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Résumé

La désamination spontanée correspond a I’hydrolyse de la cytosine en uracile, processus au

cours duquel de I’ammoniac est libérée.

Dans cette étude, la méthode de DFT/B3LYP a base 6-31 G* a été appliquées pour étudier le
processus désamination de la cytosine par deux molécules d’eau, quatre réactions ont été
étudier : L'addition nucléophile d’une des molécules d’eau en C4 de la cytosine conduit a
I’intermédiaire réactionnel IR1. IR1 est ensuite protoné au niveau du groupement
exocycliqgue—-NH2, ce qui conduit & I’intermédiaire réactionnel cationique IR2. Une rupture de
la liaison entre le carbone C4 et le groupement exocyclique -NH3+ conduit au complexe IR3
entre une molécule d’uracile protonée, une molécule d’eau et une molécule d’ammoniaque.
Ce dernier est en équilibre acido-basique avec le complexe P entre une molécule d’uracile,

une molécule d’eau et un cation ammonium.

L’étude de la réactivité chimique de la réaction de désamination de I’ADN a été effectuée par
la localisation des états de transition par QST2 et QST3 suivie par un calcul IRC pour la
vérification de chemin réactionnel de différentes étapes de désamination, les propriétés

thermodynamiques ont été montré que la réaction est spontanee et favorable.



Abstract

Spontaneous deamination corresponds to the hydrolysis of cytosine to uracil, a process in

which ammonia is released.

In this study, the method of DFT/b3lyp based on 6-31 G * was applied to study the process of
deamination of cytosine by two water molecules, four reactions were studied: the nucleophilic
addition of one of the water molecules in C4 of cytosine leads to the reaction intermediate
IR1. IR1 is then protonated at the exocyclic NH2 group, leading to the cationic reaction
intermediate IR2. A breakdown of the bond between carbon C4 and the exocyclic NH3 +
group leads to the IR3 complex between a protonated uracil molecule, a water molecule and
an ammonia molecule. The latter is in acid-base equilibrium with the P complex between a

uracil molecule, a water molecule and an ammonium cation.

The study of the chemical reactivity of the DNA deamination reaction was carried out by the
localization of the transition States by QST2 and QST3 followed by an IRC calculation for
the reaction path verification of different deamination stages, the thermodynamic properties

were shown that the reaction is spontaneous and favorable.
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Introduction générale

La recherche et la synthése des composés chimiques et biochimiques sont aujourd’hui souvent
associees a une etude par modélisation moléculaire, qui est une technique permettant de
construire, visualiser, manipuler et d’analyser la structure et la réactivit¢ d’un systeme de
particules. L’évolution des outils informatiques ont permis le développement important de

nouveaux outils spécialement dédies a la modélisation moléculaire.

La grande taille d’une molécule d’ADN et la complexité de son environnement naturel
rendent nécessaire 1’¢laboration de modeéles de cette molécule pour en appréhender la
réactivité. Cette derniére peut ensuite étre étudiée expérimentalement, grace a diverses
méthodes de chimie analytique, mais elle peut également étre simulée. C’est cette derniére
approche qui a été choisie pour ce travail, avec a la base des simulations réalisées, la théorie
de la chimie quantique. Il s’agit donc de comprendre par une approche microscopique les

conséquences observées expérimentalement a 1’échelle macroscopique.

Le premier chapitre partie de ce travail, concerné a une revue bibliographique ; nous avons
présenté un apercu général sur le phénoméne de désamination, la cytosine, la 5-

methylcytosine et les mécanismes réactionnels proposés pour ces deux derniére.

Le deuxieme chapitre, consacré a des rappels des différentes méthodes quantiques pour
simuler un systéme moléculaire. Une attention particuliére a été réservée aux méthodes de la
DFT qui ont été utilisées dans ce travail. Nous avons présenté aussi une des théories les plus
utilisées pour 1’étude de La réactivité chimique d’une réaction, a savoir : La théorie de 1’état

de transition.

Les resultats et la discussion ont été détaillés dans le troisiéme chapitre.

Une conclusion générale clos ce mémoire.



CHAPITRE |
La désamination de I'ADN

e Introduction

Au cours du cycle cellulaire, les molécules d’ADN sont fidélement reproduites. Mais il arrive
que l'information génétique subisse des modifications qui surviennent spontanément ou qui
sont introduites volontairement par génie génétique.

Des modifications spontanées de la molécule d'’ADN se produisent durant l'intégralité du
cycle cellulaire. Une cytosine peut spontanément perdre son groupement NH2 (désamination)

et se transformer en uracile.
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Figure.1l : Exemple de désamination de I’ADN

1. L’ADN

La molécule ADN est constituée d’un grand nombre de nucléotides (environ 3,3 milliards de
paires de nucléotides) qui vont permettre la création d’acides aminés, composants des
protéines. On compte 4 sortes de nucléotides (appelés aussi bases) symbolisés par les lettres
A, C, G et T respectivement nommés Adénine, Cytosine, Guanine et Thymine (figure 1). Un
nucléotide est une structure chimique composée d’une base azotée, d’un phosphate et d’un

sucre.



Ces quatre nucléotides suffisent pour coder la fabrication de 20 acides aminés présents dans
notre corps. Des chaines de 100 a 1000 acides aminés vont constituer les protéines qui sont
les “hommes a tout faire” de notre corps. Les protéines vont en effet permettre le bon
fonctionnement de nos organes, de nos yeux, nos muscles et de toutes les fonctions vitales de
notre organisme. Les milliers de protéines présentes dans notre corps gérent toute notre
activité biologique en passant par la création de molécules ou par la transmission
d’informations. Les protéines qui ont une activité¢ de catalyseur sont appelées des enzymes.
Ainsi la protéine qui permet de copier une molécule ADN en deux molécules ADN identiques

est une enzyme appelée ADN polymérase.
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Figure.2: De la cellule a la protéine

Notre ADN est composé de deux brins, plus exactement de deux chaines complémentaires de
nucléotides. Les deux chaines sont complémentaires car il existe une complémentarité
chimique qui fait que la Guanine fait toujours face a la Cytosine et I’Adénine toujours face a
la Thymine a I’aide de liaisons moléculaires appelées “liaisons hydrogénes™ (3 pour le couple

G-C et 2 pour le couple A-T). On peut repréesenter ces deux brins de maniére schematique :
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Figure.3 : Associations des nucléotides par les liaisons hydrogenes

Il. Lesdommages de ADN

Au cours de la vie cellulaire, I’ADN est constamment endommagé¢ par des agents endogenes
et exogenes. Les réactions ainsi induites conduisent a des modifications chimiques de I’AND.
L’ADN peut étre modifié par des agents physiques comme les radiations ionisantes (rayons X
et gamma), et la lumiére ultra-violette, et aussi par des agents chimiques : Des réactions

hydrolytiques spontanées comme la désamination peuvent aussi avoir lieu.

Les types de dommages de I’ ADN sont varies:
I1. 1 Mésappariements :

L’ADN peut subir des processus de dégradation spontanée. En effet, la double hélice peut
étre altérée en raison de son instabilité chimique (vide supra) mais aussi lors de la réplication,
suite a des erreurs générées par les polymérases. La formation de mésappariements ou de
boucles non appariées peut étre la conséquence de I’introduction d’une base erronée par une
polymérase lors de la réplication et d’un glissement d’un brin par rapport a I’autre par cette

polymeérase
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Figure.4 : Boucle non appariée créée par un glissement lors de la réplication

Ces erreurs enzymatiques sont tres mutagenes si elles ne sont pas réparées. Pour prévenir
I’induction de ces processus déléteres, de nombreuses vérifications sont effectuées lors du
processus de réplication. En effet, lors de la division cellulaire suivante, les polymérases
recopient les deux brins de I’ADN de manicre efficace étant donné que les bases insérées sont
normales. De plus, un systeme de réparation post-réplication a été développé par les

organismes vivants : ainsi la correction des mésappariements fait intervenir une methylation.
11.2. La désamination

Les premiéres études cinétiques de la réaction de désamination spontanée de la cytosine et ses
dérivés remontent aux années 1960, L’hydrolyse de la cytosine en uracile est une 1ésion tres
fréquente dans les organismes vivants. [1,2] La présence anormale d’uracile dans I’ADN est
facilement détectée et la base est efficacement excisée par 1’enzyme DNA uracile-N-
glycosylase.

La cytosine méthyle en C5 est elle aussi susceptible de se désaminer dans les conditions
Physiologiques de température et de pH. Elle est hydrolysée en thymine, une des bases de
I’ADN. La lésion est alors réparée suite a I’identification du mésappariement G : T.
Cependant, La 5-methylcytosine se désamine quant a elle spontanément quatre a cing fois
plus vite que la cytosine. [3-6]. Il est a noter que la mutation d’un résidu 5-methylcytosine en
thymine, dans le brin complémentaire est de loin la mutation la plus fréquente dans les
cancers humains, ce qui en fait une Iésion importante a étudier.

La désamination, en chimie organique, représente la fuite d'une molécule d'un groupe amine,
avec pour conséquence la production d'une molécule d'ammoniac. Ici, la désamination est

une hydrolyse mettant en jeu les bases contenant des amines exocycligues.


https://www.aquaportail.com/definition-5926-ammoniac.html
https://www.aquaportail.com/definition-8406-hydrolyse.html

La désamination de l'amine exocyclique de l'adénine, la guanine, la cytosine et la 5-
méthylcytosine (formée par méthylation épigénétique de la cytosine), conduit respectivement
aux bases hypoxanthine, xanthine, uracile et thymine [7]. Néanmoins, les désaminations les
plus courantes concernent la cytosine et la 5-méthylcytosine. Chimiquement, cela implique le
remplacement d’un groupement donneur de liaison H « amino » par un groupement accepteur
« 0x0 », ce qui modifie les propriétés d’appariement des bases et peut donc conduire a des

altérations de la séquence codante.

I11. Mécanismes réactionnels étudie

[11.1. Désamination de Cytosine
Almatarneh et al ont proposé un mécanisme dans le cas 1’agent électrophile doit étre la
cytosine non protonée, et 1’agent nucléophile est une molécule d’eau [8], Afin d’abaisser
I’énergie d’activation associée a 1’addition nucléophile de la molécule d’eau en C4 de la
cytosine, on a proposé de rajouter une seconde molécule d’eau dans le systéme moléculaire

afin de jouer le role d’assistant a 1’addition nucléophile.

Le mécanisme réactionnel proposé pour la désamination de cytosine est un mécanisme en
quatre étapes, schématisé sur la Figure 1. Le réactant, noté R, est un complexe stabilisé par
liaisons hydrogeénes entre une molécule de cytosine et deux molécules d’eau. L’addition
nucléophile d’une de ces derniéres en C4 de la cytosine conduit a I’intermédiaire réactionnel
IR1 ou le carbone C4 est tétraédrique. Cette étape, associée a I’état de transition TS1, se fait
avec la participation de la seconde molécule d’eau. La réaction ayant lieu en milieu aqueux et
donc portique, I’intermédiaire réactionnel IR1 est ensuite protoné au niveau du groupement
exocycligue —NH2, ce qui conduit a I’intermédiaire réactionnel cationique IR2, dont la
rupture de la liaison entre le carbone C4 et le groupement exocyclique -NH3 * via I’état de
transition TS2 conduit au complexe IR3 entre une molécule d’uracile protonée, une molécule
d’eau et une molécule d’ammoniaque. Ce dernier est en équilibre acido-basique avec le

complexe P entre une molécule d’uracile, une molécule d’eau et un cation ammonium.
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Figure.5 : Le mécanisme de désamination de la cytosine avec 2 molécules H 20 [9]

111.2. Désamination de 5-Méthylcytosine
Le mécanisme de désamination du 5-MeCyt dans des solutions aqueuses neutres impliquera
vraisemblablement une protonation en N3 dans I'étape initiale, accompagnée d'une réaction
d'addition-élimination conduisant a la perte hydrolytique du groupe 4-amino exocyclique

comme également proposé pour la Cytosine.

Le mécanisme étudier ici est la réaction de désamination de la 5-méthylcytosine avec H 20 en
milieu aprotique qui conduit a la formation de thymine en interaction avec un cation
ammonium et une molécule d'eau ; est un mécanisme en trois étapes ou le 5-MeCyt neutre est

directement attaqué par un dimére d'eau. L'intermédiaire résultant est ensuite protoné pour



permettre I'élimination d'un cation ammonium. Cette voie est la plus représentative de la

désamination en milieu protique a pH neutre.
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Figure.6 : Mécanisme de désamination de la 5-MeCyt avec H 20 en milieu protique. [9]
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CHAPITRE I

Meéthodes quantiques et cinétique chimique de la réaction

Introduction

Le Développement important des moyens informatiques (mémoire plus importante, calcul
scientifique, infographie, ...) au cours de ces dernieres années a permis a la chimie de
s'enrichir d'outils informatiques spécialement dédiés a la représentation des molécules. Ainsi
un nouvel outil est apparu permettant a tout chimiste de mieux appréhender les problemes liés
au domaine moléculaire "la Modélisation Moléculaire". La modélisation moléculaire implique
l'utilisation de méthodes de calculs théoriques (mécanique moléculaire, dynamique
moléculaire, mécanique quantique ab-initio ou semi-empirique, ...) permettant de déterminer
la représentation graphique de la géométrie et d'évaluer les propriétés physico-chimiques de la
molécule étudiée. La modélisation moléculaire permet d'interpréter des phénomeénes physico-
chimiques, de suggérer des nouvelles expériences et d'analyser ainsi des résultats d'une facon
plus critique que les expériences classiqguement utilisées, elle est donc complémentaire a

I’expérience.
Nous citons dans ces lignes les principaux objectifs de la chimie théorique [1],

e Visualisation et dessin des molécules a partir de données structurales.
e Utilisation de banques de données pour identifier les systemes moléculaires ; Obtention
d'informations sur les mouvements dynamiques des molécules et sur leurs énergies.
e Déterminer les propriétés moléculaires et les distances interatomiques.
e Reproduction et prédiction qualitative des propriétés des molécules et des macromolécules.
e Corrélation entre des propriétés moléculaires et une structure moléculaire donnée
e Evaluation de la validité d'une structure moléculaire. La plupart des méthodes de calculs

quantiques utilisent I'approximation de Born Oppenheimer (BO).
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I- Méthodes de chimie quantique

I.1- Approximations Fondamentales

Le premier axiome de la théorie quantique stipule que tout état d'un systeme n'évoluant pas,
dans le temps constitué de N particules est complétement décrit par une fonction
mathématique ¥, appelée fonction d'onde, qui dépend des coordonnées de chacune des
particules. Méme si la fonction d'onde ne possede aucune signification physique, la quantité
[P"2 [1] permet de déterminer la probabilité de présence des particules dans un élément de
volume. Le second axiome énonce que l'action d'un opérateur mathématique hermétique sur
cette fonction permet d'atteindre la grandeur physique observable correspondante. Ainsi
I'opérateur associé a I'énergie E est 'opérateur Hamiltonien H. La fonction d’onde exacte est

fonction propre de I’opérateur Hamiltonien complet :
HY =EVY
|.1.1-L’approximation Born-Oppenheimer

Les noyaux ayant une masse beaucoup plus importante que celle des électrons, il est alors
possible, selon 1’approximation de Born-Oppenheimer [2], de considérer leurs mouvements
comme étant trés lents par rapport a celui des électrons. Les électrons se déplacent alors dans
un champ de noyaux fixes. Dans ce cadre, I'énergie cinétique des noyaux peut étre supposée
constante et nulle et la répulsion entre les différentes paires de noyaux considérées également
comme constante. Cet Hamiltonien est alors utilisé pour résoudre I'équation de Schrddinger

électronique :
He .We = Ee .We

Ye est la fonction d'onde ¢électronique. Elle dépend explicitement des coordonnées
électroniques et paramétriquement des coordonnées nucléaires. Selon le principe de Pauli [3],
la fonction d'onde doit changer de signe lors de la permutation des coordonnées de deux
électrons. Ee représente I'énergie électronique. Pour obtenir I'énergie totale E' dans un champ

de noyaux fixes, on ajoute un terme de répulsion nucléaire a I'énergie électronique :

ZpZp

E'=Ee+)A - ——

Dans ce manuscrit les symboles H, ¥ et E désigner respectivement I'Hamiltonien
électronique, la fonction d'onde électronique et I'énergie totale calculée pour des positions

fixes des noyaux.
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1.1.2- L’approximation d’Orbitales Moléculaires

La fonction d'onde la plus simple qui respecte le principe de Pauli peut s'écrire sous la forme d'un
déterminant, appelé déterminant de Slater [4]. Ce déterminant pondéré par un facteur de normalisation
est construit a partir d'un ensemble de fonctions monoélectroniques, ou spinorbitales x, définies
comme le produit d'une fonction spatiale, ou orbitale moléculaire (OM) ¥, par une fonction de spin

aou P :
xi(x) = Yi(x). ai(x)
x(x) =Yj(x). aj(x)

Ce déterminant peut également s’écrire plus simplement :

I1. Méthodes de calculs : Les méthodes dérivant de la mécanique quantique sont nombreuses et

chacune présente avantages et inconvénients. Choisir la plus exacte n'est pas nécessairement une

garantie de succes : il convient d'identifier celle qui se prétera le mieux aux études envisagées.
11.1. Méthodes semi empiriques :

Dans un calcul ab initio la plus grande proportion du temps de calcul est invariablement pour
I’évaluation des intégrales. Le nombre d’intégrales a évalué augmente rapidement d’environ N4, ou N
est le nombre de fonctions de base des orbitales atomiques. Certaines de ces intégrales sont faciles a
calculer, tel que les intégrales mono- électroniques, tandis que d’autres sont beaucoup plus difficiles,
en particulier les intégrales bi électroniques a trois et quatre centres qui apparaissent au cours du
processus de résolution. La voie la plus évidente pour réduire ce temps de calcul est de négliger un
certain nombre de ces intégrales a évaluer ou encore de les approximer d’une maniére efficace[5],
c’est la principale motivation des méthodes semi-empiriques. Plusieurs méthodes semi-empiriques ont
été développées telles que CNDO, MNDO, NDDO, ...etc. . Les méthodes les plus connues sont la
méthode AM1 "Austin Model 1" [6] et la méthode PM3 "Parametrization Model 3" [7] qui offrent des
avantages réellement significatifs concernant la rapidité du calcul et une plus grande flexibilité dans la

dimension du systeme a étudier
11.2. Méthodes ab initio :

Le but ultime en chimie quantique est de pouvoir résoudre 1’équation de Schrédinger, ce qui revient a
chercher les énergies. Les méthodes ab-initio sont des méthodes non empiriques, il n’y’a pas
d'approximation a faire sauf celle de Born Oppenheimer et I'approximation OM-CLOA [8]. Dans les
méthodes ab-initio, toutes les particules (noyaux et électrons) sont traitées explicitement. Cette

méthode permet d’obtenir des résultats fiables et précis pour des molécules de petite taille. Cependant
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il est également possible d’obtenir de bons résultats a partir de méthodes quantiques moins exigeantes
en moyens informatiques : les méthodes basées sur la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT)
ont atteint un niveau de fiabilité compétitif avec des méthodes ab initio incluant la corrélation

électronique, tout en permettant de réduire considérablement la charge de calculs

11.3. La théorie de la fonctionnelle de la densité

Les méthodes de la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) reposent sur le théoreme
d’Hohenberg-Kohn [9] décrit en 1964. Ce théoréme stipule que toutes les propriétés
¢lectroniques d’une molécule peuvent étre déterminées a partir de sa densité électronique. Un
an plus tard, en introduisant des orbitales dans I’expression de la fonctionnelle d’énergie,
Kohn et Sham [10] ont développé 1’algorithme auto-cohérent (SCF) de la résolution de
I’équation de Schrodinger.

Cette autre méthode, plus récente, repose justement sur une approximation plus abrupte :
remplacer la fonction d'onde multiélectronique par la densité électronique. Le théoréme de
Hohenberg-Kohn [Hohenberg] donne une Iégitimité théorique a cette méthode en démontrant
I'existence d'un lien entre la densité électronique et I'énergie totale, dans I'état fondamental du
systeme.

De méme, il convient en DFT comme dans les méthodes de type Hartree-Fock de faire
préalablement un choix judicieux de base d'états. L'allégement calculatoire apporte par la
DFT fut la cause de son succes depuis les années 1970 en physique du solide ou les systémes
étudies comportent souvent un nombre d'atomes interdisant le recours aux méthodes ab initio
précédemment citées. Par contre, en chimie quantique, il fallut attendre les années 1990 pour
que des approximations plus raffinées rendent la DFT suffisamment précise face aux

méthodes ab initio.
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11.3.1. Fonctionnelle hybride B3LYP:

Les fonctionnels hybrides ont été développés par Axel Becke en 1993 [11]. L’approche est
basée sur I’addition d’une partie d’échange issue de la théorie Hartree-Fock, nommée énergie
d’échange exacte, a I’énergie d’échange DFT. A titre d’exemple, la fonctionnelle BLYP a été

transformé en B3LYP en ajoutant une fraction d’échange exacte
EZYP = agEP4 + (1 — ag) EZ**t + agAEY®® + EFP4 + a,(EE" + EZP4)

a=0:20; b = 0:72 et c = 0:81, sont des paramétres ajustés experimentalement par rapport a
I’énergie d’atomisation, potentiels d’ionisation, affinité protonique et les énergies d’un
ensemble de molécules. Malgré qu’un nombre assez important de fonctionnelles ont été

développées, la B3LY P reste la plus utilisée malgré qu’elle a été proposée en 1993.

11.3.2. Base 6-31G et 6-311G :

La base 6-31G est constituée de deux familles de fonctions, une fonction de base approchée
par 6 gaussiennes pour décrire les électrons de cceur et deux fonctions de base approchées
respectivement par trois gaussiennes « interne » et une gaussienne « externe » pour décrire les
électrons de valence [12].

Concernant la base 6-311G, chaque OA de cceur d’un atome est représentée par une
gaussienne unique contractée composée de 6 primitives et chaque orbitale de valence par trois
gaussiennes « interne » et une gaussienne « externe ». Dans la base 6-311G, encore plus
étendue, chaque orbitale de valence est représentée par cing gaussiennes, réparties en trois
groupes [13]

Les fonctions de polarisation : le but de ces orbitales est de décrire une modification de la
forme de la densité électronique autour d'un noyau. Pratiquement, il s'agit de modifier la
forme des orbitales atomique. Pour cela, il suffit d'ajouter des orbitales de type p aux atomes
d'hydrogene, des orbitales de type d au carbone...

Les fonctions diffuses : le but de ces orbitales est de décrire une modification de la densité
électronique a longue distance du noyau. Ceci est particulierement vrai pour les atomes
chargés ou radicalaire pour lesquels ces électrons sont géneralement localisés dans des
orbitales plus diffuses. Pratiguement, il s'agit d'ajouter une fonction avec un plus petit
exponentiel permettant une « extinction » moins rapide de la fonction. Pour cela, il suffit
d'ajouter a l'orbitale considérer un orbitale de méme type mais de n (nombre quantique

principal) plus grand.
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I11- Aspects fondamentaux et appliqués de la cinétique chimique

111 .1 Mécanisme réactionnel
111.1.1 Acte élémentaire et état de transition

On appelle acte ¢lémentaire une transformation ayant effectivement lieu a 1’échelle
moléculaire en une seule étape. Etant donné la faible probabilité de rencontre de plus de deux
especes différentes a I’échelle moléculaire, les modifications structurales pouvant avoir lieu

sont généralement minimes :
* Création d’une nouvelle liaison (addition) ;
* Rupture d’une liaison (dissociation) ;
* Création et rupture concertées d’une liaison (substitution) ;

* Plus rarement : création et rupture concertées de plusieurs liaisons (cas des réactions

péricycliques).

Une facon classique de représenter un acte élémentaire par son aspect énergétique consiste
a tracer I’évolution de 1’énergie potentielle du systéme en fonction de la coordonnée

réactionnelle. Un tel exemple est représenté Figure 1.1.

Energie
A
AGH -

coordonnée de la réaction
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Figure 8 : Illlustration schématique du chemin de la réaction

Sur ce diagramme d’énergie potentielle apparaissent deux vallées correspondant aux espéces
stables que sont le systéme des réactifs et le systeme des produits. Ces deux vallées sont
séparées par un unique col, appelé état de transition. Par nature, 1’état de transition correspond
a une structure instable, structure la plus haute en énergie potentielle sur le chemin
réactionnel. La différence d’énergie potentielle entre le fond de la vallée des réactifs et 1’état
de transition est appelée énergie d’activation. Ce n’est qu’a la fin du XXéme siecle que des
informations sur la dynamique des états de transition ont pu étre obtenues, grace a des
techniques de spectroscopie femtoseconde. Cette ¢énergie d’activation rend compte de
I’énergie a fournir pour réaliser 1’acte élémentaire en ce qui concerne 1’énergie potentielle du

systeme.

111.1.2 Intermédiaire et mécanisme réactionnels

Dans la majorité des transformations étudiées, plusieurs actes élémentaires ont lieu de facon
successive. Le profil d’énergie potentielle consiste alors en 1’alternance de cols et de vallées,

comme représenté Figure 1.2.

ET

Réactifs

Produits

CR

Premier acte élémentaire Deuxiéme acte élémentaire
réactifs — IR IR —— produits

Figure 9 : diagramme d energie potentielle dune transformation successifs

Les vallées intermédiaires entre celles des réactifs et des produits correspondent a des
especes stables, appelées intermédiaires réactionnels. Comme ces intermédiaires réactionnels

sont stables, il est a priori possible de les isoler et de les caractériser.
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Dans les études mécanistiques de réactions organiques ou organométalliques, I’objectif
principal est I’identification des intermédiaires réactionnels. Le chapitre III de cette these est
un exemple d’une telle étude. La connaissance exhaustive des différents intermédiaires

réactionnels conduit a un mécanisme réactionnel.

via [ET |j i

Réactif ——— IR
via [ET]} "

IR —— IR

via [ET]E_,

[R""! ——— IR"

via [ET]}

R" ———— Produit

Figure.10: Mécanisme réactionnel par stades.

Un corollaire a la présence d’intermédiaires réactionnels successifs est I’existence de
barricres d’énergie d’activation successives. Ces différentes énergies d’activation
correspondant a des actes élémentaires plus ou moins « difficiles » a réaliser du point de vue
microscopique (i.e. plus ou moins contraignants en terme d’approche des réactifs), certaines
étapes pourront étre plus difficilement réalisées que d’autres. Parmi toutes les étapes du
mécanisme, une étape posséde la plus grande énergie d’activation. Cette étape est appelée
étape cinétiquement déterminante. Un deuxieme objectif de 1’étude mécanistique en chimie de
synthese consiste ainsi a identifier 1’étape cinétiquement déterminante, qui fixe la vitesse

globale de la réaction.

111.2. Théorie de I’état de transition

La théorie de I’état de transition vise a fournir une expression mathématique pour les

constantes de vitesse des réactions élémentaires. Elle est basée sur quatre hypothéses [14-16]:

« Il existe une surface, située au niveau de 1’état de transition, divisant la surface d’énergie
potentielle entre la région des réactants et la region des produits. Les trajectoires traversant
cette surface en provenance de la région des réactants et en direction de la région des produits

ne peuvent que conduire a la formation des produits.
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*Méme lorsque réactants et produits ne sont pas a 1’équilibre chimique, les réactants sont

en équilibre avec les complexes activés (systemes moléculaires a 1’état de transition).
* Dans leur région, les molécules de réactants sont a 1’équilibre thermique.

» La réaction chimique est ¢lectroniquement adiabatique, et ceci méme au voisinage de
I’état de transition. Dans ces conditions, la constante de vitesse k est donnée par 1’équation

d’Eyring.

kBT (Azsc A*H® kBT A:Go\
k= exp exp = ex avec :
R RT h r J

k, la constante de Boltzmann,

h la constante de Planck,
R la constante des gaz parfaits,

T' la température,
A”S° I'entropie d’activation,
A” H® T'enthalpie d’activation,

A”G° I'enthalpie libre d’activation.

Les valeurs d’activation des grandeurs thermodynamiques correspondent a leurs variations
molaires pour aller des réactants aux complexes activés. Il est intéressant de remarquer que
dans le cadre de la théorie de I’état de transition, pour connaitre la constante de vitesse d’une
réaction élémentaire, il suffit de connaitre les paramétres thermodynamiques du ou des
réactant(s) et ceux de 1’état de transition. Il est donc tout a fait possible de ne caractériser que
certains points de la surface d’énergie potentielle pour avoir accés a la vitesse d’une réaction
chimique. L’équation d’Eyring introduit le méme type de dépendance entre constante de
vitesse d’une réaction ¢élémentaire et température que la loi empirique d’Arrhenius.
Cependant, [’énergie d’activation Ea que 1’on peut déduire d’une étude cinétique
expérimentale et I’enthalpie d’activation AH® que 1’on peut tirer du calcul de la surface
d’énergie potentielle n’ont pas exactement la méme signification physique. Il est important

d’arriver a relier les deux afin de pouvoir établir une comparaison expérience/calcul. Ce lien
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dépend de la molécularité de la réaction élémentaire, ainsi que du milieu dans lequel elle se

déroule (phase gazeuse / phase liquide). Ainsi, en phase gazeuse, il est clairement établi que :
Ea=AH° + RT (1-— An)
Ou (1— An) est défini comme la molécularité du processus.

Limites de La théorie de I’état de transition

De maniére générale, la TST a fourni aux chercheurs un outil conceptuel pour comprendre le
déroulement des réactions chimiques. Bien que la théorie soit largement reconnue, elle a ses
limitations. Ainsi, la théorie postule qu'une fois que la structure de transition descend la
surface d'énergie potentielle, elle donne un produit (ou un ensemble de produits). Cependant,
dans certaines réactions, cet état de transition peut traverser la surface d'énergie potentielle

d'une maniére telle qu'il conduise & une sélectivité non produite par la TST.

La TST est aussi basée sur le postulat du comportement classique des noyaux atomiques [17].
De fait, on postule qu'a moins que les atomes ou les molécules se percutent avec assez
d'énergie pour former les structures de transition, la réaction ne se produit pas. Cependant,
selon la mécanique quantique, pour toute barriere d'énergie finie, il existe une possibilité que
les particules puissent la traverser (effet tunnel). Si I'on considére les réactions, cela signifie
qu'il existe une chance que les molécules puissent réagir méme si elles ne se rencontrent pas
avec assez d'énergie pour passer la barriere d'énergie [18]. Bien que cet effet soita
priori négligeable pour des réactions avec des énergies d'activation importantes, il devient
beaucoup plus important pour des réactions avec des barriéres relativement basses, la

probabilité de « tunneling » croissant lorsque la hauteur de la barriére décroit.

La théorie de I'état de transition échoue a décrire certaines réactions a hautes températures. La
théorie postule que le systéme réactionnel passera par le point-selle de plus basse énergie,
dont le point le plus énergétique est appelé état de transition, sur la surface d'énergie
potentielle. Si cette description est cohérente avec les réactions se produisant a des
températures relativement basses, dans les hautes températures, les objets chimiques occupent
des modes d'énergies vibrationnelles plus élevés. Leurs mouvements deviennent plus
complexes et les collisions peuvent conduire a des états de transition tres éloignés de ceux
predits par I'énergie d'état de transition. Cet éloignement a la TST peut étre observé méme

dans I'échange simple entre I'nydrogéene diatomique et un radical hydrogene [19].

Etant données ces limitations, de nombreuses alternatives ont été développées.
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CHAPITRE 111

Résultats et discussion

Introduction

L’augmentation de la puissance de calcul des ordinateurs, I’amélioration des algorithmes, et la
mise au point d’approches originales dans les méthodes de résolution numérique des
équations de la mécanique quantique permettent de réaliser des expériences dites in silico
dans lesquelles, il est alors possible de déterminer les paramétres géométriques des molécules
avec une tres grande precision, ainsi que de calculer leurs énergies relatives. Les méthodes de
chimie quantique permettent également de calculer diverses propriétés électroniques et
optiques des molécules, permettant ainsi dans une certaine mesure la prédiction ou au moins

la rationalisation de leur réactivité.

I. Logiciels utilisés :

I.1. ChemBio3D :
Il peut étre utilisé pour la création, la manipulation et I'analyse des structures moléculaires en
trois dimensions, qui peuvent étre créées ou importées par le programme ChemDraw.
On peut dire que ce logiciel est un outil indispensable dans le domaine de la chimie, la

médecine, la biologie, ... etc. [1].

1.2. Gaussian :
Gaussian est un programme utilisé par les chimistes, ingénieurs chimistes, biochimistes,
physiciens et autres pour la recherche dans des domaines établis et émergents d'intérét
chimique. A partir des lois fondamentales de la mécanique quantique, Gaussian prédit les
énergies, structures moléculaires et les fréquences de vibration des systémes moléculaires,
ainsi que de nombreuses propriétés moléculaires et électroniques issus de ces types de calcul
de base. Il peut étre utilisé pour étudier les molécules et les réactions en vertu d'un large
éventail de conditions, y compris des especes stables et des composés qui sont difficiles ou
impossibles a observer expérimentalement, comme de courte durée et des structures
intermédiaires et de transition. Notons que nous avons utilise dans ce mémoire la version

gratuite 2003[2]. Notons que la derniére version utilisée actuellement par les laboratoires et
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les centres de recherche est celle de 1’année 2009. Le code Gaussian est rapidement devenu un

programme de structure électronique trés populaire et largement utilisé.

I1. Méthodologie de calcul

Tous les calculs de cette étude ont été effectués par le programme Gaussian 09, [3]
I’interface GaussView05 [4] a été utilisée pour visualiser les structures moléculaires. On a
réalisé I’optimisation géométrique par la méthode de la théorie de la fonctionnelle de la
densitée DFT en utilisant la fonctionnelle hybride B3LYP [5] et en choisissant les bases 6-31G
(d) et 6-31+G (d, p)

Un calcul des fréquences vibrationnelles était nécessaire pour déterminer la nature des
points stationnaires, vérifier 1I’existence de I’état de transition et pour appliquer ensuite la
technique IRC dans le but de confirmer 'unicité de 1’état de transition et de déterminer le
chemin réactionnel.

La réalisation des profils énergétiques de la surface d’énergie potentielle, nous a permis de
faire une comparaison entre les valeurs des énergies relatives et de déterminer par la suite les

points stationnaires favorables énergétiquement.

I11.1. Recherche de I’état de transition

Deux approches ont été utilisées pour la détermination des états de transitions : QST2 et
QST3. [6] Dans la méthode QST2 deux structures de départ sont nécessaires, la structure du
réactif et celle du produit. [7,8]

La structure du TS localisée par la QST2, est ensuite utilisée dans un calcul QST3 qui
nécessite trois structures (le réactif, le produit, et le TS) pour déterminer une structure du TS
plus exacte. La structure obtenue par ces méthodes est un point de selle d’ordre 1, qui posséde

une seule fréquence imaginaire. [9]

L’étape du calcul IRC [10] sera réalisée par la suite afin de dessiner le chemin réactionnel
en descendant la pente vers les intermédiaires en suivant la direction indiquée par le mode
normal de vibration de la fréquence imaginaire.

Pour un minimum sur la Surface I’Energie Potentielle, toutes les constantes de force des
modes normaux sont positives, pour chaque mode de vibration il y a une force de rappel,
comme celle du ressort. Quand les atomes effectuent un mouvement, cette force les tire et les

ralentit jusqu’a ce que les atomes se déplacent dans le sens inverse, et le mouvement est
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périodique. Pour un état de transition, I’'une des vibrations qui est le long des coordonnées de
la réaction est différente. Le mouvement des atomes selon ce mode prend 1’état de transition
vers le produit final ou le réactif, sans aucune force de rappel. Cette vibration unique qui
correspond a une fréquence imaginaire (valeur négative), fait passer I’espéce par la géométrie

de I’état de transition. [11]
11.2. Calcul IRC

Pour vérifier que la structure ainsi optimisée et représentative de la coordonnée de
réaction Souhaitée, il est nécessaire d'effectuer un calcul IRC (Intrinsic reaction coordinate)
[12] qui Permet, a partir de la structure de I'état de transition, de descendre la pente vers les
intermédiaires en suivant la direction indique par le mode normal de vibration de la fréquence
imaginaire.

Nous avons utilisé les résultats de frequence dans le calcul IRC qui permettent de vérifier
les structures des états de transition qui connecte les deux minimums.

L’IRC [13,14] a été effectué et tracé afin de montrer que le TS est bien reli¢ aux deux minima
(réactif et produit).
La cinétique nous informe sur la vitesse d'apparition et de disparition des réactifs et des

produits

I11. Discussion des résultats

I11.1. Optimisation des geomeétries initiales

Un maximum, un minimum ou les points de selles sont des points critiques dans la surface
d’énergie, qui sont caractéris€¢ par un gradient nul. Pour les distinguer il faut calculer la

matrice hessienne :

e Un minimum est caractérisé positive.
e Un maximum est caractérisé négative.
e Les points selles sont caractérisés par des valeurs propres négatives et positives. Le
nombre de valeurs propres négatives donne 1’ordre du point selle.
Autrement dit, les réactifs et les produits sont caractérisés par un ensemble de fréquences
de vibration positives tandis qu’un état de transition est caractéris¢ par la présence d’une et

une seule valeur négative dite : la fréquence imaginaire.
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Aprés avoir optimisé séparément chaque structure impliquée dans le mécanisme de
méthylation de cytosine, par la méthode les méthodes B3LYP/ 6-31G (d), 6-311+G (d, p) on a
pu déterminer les structures d’énergie minimale - minimum globaux- de chaque structure
(Figure 1V.2)

5-methylecytosine uracile

Figure 11 : représentation géométrique des molécules optimisées

Le tableau suivant montre les différentes d’énergies des géométries optimisées ainsi que les
moments dipolaires, calculées avec la base, 6-31G (d) et la base 6-31++G* de la méthode
B3LYP.
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Tableau.1l les différentes énergies des géométries et les moments dipolaires, calculées avec
6-31G (d) et 6-31++G*

6 —31g (d) 6-311++g (d ,p)

E (u.a) u (Debye) E (u.a) u (Debye)

Cytosine -395.053133 6.795672 | -392 .013533 6.795499
IR1 -431.683098 7.807962 | -418. 983068 7.807802

IR2 -411.936362 4.182024 | -401. 663293 4.181996

IR3 -467.522537 4.844024 | -476.005225 4.84843937
Uracile -414.847489 4.656379 | -404. 798423 4.656248

L’analyse des résultats du tableau précédent améne que 1’association de la base 6-31G(d) avec
la méthode B3LYP conduirait a des valeurs d’énergies supérieures a celles de la base 6-
31++G*. Les fonctions de polarisation ont été incluses dans la base du fait de la nécessité de
décrire correctement des liaisons hydrogénes. Cependant, compte-tenu du fait que tous les
systemes sont soit neutres soit positivement chargés, il a été choisi de ne pas ajouter de
fonctions diffuses dans ce qui suit.

L’écart énergétique treés elevé entre la cytosine et 1’uracile montre que cette derniére est la

plus stable.

Concernant la polarité, les valeurs du moment dipolaire u montrent que IR1 est le plus polaire

parmi les autres réactifs et IR2 est le moins polaire.

111.2. Mécanismes réactionnels étudie

Tous les calculs ont éte effectués par la méthode B3LYP/6-31G (d), malheureusement on n’a
pas pu trouver tous les états de transitions entre les intermédiaires a savoir 1’étape de
I’équilibre acido-basique entre 1’uracile protonée, une molécule d’eau et une molécule
d’ammoniaque et 1’uracile, une molécule d’eau et un cation d’ammonium et on a rencontré
beaucoup de problemes de calculs pour réaliser un QST3. Ici on a assume que les états de
transition sont qui correspond au celles obtenus par QST2.Nous allons présenter dans cette

section les résultats des calculs obtenus. Les deux propriétés thermodynamiques, la chaleur de
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formation AH et I’énergie libre d’activation AG ont été déterminées. Les résultats de calcul

sont représentés dans le tableau 2.

Les enthalpies et enthalpies libres dans le vide des différents points caractéristiques du
mécanisme proposé pour la réaction de désamination de cytosine. On notera que ces valeurs
sont exprimées relativement aux états de transition dont la géométrie a été optimisée sous

contrainte pour imposer une orientation correcte entre les réactifs et les produits.

Tableau.2 Propriétés thermodynamiques, enthalpies et enthalpies libres d’activation (kJ/mol)
calculés par la méthode B3LYP/ 6-31G*.

Systeme AH (kJ/mol) AG (kJ/mol)
R—IR1 121,4 138.54
IR1->IR2 9111 -36,6
IR2—>IR3 -29,2 +18.1
IR3—>P / /

Le Tableau.2 met en évidence que dans le mécanisme réactionnel étudié, 1’addition
nucléophile d’une molécule d’eau en C4 de la cytosine est I’étape cinétiquement
déterminante, avec une enthalpie libre d’activation AG R-TS1-IR1 =138,54 kJ/mol.
L’enthalpie d’activation dans le vide, AH (R-TS1-IR1) = 121,4 kJ/mol, une valeur positive

Signifiant une transformation endothermique.

La participation d’une seconde molécule d’eau contribue donc a abaisser considérablement
I’énergie d’activation de 1’addition nucléophile. On remarquera d’ailleurs que cette valeur
obtenue pour I’enthalpie d’activation dans le vide est tres proche de la valeur de I’énergie

d’activation déterminée expérimentalement - Ea =117+4 kJ/mol.

Pour la deuxieme étape qui est la protonation du groupement exocyclique —NH2 de
IR1 I’enthalpie libre de réaction AG est une valeur négative (AG = -36,6 kJ/mol), synonyme

d’un processus spontané et thermodynamiquement favorisée.

Les calculs montrent aussi que 1’étape suivante d’élimination d’une molécule d’ammoniaque
a partir d’IR2, est relativement facile, avec une enthalpie libre d’activation AG= + 18,1

kJ/mol et thermodynamiquement favorable avec une enthalpie de réaction AH = -29,2 kJ/mol.
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On a rencontré des difficultés de calcul pour le transfert d’un proton de ’uracile protoné vers
la molécule d’ammoniaque, dans un équilibre acido-basique. Cet équilibre reste une étape a

déterminer.

Apres des optimisations des géométries et détermination des états de transition on a dessiné le

profil de la surface d’énergie potentielle — figure.2
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Figure. 12 : Profil énergétique en kJ/mol d’une réaction de méthylation de I’ADN déterminé
par DFT/B3LYP :6-31G*
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Conclusion générale

Dans ce travail, nous avons essayé d’apporter des éléments théoriques permettant de
renseigner sur un mécanisme réactionnel de la désamination de ’ADN et sur la réactivité
observée lors de la transformation de cytosine en uracile. Nous avons pour cela privilégie les
méthodes de modélisation moléculaire basées sur la théorie de la fonctionnelle de la densité et
avons d’utilis€¢ de fagon complémentaire des méthodes quantitatives permettant de calculer
I’énergie et la structure électronique des systemes moléculaires, et la DFT conceptuelle,
modéle qualitatif de la réactivité chimique.

Plus généralement, I’utilisation de la DFT conceptuelle se révelent particulierement bien
adaptés a 1’étude de la réactivité des bases nucléiques, que ce soit a 1’état. Un seul exemple a
été étudié tout au long de ce travail a cause des circonstances exceptionnellement difficiles de

Covid 19, et il reste encore beaucoup d'informations a comprendre plus en détails.

La DFT conceptuelle permet également par le tracé de profils de réaction d’étudier les
principes de réactivité. Le controle cinétique et thermodynamique reservee aux différentes
étapes de mécanisme a confirmé que 1’addition nucléophile d’une molécule d’eau en C4 de la
cytosine est 1’étape cinétiquement déterminante et que la protonation du groupement

exocyclique -NH2 de IR1 est thermodynamiquement favorisée.
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