.M. Izatt, J.W. Wrathall, K.P. Anderson, J. Phys. Chem. 65 (1961)
1914.

[8] A. Wahlborg, E. Friedon, Arch. Biochem. Biophys. 111 (1965) 672.

[9] A. Gergerly, 1. Savago, I. Nagypal, R. Kiraly, Inorg. Chim. Acta 6
(1972) 435.

[10] A. Gergerly, 1. Savago, J. Inorg. Nucl. Chem. 35 (1973) 4355.

[11] L. Xiao, M. Jouini, B.T. Fan, G. Lapluye, J. Huet, J. Chem. Soc.
Dalton Trans. 286 (1989) 1-10.

[12] S. Ghalem, B.T. Fan, L. Xiao, G. lapluye, J. Chim. Phys. 91 (1994)
113-125.

[13] S. Ghalem, These de Doctorat, Université Denis Diderot- Paris VII,
France (1996).

[14] A. Bouraoui, M. Fathallah, B. Blaive, R. Gallo, J. Chem. Soc. Perkin
Trans. 2 (1990) 1211-1214.

[15] A. Bouraoui, M. Fathallah, F. M"Henni, B. Blaive, R. Gallo, in J.L.
Rivail (Eds.), Proceedings of an International Meeting, Studies in
Physical and Theoretical Chemistry, vol. 71 Nancy, France, 11-15,
Septembre, 1989, pp. 381-393.

[16] A. Zinelabidine, A. Bouraoui, M. Fathallah, F. M’Henni, B. Blaive,
R. Gallo, J. Mol. Struct. Theochem. 286 (1993) 267-274.

[17] B. Blaive, G. Legsai, R. Lai, J. Mol. Struct. 354 (1995) 245-250.



N. Khebichat, S. Ghalem | Journal of Molecular Structure: THEOCHEM 777 (2006) 107-111 111

[18] Z. Li, H.A. Scheraga, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987) 6611.

[19] L.D. Petit, R.J.W. Hefford, in: H. Sigel (Ed.), Metal Ions in Biological
Systems, vol. 9, 1979, p.173.

[20] R.P. Bonomo, R. Cali, V.G.I. Cucinotti, E. Rizzarelli, Inorg.Chem.
25(1986) 1641.

[21] S.H. Kim, R.B. Martin, J.Am.Chem. Soc. 106 (1984) 1707.

[22] L. Benmenni, These de doctorat en sciences, Fac. de Sciences de
St-Jérome, Université d’Aix-Marseille 111 (1994).

[23] A. Bondi, J. Phys. Chem. 68 (1964) 441.

[24] J. Brickmann, MOLCAD Molecular Modelling Package, Institut fiir
physikalische Chemie, Technische Hochschule, 6100 Darmstad,
Germany (1989).

[25] L. Benmenni, E.H. Allilou, M. Giorgi, M. Pierrot, M. Regulier, J.
Chem. Crystallogr. 24 (1994) 5.

[26] J. Peisach, W.E. Blumberg, Arch. Biochem. Biophys. 165 (1974) 691.

[27] D.M. Dooley, J. Rawlings, J.H. Dawson, P.J. Stephenes, L.E.
Andresson, B.G. Malmstrom, H.B. Grey, J. Am. Chem. Soc. 101
(1979) 5038.

[28] O. Yamauchi, K. Tsujide, A. Odani, J. Am. Chem. Soc. 107 (1985)
659.

[29] W.L. Kwik, K.P. Ang, G.I. Chen, J. Inorg. Nucl. Chem. 42 (1980)
303.

[30] P.I. Vestues, R.B. Martin, J. Am. Chem. Soc. 102 (1980) 7906.



Chapitre IV : résultats et discussions

A. Recherche conformationnelle sur les structures dedwis X par

dynamique moléculaire: étude du tri-et pentasacchade [48]

1. Introduction

Dans la nature, les hydrates de carbone forment fanalle importante de
biomolécules, comme les hydrates de carbone siroplesmplexes, seuls ou liés d'une fagon
covalente aux protéines ou lipides [31]. lls joudes roles vitaux dans beaucoup de processus
biologiques, tel que la reconnaissance, I'adhésida communication entre les cellules. Les
hydrates de carbone qui sont liés a une partiesnore (protéines, peptides ou lipides) sont
les plus proéminents structures de la surface-é&gsosellulaire. La variabilité structurelle
tres diverse d'hydrates de carbone les fait des bandidats pour les récepteurs cellulaires et

les molécules de reconnaissance [32].

La détermination de la structure a trois dimensibes oligosaccharides et comprendre
la base moléculaire de leur reconnaissance paetepteurs représente les défis principaux
de glycobiologie structurelle. L'élucidation desustures a trois dimensions et les propriétés
dynamiques des oligosaccharides est une conditiéalgble pour mieux comprendre de la
biochimie des processus de reconnaissance et podedign rationnel des médicaments

dérivés des carbohydrates [31].

Les systéemes histo-blood-group ABH (O) humaingeatdes premiers allo-antigenes
humains a étre identifiés. La nature d’hydrate albe@ne des antigenes A, B, H, et Lewis ont
éte établis en 1950 [33-34]. La Fig. 1: montre wg@ésentation schématique des antigenes
histo sang groupe courants bien que les types &uwgpitaires rares qui existent aussi [35].
L'épitope oligosaccharidique des antigénes A, EOMet les systemes Lewis ont été le sujet
de beaucoup d'investigations structurelles. Lesesad'énergie de tous les fragments de

disaccharides ont été établies par les méthodesmélesniques moléculaires [36-37].
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Fig 1: Représentation schématique des oligosaccharidesitiood-group

La détermination des préférences conformationneléss oligosaccharides est mieux
approchée en décrivant leurs conformations pré$ésée les surfaces de I'énergie potentielle
comme une fonction des angles diedres de la liassidique ¢, y. Aujourdhui, des
techniques complexes de simulation telles que fehygue moléculaire sont utilisées de plus
en plus. Plusieurs exemples peuvent étre trouvés da littérature des stratégies de
recherches conformationnelles pour simplifier lanptexité du probleme de minimums

multiples [38].
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Dans ce travail, nous avons réalisé une étude rdalation DM (solvant explicit)
pendant 10 ns pour les tri- et pentasaccharidessL¥. Chaque unité de monosaccharide
dans les molécules Lewis X adopte la conformattmise®C,, sans déviation significative de
la forme pyranose classique. L'objectif de cettedététait d'explorer le comportement
conformationnelle de ces oligosaccharides dansoldeie d'eau explicite a 300 K pendant 10

ns en utilisant le champ de force GLYCAM 06.

2. Approche théorique

Le marquage atomique et les angles de torsions iediués dans la Fig. 2. Les
angles de torsion, y sont définisp=0 (05-CI-0'2-C’2), y=8 (CI-0'2-C’2-C’3), et®=0 (O5-
C5-C6-06). Les conformations avec angle de torsipécifiguem sont considérés comme

gauche-trans (gty = 60 °), gauche-gauche (gg;=- 60 °) et trans-gauche (tg;= 180 °).

[ — 0 ]

NG

=

Fig. 2: marquage atomique et les angles de torsionstkerét

Les simulations de DM ont été réalisées en utitigiBER10 [39] & une température
de 300 K. Cette température a été choisie parcengure objectif principal était d'étudier la
dynamique des oligosaccharides a des conditionssigbgiquement pertinentes. Les
coordonnées de départ et les paramétres des magwaertri- et penta-saccharide Lewis X
ont été construits avec le “Glycam Biomolecule Beil, disponible en ligne sur le site Web

de R.J. Wood Group [40].
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Etant donné que ces coordonnées ne sont pas dgigsnisne premiére minimisation
par mécanigue moléculaire (1000 pas de steepest¢mtasiivie par 1000 pas du conjugate
gradient avec une tolérance de gradient de 0,0brkokl) a été faite avec le programme
AMBER 10 [39]. Le champ de force GLYCAM 06 a étdisé¢ pour les oligosaccharides (il
est utilisé pour simuler les interactions interatumes responsables de la dynamique des
oligosaccharides et glycoprotéines et il est algoeint adapté a tous les liaisons N- et O-
biologiquement pertinentes dans des oligo- et palgisarides et des glycoprotéines [41]). Les
simulations ont été réalisées en utilisant un suleaplicite avec le programme AMBER 10.
Les systémes ont été préparés en utilisant une dadau explicite de 8 A dans le module
Xleap d'AMBER10. Le nombre de molécules d'eau é@ib669 pour le trisaccharide, et de
1072 pour le pentasaccharide. Toutes les simukatmmt été effectuées avec le module
SANDER d'AMBER avec l'algorithme SHAKE [42] (toléree = 0.0005A °) pour contraindre
les liaisons covalentes impliquant les hydrogémas,utilisant des conditions aux limites
périodiques, un pas de temps de 2 fs, un coupladendpérature [43], un cut-off deAga été
appligué a l'interaction de Lennard-Jones, et wasson constante de 1 atm. La liste non liée
a été actualisée toutes les 10 étapes. Cette ptatiminaire avait pour but pour trouver la
structure la plus favorable énergétiquement quédréuvée a 4856,9 ps pour le trisaccharide,
et a 2411,8 ps pour le pentasaccharide. Ces coafimms ont été trouvés avec un script Perl
"home-made" qui se contentent de vérifier toutesvaleurs des énergies, trouver la plus

basse et en donnant la structure associée [32].

Le module PTRAJ d'/AMBER10 a été utilisé pour anatyst traiter les fichiers de la
trajectoire et des coordonnés a partir de SANDHERes analyses pourraient inclure la
réalisation de superposition, I'analyse des liasslbydrogenes, le calcul des fluctuations dans
des liaisons, des angles ou des diédres, des dosctie corrélation etc. et la racine carrée

moyenne des déviations (RMSDs).
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Enfin, les cartes de contour iso-énergie ont été&iges par les logiciels ORIGINE et
SURFER 9 (Golden Software, Inc, Golden Co) [44} pesitions des minima dans ces cartes
ont été ensuite calculées en minimisant I'éne@is setenue ces points indiquant les minima

sur les cartes.

3. Reésultats :

Les surfaces d'énergie conformationnelles adigbesi ¢, ) calculées pour le tri- et

pentasaccharide Lewis X sont présentées commeodieses d'énergies potentielles dans les
Fig. 3 et Fig. 4 respectivement. Les contours separés par 1 kcal/mol et allant de 1 a 10
kcal/mol. Les énergies sont données par rappomiaimum le plus bas. La géométrie et les
énergies potentielles relatives des minimums prédig énumérées dans la Table 1 et la

Table 2 et les conforméres de plus basse énergreghaque composé sont indiqués dans la

Fig. 3 et Fig. 4.

Tablel: Energie potentielle, angles de torsion des confogmée plus basses énergies du
trisacchride Lewis X.

PE(kcal/mol) | ¢4(°) Pa(°) $2(°) P2(°)
Conformerl | -5446.95 -61.84 124.7 -61.54 -104.33
Conformer2 | -5442.50 -84.91 155.63 -69.95 -92.95
Conformer3 | -5440.08 -80.60 139.25  -55.46 -98.51
Conformer4 | -5437.12 -56.58 130.28 -59.61 -80.28
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Table 2 Energie potentielle, angles de torsion des comdoes de plus basses énergies du
pentasacchride Lewis X.

PE(kcal/mol) $:(°) W1 (%) $2(°) | W2(°) $3(°) W4 (%) $4(°) Wa (%)
Conformerl | -10191.15 -78.30 -97.88 -124.4 | 64.97 -108.27 -173.37 -57.54 15.18
Conformer2 | -10162.71 -65.65 -106.09 -73.57 | 136.95 -52.97 -155.29 -71.26 22.90
Conformer3 | -10162.25 -56.49 -112.26 -78.58 144.67 -55.95 -157.92 -69.85 23.71
Conformer4 | -10152.28 -71.67 -108.12 -75.73 152.13 -73.72 -163.60 -74.94 18.04

~ 140

=130

—80 =70 —60 —50
#1{")

=100 =90 =0 =70 =60 =30 =4 =3}
R

Figure 3 : Carte adiabatique de RAMCHANDRAN du trisacchatigevis X calculée
eu utilisant le champ de force GLYCAM 06.
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gl (")

“110 90 -70 -50 -
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Figure 4 : Carte adiabatique de RAMCHANDRAN du pentasacchdrilegis X calculée eu
utilisant le champ de force GLYCAM 06.
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3.1. La racine carrée moyenne de déplacement du systéme

RMSD est un parametre important pour décrire #&bikté du systéme. Fig. 5 et Fig. 6
représentent les courbes RMSD en fonction du tedipsri-et pentasaccharide Lewis X

respectivement durant le processus de simulation.

2,5
2,0 1

1,5

RMSD (A9
=
o
1

. , . . .
0 2000 4000 6000 8000 10000
Time (ps)

Fig. 5: RMSD du trisaccharide Lewis X en fonction du tenpas, rapport a la conformation
de plus basse énergie.
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Fig. 6: RMSD du pentasaccharide Lewis X en fonction du ®rppr rapport a la
conformation de plus basse énergie.

3.2. Calcul de Phi / Psi des oligosaccharides:

Dans la présente étude, la prédiction des stregties oligosaccharides a été realisée par les
angles de torsion phg)/ psi (u). La combinaison des angle®t détermine parfaitement la
conformation d'un oligosaccharide. Fig. 3 et Figndntrent la répartition des conformations
permis stériquement d'énergie minimisée dans lasgéycosidiquep / | obtenu a partir de
notre simulations de DM (solvant explicite) pendal® ns dans le cas du tri-et
pentasaccharide Lewis X, respectivement. Ces figumentrent également les meilleurs
conformeres (qui ont des énergies faibles). Cefoameres et leurs valeurs angulaigg
correspondants sont donnés dans les tableaux betir2e tri-et pentasaccharide Lewis X,

respectivement.
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4. Discussion:

Le suivi des énergies cinétique, potentielle edléote long de la trajectoire, ainsi que
la pression et la température, indiquent que leesys périodique global est stable. L'énergie
cinétique a augmenté lentement, alors que I'én@aintielle a diminué progressivement au
cours des simulations. L'énergie totale d'un systamsimuler doit étre conservée, tandis que
la fluctuation de la température est causée parcdéesposantes de I'énergie cinétique et

potentielle [45].

Les variations RMSD représentées en fonction dyseffig. 5 et Fig. 6 pour le tri - et
pentasaccharide Lewis X respectivement) indiquerd lgs deux systemes sont équilibrés
aprés 500 ps. L'examen visuel des deux trajestail® 10 ns montre que les deux
oligosaccharides sont stables. Une analyse RMSP enéportée pour mesurer les différences
structurelles. Le RMSD entre les structures PDBial@s (obtenues a partir de Glycam
biomolecule builder) et les conformeres de bassrgém en tenant compte seulement les
atomes lourds sont de 0.03A ° et 0.20A ° pourile &t le pentasaccharide respectivement.

Cela montre que les deux oligosacchaaides sorlestab

Pendant la simulation de ces oligosaccharides, memsarquons que pour le
pentasaccharide le conformére le plus stable asnoba 2411.8 ps, et que celui pour le
trisaccharide a été obtenu a 4856.9 ps. Cela &gnile le pentasaccharide est moins flexible

gue le trisaccharide a cause de I'encombremendgesr

5. Conclusion

Une compréhension compléete du rble des glucides Bensystemes biologiques dépend de
l'information disponible sur le mélange a I'équiibet sur la conformation préférée des
glucides en solution. L'analyse conformationnelfigeoun outil qui permet de déterminer

toutes les conformations possibles qui influendéerdomportement des glucides en solution.
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Ce travail représente une étude théorique des dbgasaccharides tri-et pentasaccharide
Lewis X en utilisant une simulation de dynamiqueléuaolaire dans I'eau explicite avec le
programme AMBER10. Les mesures RMSD des glucidésuaule leurs conformations

moyennes jouent un rble d’indicateur important denbreux processus biologiques tels que

la reconnaissance macromoléculaire, et des formmatomplexes [46].
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Carbohydrates play vital roles in many biological processes, such as recognition, adhesion, and signalling between cells. The Lewis
X determinant is a trisaccharide fragment implicated as a specific differentiation antigen, tumor antigen, and key component
of the ligand for the endothelial leukocyte adhesion molecule, so it is necessary or essential to determine and to know their
conformational and structural properties. In this work, conformational analysis was performed using molecular dynamics (MD)
simulation with the AMBERI10 program package in order to study the dynamic behavior of of the Lewis X trisaccharide (5-D-Gal-
(1,4)-[a-L-Fuc-(1,3)]-3-D-GlcNAc-OMe) and the Lewis X pentasaccharide (-D-Gal-(1,4)-[a-L-Fuc-(1,3)]-B-D-GIcNAc-(1,3)-

B-D-Gal-(1,4)-B-D-Glu-OMe) in explicit water model at 300 K for 10 ns using the GLYCAM 06 force field.

1. Introduction

In nature, carbohydrates form an important family of
biomolecules, as simple or complex carbohydrates, either
alone or covalently linked to proteins or lipids [1]. They play
vital roles in many biological processes, such as recognition,
adhesion, and communication between cells. Carbohydrates
that are covalently linked to a nonsugar moiety (proteins,
peptides, or lipids) are the most prominent cell-surface-
exposed structures. The highly diverse structural variability
of carbohydrates makes them good candidates for cell recep-
tors and recognition molecules [2].

Determination of the three-dimensional structure of
oligosaccharides and understanding the molecular basis of
their recognition by receptors represent the main chal-
lenges of structural glycobiology. Elucidation of the three-
dimensional structures and the dynamical properties of
oligosaccharides is a prerequisite for a better understanding
of the biochemistry of recognition processes and for the
rational design of carbohydrate-derived drugs [1].

The human histo-blood group ABH (O) systems were
the first major human alloantigens to be identified. The
carbohydrate nature of the A, B, H, and Lewis antigens was

established in 1950s [3, 4]. Figure 1 shows a schematic rep-
resentation of current histo-blood group antigens although
additional rare types also exist [5]. The oligosaccharidic
epitope of ABH (O) and Lewis histo-blood groups have been
the subject of many structural investigations. The energy
maps of all of the disaccharides have been established by
molecular mechanics methods [6, 7].

The determination of conformational preferences of
oligosaccharides is best approached by describing their
preferred conformations on potential energy surfaces as a
function of the glycosidic linkage ¢, y torsional angles. In the
early days of conformational analysis of oligosaccharides, the
calculations of either rigid or, later, relaxed conformational
maps predominated. Today, complex simulation techniques
such as molecular dynamics are increasingly being used.
Several examples can be found in the literature of “state-of-
the-art” conformational search strategies in order to simplify
the complexity of the multiple-minima problem [8].

In this work, we carried out extensive, explicit solvent
MD simulation studies for tri- and pentasaccharide Lewis
X for 10ns. Each monosaccharide unit in the Lewis X
molecules adopts the typical *C; chair conformation, with no
significant deviation from the classical pyranose ring shape.



International Journal of Carbohydrate Chemistry

ABH(O) antigens

CHZOH
CH20H

R = NHAc blood group A
R = OH blood group B

CHs Ho

CHzOH CHZ OH Gal CH,OH NHAc
GIlcNAc GlcNAc
OH

cHN O~ CHZOH
m MH
0
CHs g0 Fue CHs 1o
H type 1 H type 2

Lewis antigens

&, S

CHZOH CHZOH CHzOH NHAc
m w”
O— O GlcNAc

AcHN GlcNAc

; X
Lewis a (Le?) Lewis X (Le®)

% &

CH20H CHZOH ﬁ NHAc
\m woC\HCNAC

%N " m
CHs o w S HO
Lewis b (Leb) Lewis Y (LeY)

(a)

Figure 1: Continued.



International Journal of Carbohydrate Chemistry

HO Fuc
OH OH
O
CHj3
(0]
CH,0OH o 0 CH; O%
COOH
OH (0] O 0
OH
o 0 Gal AN GleNAc
o NeuAc
AcNH HO

Sialyl Lewis a (SLe?)

[e) Fuc
OH OH
O
CH3
HO
¢ Q (¢}
(¢}
OH
al

HOH NHAc
COOH o—
OH O &
OH 0 G CH20H - Genac
O NeuAc
AcNH HO
Sialyl Lewis X (SLeX)

FIGURE 1: Schematic representation of histo-blood group oligosaccharides.

The objective of this study was to explore the conformational
behaviour of those oligosaccharides in explicit water model
at 300 K for 10 ns using the GLYCAM 06 force field.

2. Theoretical Approach

The atomic labelling and the torsion angles of interest are
given in Figure 2. The torsion angles ¢, ¢ are defined ¢ = 9
(05-Cl-02-C'2), v = 9 (Cl-0'2-C"2-C'3), and w = 9 (O5-
C5-C6-06). The conformations with specific torsion angles
w are referred to as gauche-trans (gt; w = 60°), gauche-
gauche (gg; w = —60°) and trans-gauche (tg; w = 180°).

The MD simulations were carried out using AMBER10
[9] at a temperature of 300 K. This temperature was chosen
because our primary objective was to study the dynamics of
the oligosaccharides at physiologically relevant conditions.
The starting Lewis X pentasaccharide and trisaccharide
monomer coordinates and parameters were constructed with
the “Glycam Biomolecule Builder” available online from the
website of Woods group [10] (see Schemes 1 and 2).

Since these coordinates are not optimized, a first min-
imization by molecular mechanics (1,000 steps of steepest
descent followed by 1,000 steps of conjugate gradient min-
imization with a gradient tolerance of 0.05 kcal mol~!) was
made with AMBER package version 10 [9]. Force field GLY-
CAM 06 was used for oligosaccharides (it used to simulate
the interatomic interactions responsible for oligosaccharide

w C6—— 06

C4\ %

C5——05

C3 —Cz\ ¢ . Y
cfg ﬂc'n

FIGURE 2: Atomic labeling and torsion angles of interest.

and glycoprotein dynamics and is currently suitable for
all biologically relevant N- and O-linkages in oligo- and
polysaccharides and glycoproteins [11]). The simulations
were carried out using an explicit solvent environment with
AMBER package version 10. The solvated system for the
oligosaccharides molecules was prepared using an explicit
water box of 8 A in the xleap module of AMBER10. The
number of water molecules was 569 for the trisaccharide and
1072 for the pentasaccharide. All simulations were run with
the SANDER module of AMBER with SHAKE algorithm
[12] (tolerance = 0.0005A) to constrain covalent bonds
involving hydrogens, using periodic boundary conditions,
a 2fs time step, a temperature coupling [13], a 8 A cutoff
was applied to the Lennard-Jones interaction, and constant
pressure of 1atm. The nonbonded list was updated every
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FIGURE 3: Relaxed conformational energy maps for the trisaccharide Lewis X calculated using the GLYCAM 06 force field.

10 steps. This preliminary study was aimed at finding the
most energetically favorable structure which was found at
4856.9 ps for the trisaccharide and at 2411.8 ps for the
pentasaccharide. Those conformations were found with a
“home-made” Perl script that merely checked all energies
values, finding the lowest one and giving the associated struc-
ture [2].

The PTRAJ module of AMBERIO was used to ana-
lyze and process the trajectory and coordinate files from
SANDER, where the analyses might include carrying out
superimposition, clustering analysis of hydrogen bonds, cal-
culating fluctuations in bonds, angles, or dihedrals, correla-
tion functions, and so forth, and the root mean-square devi-
ations (RMSDs).

Finally, isoenergy contour maps were generated with
ORIGIN and SURFER 9 (Golden Software, Inc., Golden
Co) [14]. The positions of the minima in these maps were
subsequently calculated by minimizing the energy without
restraints of those grid points indicating minima on the
maps.

3. Results

The calculated adiabatic conformational energy surfaces (¢,
y) for the tri- and pentasaccharide Lewis X are presented
as potential energy contour maps in Figures 3 and 4,
respectively. The contours are separated by 1 kcal/mol and
range from 1 to 10 kcal/mol. The energies are given relative
to the lowest minimum. Geometries and relative potential
energies of the predicted minima are listed in Tables 1 and
2, and the lowest energy conformers for each compound are
shown in Figures 3 and 4.

TABLE 1: Potential Energy, torsional angles for the conformers with
low energies of the trisaccharide Lewis X.

PE (kcal/mol) ¢1 () vi(®) ¢ () . ()
Conformer 1  —5446.95 —61.84 1247 —-61.54 —104.33
Conformer2  —5442.50 —84.91 155.63 —69.95 —92.95
Conformer3  —5440.08 —80.60 139.25 -55.46 —98.51
Conformer 4  —5437.12 -56.58 130.28 -59.61 —80.28

3.1. System Root-Mean-Square Displacement. RMSD is an
important parameter for describing the system stability.
Figures 5 and 6 show the function curves between mass
weighted RMSD fit and the time of the tri- and pentasaccha-
ride Lewis X during dynamics simulation process, respec-
tively.

3.2. Computation of Phi/Psi for Modeled Oligosaccharide. In
the present study, structure prediction of oligosaccharides
has been made through the torsion angles phi (¢)/psi (v).
The combination of ¢ and y angles fully determine the
conformation of an oligosaccharide. Figures 3 and 4 show
the distribution of sterically allowed and energy minimized
conformations in ¢/y glycosidic space obtained from our
explicit solvent MD simulations for 10ns in the case of
the tri- and pentasaccharide Lewis X, respectively. These
figures also show the best conformers (which have the low
energies). These conformers and their corresponding ¢/y
angular values are reported in Tables 1 and 2 for the tri- and
pentasaccharide Lewis X, respectively.
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FIGURE 5: RMSD of the trisaccharide Lewis X as a function of time during MD, compared to the lowest-energy conformation.

TABLE 2: Potential energy, torsional angles for the conformers with low energies of the pentasaccharide Lewis X.

PE (kcal/mol) ¢:1(°) Y1 (%) ¢2 (°) ¥ (%) ¢; (%) vy (%) ¢4 (°) vy (%)
Conformer 1 —10191.15 —78.30 —97.88 —124.4 64.97 —108.27 —173.37 —57.54 15.18
Conformer 2 —10162.71 —65.65 —106.09 —73.57 136.95 —-52.97 —155.29 —-71.26 22.90
Conformer 3 —10162.25 —-56.49 —112.26 —78.58 144.67 —55.95 —157.92 —69.85 23.71

Conformer 4 —10152.28 -71.67  —-108.12  —75.73 152.13 =73.72  —-163.60 —74.94 18.04
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4. Discussion

The monitoring of kinetic, global, and potential energies
along the trajectory, as well as the pressure and temperature,
indicate that the global periodic system is stable and does not
present simulation artefacts. Kinetic energy increased slowly,
whereas potential energy decreased gradually during the sim-
ulations. The total energy of a system to be simulated should
be conserved, whereas the fluctuation of a temperature is
caused by the interconvention of the kinetic and potential
energy components [15].

The RMS variations as a function of time are displayed
on Figures 5 and 6 for the tri- and penta-saccharide Lewis X

respectively, and indicate that both systems are equilibrated
after 500 ps. The visual examination of the two 10 ns trajec-
tories shows that both oligosaccharides are stable. An RMSD
analysis was carried out to quantify the structural differences.
The RMSD between the PDB starting structure of the simu-
lations (obtained from Glycam biomolecule builder), and the
low-energy conformers structure considering only the heavy
atoms is 0.03 A and 0.20 A for the tri- and penta-saccharide
respectively. This shows that both oligosaccharides are stable.
During the simulation of those oligosaccharides, we
notice that for the pentasaccharide the most stable conformer
is obtained at 2411.8 ps and that for the trisaccharide was
obtained at 4856.9 ps. This means that the pentasaccharide
is less flexible than the trisaccharide due to the steric effect.

5. Conclusion

A complete understanding of the role of carbohydrates
in biological systems is to a large extent dependent on
the information available about the equilibrium mixture
and about the preferred conformation of the carbohydrate
molecules in solution. The conformational analysis offers
a tool which can determine all possible conformations
which influence the solution behavior of carbohydrates. This
work represents a theoretical study of tow oligosaccharides
tri- and pentasaccharide Lewis X using molecular dynamic
simulations in explicit water with the AMBERIO program
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package. RMSD measures of the accuracy of carbohydrates
around their average conformations play an important indi-
cator of many biological processes such as macromolecular
recognition and complex formations [16].
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Chapitre IV : résultats et discussions

A. Recherche conformationnelle sur la structure des ipeptides
par dynamique moléculaire: étude de L,L-Gly-Phe-PhgelL,L-
Phe-Gly-Phe, et L,L-Phe-Phe-Gly

1. Introduction

Les oligopeptides naturels constitués de 2 a S8ugsli'acides aminés [49,50] se trouvent
dans pratiquement tous les organismes vivants.sL&nctions sont si diverses qu'il est
difficile d'indiquer un processus d'une importaritale qui se produit sans leur participation.
Ces oligopeptides sont généralement appelés régtairee parce que la majorité d'entre eux
sont impliqués dans la régulation des processusig@bgiques dans tous les systemes de
régulation: systémes nerveux, endocrinien et immaurei [51]. En outre leurs fonctions de
réglementation dépassent les limites d'un organmmespéce biologique. Ainsi, les toxines
oligopeptidiques des eucaryotes jouent un réle mapb dans la régulation des relations
interspécifiques, et les oligopeptides antimicrobiedes procaryotes réglementent la
concurrence dans l'occupation de niches écologiguesyissent comme des molécules de

signalisation dans les communications interceltai&a[52].

La connaissance compléete de la structure ighiend'un oligopeptide est basée sur la
détermination de sa séquence d'acides aminéstdatid@ des modifications de ses N et C
terminaux, et d'autres modifications post-traduttglles, ainsi que de la liaison S-S et les
autres liaisons chimiques intermoléculaires ené® fésidus d'acides aminés éloignés, y
compris la liaison peptidique supplémentaire prtedlars de la cyclisation. La détermination
directe de la structure chimique exacte des oligbges est associés, dans de nombreux cas,
a de grandes difficultés en raison de leur tenaturelle est souvent T8-10*? M seulement

[53]. L'emplacement des oligopeptides dans la eeltgt également associé a des problémes.
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Par conséquent, des techniques biochimiques et mohistochimiques trés sensibles sont

utilisés pour les analyses.

Les approches computationnelles sont utiliséeslu® gn plus pour explorer la structure
et les interactions de différentes macromoléculéslogiques. Une telle approche
computationnelle est la dynamique moléculaire (DMl permet I'exploration des systemes
biologiques a I'échelle atomique et peut fourmrpiécieuses indications sur les propriétés

dynamiques de ces systemes.

Dans ce travail, nous avons effectué une étudénddation DM pour trois oligopeptides:
L, L-Gly-Phe-Phe (commercial), L, L-Phe-Gly-Phelet-Phe-Phe-Gly (synthétisé par le Pr
S. Ghalem) [13]. Ces oligopeptides ont été simyésdant 10 ns dans le modéle d'eau
explicite a 300 K en utilisant le champ de forc@9%B. L'objectif de cette étude était de
comprendre la stabilité structurale de ces oligbgep contenant des chaines latérales
aromatiques non-coordinantes. Nous savons que l@éansystemes protéiques, les acides
aminés portant une chaine latérale aromatique, tgié la tyrosine, la phénylalanine, etc ...
jouent souvent des rbles importants dans la coraptax avec les ions métalliques. Souvent
ces chaines latérales ne constituent pas directecoemme un site de ligand. Mais leurs
présence influence largement la complexation pé#érdnts effets, par exemple, l'effet

stérique, I'effett-d, I'effet hydrophobe, etc... [54,12].

En effet, un pentapeptide tel que I'enképhaliner{&Gly-Gly-Phe-Met ou Tyr-Gly-Gly-
Phe-Leu) de faible masse moléculaire [55] est t¢eni certains auteurs [56,57,58] comme
étant une substance endogéene existant dans leaceeveéagit comme antagoniste aux sites
récepteurs d’opiacés. Toute modification des résidaepteurs tyrosyl en position N-terminal
peuvant conduir a une forme protonée dans cettdigpggsau pH physiologique, inhibe

I'activité biologique [59]. La disposition spatiaielative des chaines latérales aromatiques de
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la phénylalanine est aussi intéressante en raisane dressemblance possible avec
'enképhaline. La complexation du cuivre (ll) pab-lpucine] - et la [5-méthionine]-
enképhaline a fait I'objet d’études dans les coong physiologiques [60]. Afin de préciser la
conformation biologiquement active de I'enképhaliég,62], il a été remarqué que, dans la
séquence de I'enképhaline, la modification desduésL-Tyr, Gly?, et L-Phé entraine la
diminution significative de l'activité. Au contrairle résidu GR/pourrait étre remplacé par

un autre acide de la conformation D [63], sans fization sensible d'activité.
2. Méthodes

Le marquage atomique et les angles de torsioh dmmnés dans la figure. 1. Les
angles diédres du squelette des protéines sontéagp@ohi, impliquant les atomes C'-N:C
C"), (v (psi, impliquant les atomes NX@'-N) et oméga, impliquant les atome$§-C'-N-
C%). Ainsi, la torsiong contrdle la distance C'-Cyj, controle la distance N-N et contrble la

distance €é-C°.

Figure 1. marquage atomique et les angles de torsion inté
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Les simulations de dynamique moléculaire ont éais€es a I'aide AMBER10 [39] a
une température de 300 K. Cette température ahéiie parce que notre objectif principal
était d'étudier la dynamique des oligopeptides ddas conditions physiologiqguement
pertinents. Les coordonnées de départ des oligolesptont construites en utilisant la banque
de données des acides aminés inclus dans Hypeitbelres simulations ont été réalisées en
utilisant un solvant (eau) explicite avec le prognee AMBER 10. Les systemes ont été
préparés en utilisant une boite d'eau explicit® de (TIP3PBOX 8) dans le module Xleap
d’AMBER10. Le nombre de molécules d'eau était dé ®olécules, identique pour les trois

tripeptides.

Etant donné que ces coordonnées ne sont pas aigsnisne premiére minimisation
par mécanigue moléculaire (1000 pas de steepestmtesuivie par 1000 pas du conjugate
gradient) a été faite avec AMBER10 pour éliminarstdes contacts défavorables et ensuite
équilibrée pendant 120 ps pour amener la températeir ~0 K a 300 K, ensuite la phase de
production a été effectuée pendant 10 ns. Le chdanforce ffO9SB a été utilisée pour ces
oligopeptides. Toutes les simulations ont été &ffses avec le module SANDER d’AMBER
avec l'algorithme SHAKE [42] (tolérance = 0.0dQEpour contraindre les liaisons covalentes
impliquant les hydrogenes, en utilisant des cood#iaux limites périodiques, un pas de
temps de 2 fs, un couplage de température [43]cutroff de 8A a été appligué a
I'interaction de Lennard-Jones, et une pressiostaate de 1 atm. Les conditions aux limites
périodiques ont été utilisées pour annuler lesteffie surface a des limites de la boite. La
méthode de sommation d’Ewalgagticle mesh Ewald summatiop4] a été utilisée pour
calculer le potentiel électrostatique. Les liaisoostenant des hydrogenes ont été contraintes
a l'aide SHAKE [42], et ainsi les interactions implant des liaisons hydrogenes n'ont pas été
calculées de fagcon concomitante. Cette étude prelire visait a trouver la structure la plus

favorable énergétiguement qui a été trouvée a 3686 pour L, L-Gly-Phe-Phe, a 3855,6 ps
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pour L, L-Phe-Gly-Phe, et a 5634,8 ps pour L, L-Phe-Gly. Ces conformations ont été
trouvés avec un script Perl "home-made" qui seecaant de vérifier toutes les valeurs des

énergies, trouver la plus basse et en donnantuetste associée [32].

Le module de PTRAJ du programme AMBER10 a étésatifour analyser et traiter
les fichiers de la trajectoire et des coordonneadir SANDER, ou les analyses pourraient
inclure la réalisation de superposition, I'analyde liaisons hydrogénes, le calcul des
fluctuations dans des liaisons, des angles ou idesas, des fonctions de corrélation, etc et la

racine quadratique moyenne des écarts (RMSDSs).

Enfin, des cartes de contours iso-énergie ontgét®rés avec les logiciels ORIGIN et
SURFER 9 [44]. Les positions exactes des minima& das cartes ont été ensuite calculées en

minimisant I'énergie sans retenue ces points irtigles minima sur les cartes.

3. Résultats:

Les surfaces d'énergie conformationnelle adiqbas (p, ) calculées pour les trois
tripeptides sont présentées comme des courbesrgiémmtentielle dans les Figure2, figure 3
et figure 4 (les conformeres d'énergie plus bassg phaque composé sont indiqués). Les
contours sont séparées par 1 kcal/mol et allarit delOkcal/mol. Les énergies sont données
par rapport au minimum le plus bas. Les géomeédtdss énergies potentielles relatives des
minimums prédits sont énumeérées dans le tabletblbau 2 et tableau 3, et les conformeres

de plus basse énergie pour chaque composé soguésdians les figures 2, 3 et 4.
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ik

Figure2: Carteadiabatique de RAMCHANDRAN duipeptide L,L-Gly-Phe-Phecalculaée eu
utilisant le champ de fordé9SB.

Psi2

Figure3 : Carteadiabatique de RAMCHANDRAN duipeptide L,L-Phe-Gly-Phealculaée eu
utilisant le champ de fordé9SB.
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Figure 4: Carteadiabatique de RAMCHANDRAN duipeptide L,L-Phe-Phe-Glgalculaée eu
utilisant le champ de fordé9SB.

3.1. La racine quadratique moyenne du déplacemenRMSD est un parameétre important
pour décrire la stabilité du systeme. Les figure$ ®t 7 montrent les courbes de fonction
entre la masse ajustement RMSD pondérée et le tdmps L-Gly-Phe-Phe, L, L-Phe-Gly-

Phe, et L, L-Phe-Phe-Gly, respectivement pendamtdeessus de simulation.

RMSD

T T T T 1
] 2000 4000 6000 8000 10000

time(ps)

Figure 5 : RMSD du tripeptide L,L-Gly-Phe-Phe en fonction dmps par rapport a la

conformation de plus basse énergie.
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Figure 6 : RMSD du tripeptide L,L-Phe-Gly-Phe en fonction dmps par rapport a la
conformation de plus basse énergie.
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Figure7: RMSD du tripeptide L,L-Phe-Phe-Gly en fonction dmps par rapport a la
conformation de plus basse énergie.
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3.2. Calcul de Phi / Psi pour Oligopeptide:Dans la présente étude, la prédiction des
structures des oligopeptides a été réalisée paargtes de torsion phip) / psi ). La
combinaison des anglgset y détermine entierement la conformation d'un oligoioe. Les
figures 2, 3 et 4 montrent la répartition des comftions permises stériguement d'énergie
minimisée dans l'espace peptidigué y obtenus & partir de nos simulations de DM pendant
10 ns dans le cas des trois tripeptides, L,L-Glg-Phe, L,L-Phe-Gly-Phe, et L,L-Phe-Phe-
Gly, respectivement. Ces figures montrent égalerenineilleurs conforméres (qui ont des
basses énergies). Ces conforméres et de leursrvaagulairespy correspondants sont
donnés dans les tableaux 1, 2 et 3 pour le L, l-F3ig-Phe, L, L-Phe-Gly-Phe, et L, L-Phe-

Phe-Gly, respectivement.

Tablel Energie potentielle, angles de torsion des confoemée plus basses énergies du
tripeptide L,L-Gly-Phe-Phe.

TE ¢1 $2 gl P2 Omegal | Omega2
Conformerl | -4975.023| -175.34 174.31 115.98 -10.54| 102.95 88.56
Conformer2 | -4974.554| -161.67 160.58 147.10 4.089 9.62 -91.56
Conformer3 | -4969.982| 179.44 177.60 126.45 160.75 0417 149.71
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Table2 Energie potentielle, angles de torsion des confogmée plus basses énergies du
tripeptide L,L-Phe-Gly-Phe.

TE ¢1 $2 yl w2 Omegal | Omega?2
Conformerl | -6168.924| -177.17 -109.38 138.19 164.62| -109.38 145.41
Conformer2 | -6162.356| -168.48 -73.69 120.77 158.49| 73.69 132.42
Conformer3 | -6159.94 | -169.81 -86.44 126.26 161.015 86.44 -134.4

Table3: Energie potentielle, angles de torsion des confoemée plus basses énergies du
tripeptide L,L-Phe-Phe-Gly.

TE ¢1 $2 Yl Y2 Omegal | Omega2
Conformerl | -4405.32 | 179.31 -122.99 157.36 124.24 -122.99 556.1
Conformer2 | -4397.93 | 166.41 -92.50 129.74 162.51 -92.50 68.31
Conformer3 | -4386.12 | -170.36 -68.01 155.03 154.73 -68.01 74.37

4. discussion

Le suivi des énergies cinétiques, globales, tmi@lles le long de la trajectoire, ainsi

gue la pression et la température, indiguent gusydeeme périodigue global est stable et ne

présente pas de simulation artéfact. L'énergietigmme a augmenté lentement, alors que

I'énergie potentielle a diminué progressivement@us des simulations. L'énergie totale d'un

systeme a simuler doit étre conservée, tandis quéluttuation de la température est

provoguée par les composantes de I'énergie cireéegle potentiel [45].

Les variations RMSD en fonction du temps (les iegu5, 6 et 7 pour la L, L-Gly-

Phe-Phe, L, L-Phe-Gly-Phe, et L, L-Phe-Phe-Glypeetivement) indiquent que les trois
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systemes sont equilibrés apres 500 ps. L'examerl\vikes trois trajectoires de 10 ns montre
gue les trois oligopeptides sont stables. Une araRMSD a été réalisée pour quantifier les
différences structurelles. Le RMSD entre les stmed PDB de départ (construits avec la
banque de données des acides aminés inclue daresdHgm 7,5), et les conforméres de
faibles énergies en considérant seulement les atéoneds est de 0,14, 0,414 et 0,1A

pour la L,L-Gly-Phe-Phe, L,L-Phe-Gly-Phe, et L,LePRhe-Gly, respectivement. Cela

montre que les trois oligopetides sont stables.

Au cours de la simulation de ces oligopeptides snamarquons que pour L,L-Gly-
Phe-Phe le conformere le plus stable est obten8698,2 ps, pour L,L-Phe-Gly-Phe est
obtenu a 3855,6 ps, et pour L,L-Phe-Phe-Gly a Bténm a 5634,8 ps. Cela signifie que L, L-
Gly-Phe-Phe est moins flexible que L,L-Phe-Gly-Ptyg, est moins flexible que L,L-Phe-

Phe-Gly a cause de la géne stérique.

Pour ces trois tripeptides contenant les mémadug d'acides aminés mais different
par la position du résidu glycine, et a la lumiées résultats obtenus par le calculi Fne-ciy-
phe <EL L-Gly-Phe-Phe <EL -Phe-phe-cly NOUS remarquons que l'ordre de stabilité desesyes
étudiés est le suivant: L,L-Phe-Gly-Phe > L,L-GlyePPhe > L,L-Phe-Phe-Gly. Cet ordre de
stabilité¢ est di aux effets stérigue (le volume latposition du groupe phényle) et

électroniques (distribution électronique).

Pour confirmer cela, j'ai fait un calcul de plgon électronique au niveau DFT avec

la base 6-31G* a l'aide du programme Gaussian B [6

Pour le L,L-Phe-Gly-Phe tripeptide, nous notons lgugosition des groupements phényle est

homogene (figure 8) ce qui permettra de créer wilibre stérique et électronique.

120



Chapitre IV : résultats et discussions

Figure 8: La distribution électronique donnée par le progran@®@aussian 09 du conformere le plus

stable du tripeptide L,L-Phe-Gly-Phe trouvé paruation moléculaire dynanique (AMBER10).

Alors que pour les autres tripeptides L, L-Gly-A#ee et L, L-Phe-Phe-Gly, la
géomeétrie obtenue montre que la position des regptiényle n'est pas homogene, plus nous
constatons une augmentation significative de lailg@lorsque le groupement aromatique est
en position C-terminal (L,L-Gly-Phe-Phe) par rapgpau tripeptide contenant les mémes
acides aminés, mais le phényle est en résidu N#talr(L,L-Phe-Phe-Gly) , E -cly-phe-phe<
EL L-phe-phe-cly Ainsi, pour le tripeptide L,L-Gly-Phe-Phe, lesusdegroupements phényle sont
situés dans le méme coété (figure 9), tandis quer pouripeptide L,L-Phe-Phe-Gly, le
groupement phényle du troisieme résidu d’acide ansi situe dans le méme c6té que N-
terminal (figure 10), ce qui provoque une répulsiéactronique, d’ou linstabilité de ce

tripeptide par rapport aux autres tripeptides.
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Figure 9: La distribution électronique donnée par le progremGaussian 09 du conformere
le plus stable du tripeptide L,L-Gly-Phe- Phe tréyar simulation moléculaire dynanique
(AMBER10).

Figure 10: La distribution électronique donnée par le pragree Gaussian 09 du conformeére
le plus stable du tripeptide L,L-Phe-Phe-Gly tropaé simulation moléculaire dynanique
(AMBER10).
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5. Conclusion

Une compréhension compléte du role des peptides des systemes biologiques
dépend de l'information disponible sur la confoioratpréférée des peptides en solution.
L'analyse conformationnelle offre un outil qui petnde déterminer toutes les conformations
possibles qui influencent le comportement des depten solution. Ce travail représente une
étude théorique de trois oligopeptides: L, L-GlyeHthe, L, L-Phe-Gly-Phe, et L, L-Phe-Phe-
Gly par dynamique moléculaire dans l'eau explicitec le programme AMBER10. Les
mesures RMSD des oligopeptides autour de leursoomattions moyennes jouent un role
d’'indicateur important de nombreux processus bigiegs tels que la formation des
complexes. Ainsi la présence d'un cycle aromatigaes le résidu C-terminal donne
généralement un tripeptide plus stable par rapportripeptide contenant les mémes acides

aminés, mais le phényle est en résidu N-terminal.
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Conclusion générale

Ce travall a été consacré a l'étude de quelquesndiécules par analyse
conformationnelle. Notre intérét a été porté sar leligosaccharides: le tri- et le
pentasaccharide Lewis X, les oligopeptides (trijpeys) : L,L-Gly-Phe-Phe, L,L-Phe-Gly-
Phe, et L,L -Phe-Phe-Gly,. Ainsi pour I'étude deslques complexes peptidiques du cuivre

(1).
Notre these est structurée en quatre chapitres:

Le premier chapitre de cette thése présente ureiplésn détaillée des glucides, leurs
propriétés structurales et leur importance biologid-es protéines sont également présentées,
en insistant sur les différents niveaux d’énergiiecturale (primaire, secondaire, tertiaire et
guaternaire) et les différents types d’interactignssont mise en jeu pour la stabilité des
edifices moléculaire, en particulier les complegeptidiques du cuivre (lI).

Dans le deuxiéme chapitre les techniques de madiélismoléculaire utilisées dans ce
travail sont présentées et amplement décrites.filk lde cette partie, le lecteur non spécialisé
atteint une vision globale des techniques utilisées
Dans le 8"°chapitre nous avons tenu a mettre I'accent scomdit existant entre la structure
moléculaire et 'analyse conformationnelle des gles. Les différents champs de force pour
les carbohydrates, en particulier le champ de f@lyEam06, sont défini dans ce chapitre.

L'importance de paramétrisation justifie le choixchamp de force.

Le quatriéeme chapitre présente les résultatsnobtsuite a I'application des
approches computationnelles sur les systemes Imoiegs Tous les travaux sont présentés
sous forme d’articles scientifiques en incluant unteoduction complémentaire.

» Le premier article (publié dardournal of Molecular StructurefHEOCHEM

est consacré a une étude théorique des complepegtidiques de cuivre (Il)
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au voisinage du pH physiologique (I'espece (II) MX est la plus
prédominonte) avec les quatres dipeptides suivdnt-Phe-Leu, L,L-Phe-
Met, L,L-Leu_Phe, et L,L-Met-Phe (chaque dipepticentient une chaine
latérale aromatique et une alkyl) pour voir I'irdhce des chaines latérales
dans les dipeptides, et surtout ceux qui contiennenrésidu possédant un
noyau aromatique. ce travail nous a permis de aomcfjue, lorsque le
groupement aromatique est en position C-terminatergpport au dipeptide
contenant les mémes acides aminés, mais le résidaégant un noyau
aromatique est en N-terminal donne généralemenesigsces [MH-1A] plus
stables. Ce phénomene est attribué a l'interaetitre les électrons du cycle
aromatique et les orbitales d du Cu (ll), parce lquieison Cu-O est faible et
facile a déformer, cependant, la liaison rigideNCast formée lorsque le cycle
aromatique est dans l'extrémité N-terminal.

» Le deuxiéme article (publié dansiternational Journal of Carbohydrate
Chemistry) montre un exemple de recherche conformationnelie lss
structures de Lewis X par dynamique moléculairéud€ du trisaccharide
LewisX (B-D-Gal-(1,4)-p-L-Fuc-(1,3)]$-D-GlcNAc-OMe) et pentasaccharide
LewisX (B-D-Gal-(1,4)-p-L-Fuc-(1,3)]$-D-GIcNAc-(1,3)$-D-Gal-(1,4) 8-
D-Glu-OMe). L'objectif de cette étude était d'explo le comportement
conformationnelle de ces oligosaccharides dansoléehe d'eau explicite a 300
K pendant 10 ns en utilisant le champ de force GRAM6.

Durant la simulation les deux oligosaccharides meomtune flexibilité importante, mais le
pentasaccharide est moins flexible que le trisatdda cause de 'encombrement stérique.

Un large intervalle d’angle de torsion a été expldrexamen visuel des deux RMSD au
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cours du temps (10 ns) montre que I'équilibraties deux systémes est atteinte, et les deux

oligosaccharides sont stables.

Le comportement conformationnelle des déférentgosticcharides montre I'existence des

conformations privilégiées et des rotations chiregantre les déférents résidus.

» Une troisiemes étude porte sur une recherche aoafannelle sur la structure des
tripeptides par dynamique moléculaire: étude de@ly-Phe-Phe (commercial), L,L-
Phe-Gly-Phe, et L,L-Phe-Phe-Gly (synthétisé p&rl&. Ghalem). L'objectif de cette
étude était de comprendre la stabilité structuttelees oligopeptides contenant des
chaines latérales aromatiques non coordinantes,ldanodéle d'eau explicite a 300 K
pendant 10 ns en utilisant le champ de fdie%SB.

Durant la simulation, ces trois tripeptides contgrlas mémes résidus d'acides aminés mais
différent par la position du résidu glycine montrane flexibilité importante, mais L, L-Gly-
Phe-Phe est moins flexible que L,L-Phe-Gly-Phe,estiimoins flexible que L,L-Phe-Phe-Gly

a cause de la géne stériqudaaetistribution électronique

Un large intervalle d’angle de torsion a été expldr'examen visuel des trois RMSD au

cours du temps (10 ns) montre que I'équilibratie@s trois systemes est atteinte, et les trois
oligopeptides sont stables. La présence d'un eyomatique dans le résidu C-terminal donne
généralement un tripeptide plus stable par rapportripeptide contenant les mémes acides

aminés, mais le phényle est en résidu N-terminal.
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Abstract

The r,L-Phe-Leu-Cu(Il), L,L-Leu-Phe-Cu(Il), L,L.-Phe-Met-Cu(II), and 1,L.-Met-Phe-Cu(I]) systems were studied using molecular mod-
elling. The results obtained, which are in good agreement with results obtained by potentiometric studies show a significant increase in
stability of copper complexes, when an aromatic residue is located in C-terminal (compared to the L,L-dipeptides containing the same
amino acid residues), this phenomenon is attributed to the interaction between the d-orbital of copper and the m-electrons of the aromatic

ring.
© 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Molecular modelling; Force field; Peptide; Copper(1I)

1. Introduction

Copper is an essential element widely distributed in all
the body of the mammals. Among the principal ions of
transition metal in biology, Cu (II) is probably most effec-
tive in chelation with peptides at physiological pH [1]. In
the body, the essence of copper is present under a non-la-
bile form (for example: céruloplasmine). Labile copper is
present in the form of complexes with amino acids or pep-
tides [2].

Cu(Il) forms very stable complexes with simple oligo-
peptides. The principal modes of coordination of the cupric
ions with simple dipeptides are well established now [3].

At low pH, the species [CuA]" is formed with the dipep-
tide reacting like a bidentate ligand (I) (see Fig. 1).
Towards pH 5, peptidic hydrogens can be deprotected in
the presence of Cu(Il), making it possible to rearrange
the donors centres to form the structure (II) (see Fig. 1),
which is the CuH—1A species. In the zone of high pH
(>9), one of the molecules H,O dissociates to form a
mono-hydroxylic complex whose formula is [CuH_,A]”

* Corresponding author.
E-mail address: s_ghalem2002@yahoo.fr (S. Ghalem).

0166-1280/$ - see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.theochem.2006.08.009

or [CuH_;(OH)A]", which has the structure (III) shown
in Fig. 1. In addition to the monoligands, the structures
of the complexes biligands are also well established. These
complexes include CuA2 (IV) in Fig. 1.

Sigel et al. [1] indicate that there are great differences
between the cupric complexes of the diglycine and the com-
plexes with dipeptides where the residue glycyl is monosub-
stituted by coordinating side chains or not. A significant
reduction in stability was observed in the cupric complexes
with the dipeptides where the residue glycyl was substituted.

In agreement with Rabin [4], Sigel et al. conclude that
stability increases with the lengthening of the side chains.
This phenomenon was explained by the interactions
between the non-covalent side chains [5,6]. Moreover cer-
tain authors propose the existence of interaction m—d
between the aromatic ring of the side chains and the metal
ions in certain complexes [7,8].

Potentiometric studies [11] (see Table 1) on the mixed
complexes of Cu(Il) in the presence of several amino acids
[9,10] showed that the most stable species are formed when
one of the ligands is aliphatic and the other one is aromatic
(for example: phenylalanine or tyrosine) [11,12].

All the dipeptides used in this study are of L,L conforma-
tion. The equilibria in metal ion—dipeptide systems and the
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Fig. 1. Structural models of the cupric complexes with simple dipeptides.

Table 1
Reference bond length 1y for Cu-ligand (Cambridge Structural Database
1995)

Atoms chaining

lp (angstroms Tot. Obs).

Cu—0 (sp3) axial 2.39 (2.38) 1117
Cu—O (sp?) equatorial 1.96 (1.94) 1162
Cu—0 (sp3) equatorial (2.03)
Cu—O (sp?) axial (2.15)
Cu—N (sp°) équatorial 2.00 (2.04) 2279

Values of reference bond length in brackets are taken from literature [25].

stability constants of complexes are defined by the follow-
ing equations (charges are omitted for simplicity):

par

pM + rA + gqH

MoHgA,

poar=[ MpHoA:J/[M]TH][A]'

where p, q, and r are the stoichiometric numbers. A nega-
tive value of q denotes a deprotonated or hydroxylated
form of the species considered. The conjugated base of
the ligand is noted A. HA is the zwitterions form, and M
the metal ion.

2. Theoretical approach

Molecular modelling is used to study the influence of the
side chains in the dipeptides, and especially those which
contain a residue having an aromatic ring. We were
interested to study the complexation of the Cu®" close to
the physiological pH, where the species (II) MH_ A is
most predominant, with the four dipeptides according to:
L,L-phenylalanyl-leucine (L,L-Phe-Leu), 1,L-leucyl-phenylal-
anine (L,L-Leu-Phe), L,L-phenylalanyl-methionine (L, L-

Phe-Met), and 1,L-methionyl- phenylalanine (r,.-Met-
Phe). Each dipeptide contains an aromatic side chain and
an alkyl.

The MH_;A species is studied with the program EMO
(Energy of MOlecule) follow-up by semi empirical calcula-
tions by the SAM1/d method, in both two cases:

The phenyl group is located in C-terminal.
The phenyl group is located in N-terminal.

EMO was developed by Blaive in 1993 [13] to treat the
organic molecules, it includes three menus:

e Menul: entry of the molecule using the keyboard; each
atom is codified according to its hybridization. The max-
imum number of atoms is 420, hydrogen included.

e Menu2: geometrical handling on the molecule.

e Menu3: minimization of energy by molecular mechan-
ics; it is done without derivation of the function energy.
The version of this program placed at our disposal is
designed to function on PC [14-17].

This program uses the force field MM?2, which is the
force field of Allinger [18], which was conceived at the
beginning for the simple molecules (alkanes, carbonyl com-
pounds, sulphides, amines, etc.). It is used to treat increas-
ingly complex molecules.

The retained parameters, concerning structures of our
complex ligands, are those proposed by the professor Bla-
ive completed by the statistical study done at the level of
the CSD (Cambridge Structural Database 1995).

Several effects are often set forth in the interpretation of
experimental results [19]: (a) side-chain donor effect; (b)
hydrophobic side chain-side chain interaction; (c) steric
effects between the side chains; (d) effects from the sur-
rounding solvent sphere. Another effect was proposed by



N. Khebichat, S. Ghalem | Journal of Molecular Structure: THEOCHEM 777 (2006) 107-111 109

authors for copper(Il)-dipeptide, nickel(II)-dipeptide,
complexes containing aromatic side-chains [20,21]. It has
been shown that the presence of an aromatic residue in a
C-terminal site increases the stability of complexes.

o van der Waals radius of copper(II): Parameters used in
this program are inspired from the work of Benmenni
[22] who took the linear correlation between van der
Waals radius published by Allinger, and those deter-
mined by Bondi [23] established by Bouraoui [15]
who calculated constants in the case of iron.
r#(Allinger, MM?2) = 0.856r( Bondi) + 0.058 this term of
Allinger informs us that van der Waals radius used in
molecular mechanics can take different values on the
basis of crystallographic results. One took values of
the copper(I): (r*Cu’" = 1.90 and ¢Cu*" = 0.06, calcu-
lated by Bouraoui, another value of r*=1.70 that
comes from data of the MOLCAD program developed
by Brickman [24].

o Modelling of the Cu—Ligand interactions: For reference
bond length, the Cu—N and Cu—O bonds differ accord-
ing to the type of atom of oxygen or nitrogen linked to
the copper.We interrogated the CSD. We did a statisti-
cal study on more than 1000 cases having the same con-
figuration of chromophor that our complexes. We chose
values by taking the average values of those met at the
time of this statistical study (see Table 1).

o Calculations of constant k: Some measurements executed
on the copper complexes, permitted to identify the fre-
quency of the vibration y (Cu-O) between 200 and
500 cm~'. That permitted to evaluate by calculation
the force constant k by the relation: y = 1/2Tc(k/m)1/2
and k=4n> my> with m (reduced mass): 1/m=
1/m; + 1/my.m; and m, atomic masses of the oxygen
and the copper, for the vibration Cu-O, we can consider
that metal is fixed by the ligand that it carries, and the
reduced mass will take the value of the oxygen:

Table 2
Formation constants of copper(ll)-dipeptide complexes at 25°C,
I=0.2mol dm—> KNOs [11]

Dipeptide log 111 Alog B111
L,L-Phe-Leu 0.93 +0.01 0.96
L,L-Leu-Phe 1.89 +0.01

L,L.-Phe-Met 1.61 £+ 0.01 0.09
L,L.-Met-Phe 1.70 +0.01

Alog fpqr = log fpqr (¢ C-terminal)— log (@ N-terminal).

Table 3
Energies of the complexes calculated using EMO and SAM1/d

1/m = 1/m" = 1/16.After having minimized the energy
of the various peptidic complexes of Cu(II), an optimisa-
tion of energy is carried out by the SAM1/d method.
SAM1/d is a semiempirical method which takes in con-
sideration d orbitals of transition metals.

3. Results

The study of the MH_; A species is interesting because it
is the majority complex of the Cu(Il)-dipeptide systems
between pH 4.5 and 8 [11] i.e. close to the physiological
pH. All the dipeptides used in this study are of L,L
conformation.

R1 0

\
ch//
NH,. N
OH;~

. R2
Qu cH
o}

(0]
Structure of CuH_ A

All the structures studied in our work were built using
the program EMO (version 2001) by introducing the Allin-
ger code of the atoms of the molecules studied, by the key-
board of the computer then the energy is minimized by
using the semi-empirical parameters. The most stable con-
formation is obtained from various starting geometries,
after optimisation.

In order to avoid the local minima corresponding to
unstable conformers, we carried out it with the option
“SCAN” which makes it possible to sweep the surface of
potential energy (PES). This enabled us to eliminate the
geometries having little chance to generate the most stable
conformers. Energies of the found conformers are opti-
mised by the semi empirical method SAM1/d. The most
stable conformations have the lower energies. For each
structure we done the energies: Egmo, Estretchings Ebending

Etorsiom EVan Der Waalss and ESAMl/d~
The results (energies) obtained are gathered in Table 3.

4. Discussion
The formation constants of different species can be

determined by the potentiometric measurements [11], see
Table 2.

L,L-Leu-Phe-Cu(1I)

L,L-Phe-Leu-Cu(1I)

L,L.-Met-Phe-Cu(1I) L,L-Phe-Met-Cu(II)

Eewmo (kJ/mol) 66.711 67.506 60.011 63.445
Egireten (kJ/mol) 4.71 5.05 3.88 4.01
Epinding (kJ/mol) 29.19 25.29 29.72 29.62
Erorsion (kJ/mol) —~11.26 —-9.78 —~11.97 -10.23
Eyaw (kJ/mol) 44.02 46.95 38.39 40.05
Esamia(AMPAC)(eV) —5153.092 —5153.081 —5191.404 —5191.336
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Comparing each pair of ligands, where two amino
residues are the same, but differing in sequence, we remark
a significant increase in stability of complexes when the
C-terminal residue contains an aromatic ring. The differences
of formation constants are gathered in Table 2 (log . 1 1 eu-Phe >
10g B1 1 -Phe-Leu a0d 108 B1 1 Met-Phe > 10 B i-Phe-Met)-

It is known that the influences of non-coordinating side
chains are different according to the species. If we exam-
ine the structure of the CuH_;A species determined by
e.s.r. measurements [26,27], we see that the two side
chains are both involved in the stability of complex. Gen-
erally for L,L-dipeptides containing two large non-covalent
side chain groups, the stability of MH_ ;A species is great-
er than of the corresponding 1,pD- or p,L dipeptides due to
a hydrophobic interaction between two side chain groups
which are located on the same side [5]. However, this
hydrophobic interaction is less evident when the dipep-
tides contain a benzyl group, because the interaction
between the alkyl group and the aromatic ring is less
effective [5]. This increase in stability for the r,L-Leu-Phe
and L,L.-Met-Phe can be proposed as the result of a n—d
interaction between the aromatic ring and the copper
ion [28-30].

For every pair of dipeptides which contain the same
amino acid residues, we could make the following compar-
ison [12]:

(1) Electronic effect. For MH_|A species, this effect
should be similar for the two dipeptides, because it
is only dependent upon the distance. Referring the
structural representation, R1 and R2 have almost
the same distance from the center metal ion.

(2) Steric effect. This effect destabilizes the complex. The
tridimensional model shows that the R2 residue sets
above the metal ion. In the case of L,L-Leu-Phe and
L,L.-Phe-Leu, the two side chain (CH3),CHCH, and
C¢HsCH, are different. But their steric effect may
be comparable [5].

(3) Hydrophobic interaction between two side chains. The
structure established for the MH_;A species accord-
ing to the e.s.r. studies shows a CulNO, in-plane chro-
mophore, which requires two side chains located on
the same side, with respect to this basal plane when
L,L-dipeptides are considered. Such an arrangement
results in an interaction giving rise to hydrophobic
micelles, thus decreasing the solvation enthalpy.

The above discussion excludes the possibility that the
significant increase in stability, for the dipeptides contain-
ing an aromatic residue in C-terminal with respect to the
N-terminal location, is the result of the other different
effects than those enumerated in (1) to (3). This increase
is then very probably due to n—d interaction.

In the light of the results obtained by calculation, we
notice that the order of stability of the studied systems is
as follows: r,.-Met-Phe-Cu(Il) > r,L.-Phe-Met-Cu(Il) and
L,L,Leu-Phe-Cu(Il) > L,L-Phe-Leu-Cu(II).

We notice a significant increase in the stability of the
cupric complexes, when the aromatic group is in C-termi-
nal position (r,L-Leu-Phe and r,.-Met-Phe) compared to
the dipeptide containing the same amino acids, but the
residue phenyl is into N-terminal (L,L.-Phe-Leu and
L,L-Phe-Met), (E.i-reu-rphe < Eiipheres and Ep; Mei-Phe
< E. 1 phe-Met). This phenomenon is attributed to the inter-
action between the 7 electrons of the aromatic ring and the
d orbitals of the Cu(II). Results obtained by the calculation
are in agreement with those obtained by the potentiomeric

study (log B i-reu-phe > 108 Br i phe-Lew and log B met-phe >
10g ﬁL,L-Phe-Met)-

5. Conclusion

The presence of an aromatic ring in the C-terminal res-
idue gives generally a more stable [MH_;A] species. This
stabilising effect was attributed to an interaction between
the metal ion and the aromatic ring. This interaction is
found only when the aromatic ring is located in the C-ter-
minal residue, because the Cu—O bond is weak and easily
distorted. However, the rigid Cu—N bond formed when the
aromatic ring is in the N-terminal residue does not favour
this interaction [11].
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Carbohydrates play vital roles in many biological processes, such as recognition, adhesion, and signalling between cells. The Lewis
X determinant is a trisaccharide fragment implicated as a specific differentiation antigen, tumor antigen, and key component
of the ligand for the endothelial leukocyte adhesion molecule, so it is necessary or essential to determine and to know their
conformational and structural properties. In this work, conformational analysis was performed using molecular dynamics (MD)
simulation with the AMBERI10 program package in order to study the dynamic behavior of of the Lewis X trisaccharide (5-D-Gal-
(1,4)-[a-L-Fuc-(1,3)]-3-D-GlcNAc-OMe) and the Lewis X pentasaccharide (-D-Gal-(1,4)-[a-L-Fuc-(1,3)]-B-D-GIcNAc-(1,3)-

B-D-Gal-(1,4)-B-D-Glu-OMe) in explicit water model at 300 K for 10 ns using the GLYCAM 06 force field.

1. Introduction

In nature, carbohydrates form an important family of
biomolecules, as simple or complex carbohydrates, either
alone or covalently linked to proteins or lipids [1]. They play
vital roles in many biological processes, such as recognition,
adhesion, and communication between cells. Carbohydrates
that are covalently linked to a nonsugar moiety (proteins,
peptides, or lipids) are the most prominent cell-surface-
exposed structures. The highly diverse structural variability
of carbohydrates makes them good candidates for cell recep-
tors and recognition molecules [2].

Determination of the three-dimensional structure of
oligosaccharides and understanding the molecular basis of
their recognition by receptors represent the main chal-
lenges of structural glycobiology. Elucidation of the three-
dimensional structures and the dynamical properties of
oligosaccharides is a prerequisite for a better understanding
of the biochemistry of recognition processes and for the
rational design of carbohydrate-derived drugs [1].

The human histo-blood group ABH (O) systems were
the first major human alloantigens to be identified. The
carbohydrate nature of the A, B, H, and Lewis antigens was

established in 1950s [3, 4]. Figure 1 shows a schematic rep-
resentation of current histo-blood group antigens although
additional rare types also exist [5]. The oligosaccharidic
epitope of ABH (O) and Lewis histo-blood groups have been
the subject of many structural investigations. The energy
maps of all of the disaccharides have been established by
molecular mechanics methods [6, 7].

The determination of conformational preferences of
oligosaccharides is best approached by describing their
preferred conformations on potential energy surfaces as a
function of the glycosidic linkage ¢, y torsional angles. In the
early days of conformational analysis of oligosaccharides, the
calculations of either rigid or, later, relaxed conformational
maps predominated. Today, complex simulation techniques
such as molecular dynamics are increasingly being used.
Several examples can be found in the literature of “state-of-
the-art” conformational search strategies in order to simplify
the complexity of the multiple-minima problem [8].

In this work, we carried out extensive, explicit solvent
MD simulation studies for tri- and pentasaccharide Lewis
X for 10ns. Each monosaccharide unit in the Lewis X
molecules adopts the typical *C; chair conformation, with no
significant deviation from the classical pyranose ring shape.
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Figure 1: Continued.
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FIGURE 1: Schematic representation of histo-blood group oligosaccharides.

The objective of this study was to explore the conformational
behaviour of those oligosaccharides in explicit water model
at 300 K for 10 ns using the GLYCAM 06 force field.

2. Theoretical Approach

The atomic labelling and the torsion angles of interest are
given in Figure 2. The torsion angles ¢, ¢ are defined ¢ = 9
(05-Cl-02-C'2), v = 9 (Cl-0'2-C"2-C'3), and w = 9 (O5-
C5-C6-06). The conformations with specific torsion angles
w are referred to as gauche-trans (gt; w = 60°), gauche-
gauche (gg; w = —60°) and trans-gauche (tg; w = 180°).

The MD simulations were carried out using AMBER10
[9] at a temperature of 300 K. This temperature was chosen
because our primary objective was to study the dynamics of
the oligosaccharides at physiologically relevant conditions.
The starting Lewis X pentasaccharide and trisaccharide
monomer coordinates and parameters were constructed with
the “Glycam Biomolecule Builder” available online from the
website of Woods group [10] (see Schemes 1 and 2).

Since these coordinates are not optimized, a first min-
imization by molecular mechanics (1,000 steps of steepest
descent followed by 1,000 steps of conjugate gradient min-
imization with a gradient tolerance of 0.05 kcal mol~!) was
made with AMBER package version 10 [9]. Force field GLY-
CAM 06 was used for oligosaccharides (it used to simulate
the interatomic interactions responsible for oligosaccharide

w C6—— 06

C4\ %

C5——05

C3 —Cz\ ¢ . Y
cfg ﬂc'n

FIGURE 2: Atomic labeling and torsion angles of interest.

and glycoprotein dynamics and is currently suitable for
all biologically relevant N- and O-linkages in oligo- and
polysaccharides and glycoproteins [11]). The simulations
were carried out using an explicit solvent environment with
AMBER package version 10. The solvated system for the
oligosaccharides molecules was prepared using an explicit
water box of 8 A in the xleap module of AMBER10. The
number of water molecules was 569 for the trisaccharide and
1072 for the pentasaccharide. All simulations were run with
the SANDER module of AMBER with SHAKE algorithm
[12] (tolerance = 0.0005A) to constrain covalent bonds
involving hydrogens, using periodic boundary conditions,
a 2fs time step, a temperature coupling [13], a 8 A cutoff
was applied to the Lennard-Jones interaction, and constant
pressure of 1atm. The nonbonded list was updated every
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FIGURE 3: Relaxed conformational energy maps for the trisaccharide Lewis X calculated using the GLYCAM 06 force field.

10 steps. This preliminary study was aimed at finding the
most energetically favorable structure which was found at
4856.9 ps for the trisaccharide and at 2411.8 ps for the
pentasaccharide. Those conformations were found with a
“home-made” Perl script that merely checked all energies
values, finding the lowest one and giving the associated struc-
ture [2].

The PTRAJ module of AMBERIO was used to ana-
lyze and process the trajectory and coordinate files from
SANDER, where the analyses might include carrying out
superimposition, clustering analysis of hydrogen bonds, cal-
culating fluctuations in bonds, angles, or dihedrals, correla-
tion functions, and so forth, and the root mean-square devi-
ations (RMSDs).

Finally, isoenergy contour maps were generated with
ORIGIN and SURFER 9 (Golden Software, Inc., Golden
Co) [14]. The positions of the minima in these maps were
subsequently calculated by minimizing the energy without
restraints of those grid points indicating minima on the
maps.

3. Results

The calculated adiabatic conformational energy surfaces (¢,
y) for the tri- and pentasaccharide Lewis X are presented
as potential energy contour maps in Figures 3 and 4,
respectively. The contours are separated by 1 kcal/mol and
range from 1 to 10 kcal/mol. The energies are given relative
to the lowest minimum. Geometries and relative potential
energies of the predicted minima are listed in Tables 1 and
2, and the lowest energy conformers for each compound are
shown in Figures 3 and 4.

TABLE 1: Potential Energy, torsional angles for the conformers with
low energies of the trisaccharide Lewis X.

PE (kcal/mol) ¢1 () vi(®) ¢ () . ()
Conformer 1  —5446.95 —61.84 1247 —-61.54 —104.33
Conformer2  —5442.50 —84.91 155.63 —69.95 —92.95
Conformer3  —5440.08 —80.60 139.25 -55.46 —98.51
Conformer 4  —5437.12 -56.58 130.28 -59.61 —80.28

3.1. System Root-Mean-Square Displacement. RMSD is an
important parameter for describing the system stability.
Figures 5 and 6 show the function curves between mass
weighted RMSD fit and the time of the tri- and pentasaccha-
ride Lewis X during dynamics simulation process, respec-
tively.

3.2. Computation of Phi/Psi for Modeled Oligosaccharide. In
the present study, structure prediction of oligosaccharides
has been made through the torsion angles phi (¢)/psi (v).
The combination of ¢ and y angles fully determine the
conformation of an oligosaccharide. Figures 3 and 4 show
the distribution of sterically allowed and energy minimized
conformations in ¢/y glycosidic space obtained from our
explicit solvent MD simulations for 10ns in the case of
the tri- and pentasaccharide Lewis X, respectively. These
figures also show the best conformers (which have the low
energies). These conformers and their corresponding ¢/y
angular values are reported in Tables 1 and 2 for the tri- and
pentasaccharide Lewis X, respectively.
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FIGURE 5: RMSD of the trisaccharide Lewis X as a function of time during MD, compared to the lowest-energy conformation.

TABLE 2: Potential energy, torsional angles for the conformers with low energies of the pentasaccharide Lewis X.

PE (kcal/mol) ¢:1(°) Y1 (%) ¢2 (°) ¥ (%) ¢; (%) vy (%) ¢4 (°) vy (%)
Conformer 1 —10191.15 —78.30 —97.88 —124.4 64.97 —108.27 —173.37 —57.54 15.18
Conformer 2 —10162.71 —65.65 —106.09 —73.57 136.95 —-52.97 —155.29 —-71.26 22.90
Conformer 3 —10162.25 —-56.49 —112.26 —78.58 144.67 —55.95 —157.92 —69.85 23.71

Conformer 4 —10152.28 -71.67  —-108.12  —75.73 152.13 =73.72  —-163.60 —74.94 18.04
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FIGURE 6: RMSD of the pentasaccharide Lewis X as a function of time during MD, compared to the lowest-energy conformation.
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ScHEME 2: Lewis X pentasaccharide.

4. Discussion

The monitoring of kinetic, global, and potential energies
along the trajectory, as well as the pressure and temperature,
indicate that the global periodic system is stable and does not
present simulation artefacts. Kinetic energy increased slowly,
whereas potential energy decreased gradually during the sim-
ulations. The total energy of a system to be simulated should
be conserved, whereas the fluctuation of a temperature is
caused by the interconvention of the kinetic and potential
energy components [15].

The RMS variations as a function of time are displayed
on Figures 5 and 6 for the tri- and penta-saccharide Lewis X

respectively, and indicate that both systems are equilibrated
after 500 ps. The visual examination of the two 10 ns trajec-
tories shows that both oligosaccharides are stable. An RMSD
analysis was carried out to quantify the structural differences.
The RMSD between the PDB starting structure of the simu-
lations (obtained from Glycam biomolecule builder), and the
low-energy conformers structure considering only the heavy
atoms is 0.03 A and 0.20 A for the tri- and penta-saccharide
respectively. This shows that both oligosaccharides are stable.
During the simulation of those oligosaccharides, we
notice that for the pentasaccharide the most stable conformer
is obtained at 2411.8 ps and that for the trisaccharide was
obtained at 4856.9 ps. This means that the pentasaccharide
is less flexible than the trisaccharide due to the steric effect.

5. Conclusion

A complete understanding of the role of carbohydrates
in biological systems is to a large extent dependent on
the information available about the equilibrium mixture
and about the preferred conformation of the carbohydrate
molecules in solution. The conformational analysis offers
a tool which can determine all possible conformations
which influence the solution behavior of carbohydrates. This
work represents a theoretical study of tow oligosaccharides
tri- and pentasaccharide Lewis X using molecular dynamic
simulations in explicit water with the AMBERIO program
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package. RMSD measures of the accuracy of carbohydrates
around their average conformations play an important indi-
cator of many biological processes such as macromolecular
recognition and complex formations [16].
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Abstract: In this thesis, classical molecular modeling mdtiogies (molecular mechanics and
dynamics) have been used to elucidate structuthtignamic features of biomolecules: carbohydrates
(Lewis X tri-and pentasaccharide), oligopeptidepéptides), and dipeptide complexes of copper ()
Two main topics were discussed:

i) Systems L,L-Phe-Leu-Cu (Il), L,L-Leu-Phe-Cu (Il),LEPhe-Met-Cu (ll), and L,L-Met-Phe-
Cu (IlI) were studied by molecular modeling. Resultstained by the calculation, which are in
agreement with those obtained by the potentionsgtdy, show a significant increase in stability of
complexes of copper, when an aromatic residuecetdal at the C-terminal (relative to L,L-dipeptides
containing the same amino acid residues), thisiéstd the interaction between the d orbital of @pp
andrmtelectrons of the aromatic ring.

ii) The conformational analysis was performed usimgrtiolecular dynamics (MD) simulation
with the AMBER10 program to study the dynamic bebawf the Lewis X trisaccharide3{D-Gal-
(1,4)-[a-L-Fuc-(1,3)]B-D-GIcNAc-OMe), and Lewis X pentasaccharidg-0d-Gal-(1,4)-p--L-Fuc-
(1,3)]8-D-GIcNAc-(1,3)$-D-Gal-(1,4)$-D-Glu-OMe) in the explicit water model at 300 Krfb0 ns
using the GLYCAMOG6 force field. The same procedigaised for the conformational analysis of
tripeptides: L,L-Gly-Phe-Phe (commercial), L,L-PB&+-Phe, and L, L-Phe-Phe-Gly (synthesized by
the Prof. S. Ghalem) using the force field FF99SB.

Key words: conformational analysis, oligosaccharide, Lewjokgopeptide, molecular modelling.

Résumé : Dans cette these, des méthodes classiques de isatidél moléculaire (mécanique et
dynamique moléculaire) ont été utilisées pour élecies caractéristiques structurales et dynamiques
des biomolécules : des glucides (tri- et pentasaabd Lewis X), des oligopeptides (des tripeptids)
des complexes di-peptidique de cuivre (Il). Deuetsuprincipaux ont été abordés:

i) Les systémes L,L-Phe-Leu-Cu (ll), L,L-Leu-Phe{@y L,L-Phe-Met-Cu (ll), et L,L-Met-
Phe-Cu (1) ont été étudiés par modélisation md&mi Les résultats obtenus, qui sont en bon accor
avec les résultats obtenus par les études potetttigres montrent une augmentation significative de
la stabilité des complexes de cuivre, quand umluéaiomatique est située en position C-terminal (pa
rapport au L,L-dipeptides contenant les mémes uésithcides aminés), ce phénomene est attribuable
a l'interaction entre I'orbitale d du cuivre et Eectronstdu noyau aromatique.

i) L'analyse conformationnelle a été réalisée edisatit la simulation de dynamique
moléculaire (DM) avec le programme AMBER10 afintutker le comportement dynamique du
trisaccharide Lewis X(B-D-Gal-(1,4)-p-L-Fuc-(1,3)]$-D-GIcNAc-OMe), et du pentasaccharide
Lewis X (B-D-Gal-(1,4)-p-L-Fuc-(1,3)]$-D-GIcNAc-(1,3)$-D-Gal-(1,4)p-D-Glu-OMe) dans le
modéle d'eau explicite & 300 K pendant 10 ns disarit le champ de force GLYCAM 06. La méme
procédure est utilisée pour [l'analyse conformatadlen des tripeptides: L,L-Gly-Phe-Phe
(commercial), L,L-Phe-Gly-Phe, et L,L-Phe-Phe-Gdyr{thétisé par le Pr S. Ghalem) en utilisant le
champ de force FF99SB.

Mots-clés analyse conformationnelle, oligosaccharide, Levwds oligopeptide, modélisation
moléculaire.



