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Les récepteurs de l’acétylcholine (AChR) sont des protéines activées par des ligands 

appelés neurotransmetteurs. Ces récepteurs transmembranaires peuvent être de deux types 

différents, muscariniques ou nicotiniques, selon la nature des agonistes pour lesquels ils 

présentent la plus grande affinité : la muscarine ou la nicotine. Ils possèdent cependant la 

particularité d’être tous deux activés par le neurotransmetteur acétylcholine (ACh).1 Leur 

structure s’organise de sorte à délimiter en leur centre un canal cationique permettant une 

réponse excitatrice à la fois des muscles et des neurones.2 Les récepteurs nicotiniques de 

l’acétylcholine (nAChRs) appartiennent à la superfamille des canaux ioniques activés par 

des ligands (Ligand-Gated Ion Channel ou LGIC). Ces récepteurs résultent de l’assemblage 

de 5 sous-unités pouvant être homogènes ou hétérogènes. Chez les vertébrés, 17 sous-unités 

ont été répertoriées (α(1‐10),  β(1-4), γ δ et ε).3 Grâce à cette grande possibilité de 

combinaisons, les nAChRs offrent une importante diversité de propriétés physiologiques et 

pharmacologiques.4  

Ces dernières années, les nAChRs sont apparus comme une cible thérapeutique très 

prometteuse du fait de leur implication dans un grand nombre de fonctions majeures du 

système nerveux central (SNC).4, 5 Ils sont ainsi notamment ciblés pour la mise au point de 

nouveaux médicaments6 pour lutter contre les troubles cognitifs, l’accoutumance aux 

drogues, la douleur et les maladies neurodégénératives. Aujourd’hui, l’un des objectifs 

poursuivi est le développement de molécules sélectives des sous-types de populations 

distinctes des nAChRs afin de minimiser les effets secondaires potentiels et d’exercer un 

effet pharmacologique spécifique.4 Cependant, plusieurs sites des nAChRs peuvent être 

ciblés pour la recherche de nouvelles molécules thérapeutiques. En effet, ces protéines 

possèdent, en plus du site de fixation des agonistes, le site d’interaction des antagonistes et le 
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site d’accrochage des modulateurs allostériques. Ce dernier est distinct du site de fixation 

des agonistes mais est couplé à celui-ci par une transition conformationnelle.2 La fixation 

d’un modulateur allostérique peut ainsi entraîner la potentialisation de l’effet d’un agoniste. 

Dans ce contexte, plusieurs molécules ciblant spécifiquement ces différentes cibles ont 

récemment été découvertes. Ainsi, la clozapine cible le site des antagonistes des récepteurs 

α7 et donne de bons résultats dans le traitement de la schizophrénie. La galanthamine, un 

modulateur allostérique des nAChRs et un inhibiteur de l’acétylcholinestérase (AChE), est 

prescrite lors de certains traitements de la maladie d’Alzheimer et, du fait de sa double 

action, constitue un chef de file exploité pour la mise au point de nouvelles molécules.7  

La nature transmembranaire et oligomérique des nAChRs, l’existence de plusieurs 

états structuraux interconvertibles (au repos (canal fermé), actif (canal ouvert) et 

désensibilisé (canal fermé)) auxquelles s’ajoute la diversité structurale et fonctionnelle des 

sites, font de ces récepteurs une cible particulièrement complexe et rendent leur 

caractérisation structurale très difficile.8 Ces caractéristiques expliquent le manque de 

données structurales sur les nAChRs, une seule structure de ces récepteurs ayant été élucidée 

à l’heure actuelle par cryomicroscopie électronique par Unwin et al.9 Malheureusement, la 

résolution précise accessible par cette technique reste limitée, et se révèle donc insuffisante 

(4 Å) pour appréhender en détail, à l’échelle atomique, la structure des nAChRs.10 

Récemment, une étape décisive dans l’avancée de ces recherches a cependant été franchie 

grâce à la résolution structurale d’un modèle des nAChRs : l’Acetylcholine Binding Protein 

(AChBP), initialement isolée du système nerveux d’un escargot d’eau douce. En effet, cette 

protéine a l’avantage de présenter un fort degré d'homologie avec la partie N-terminale des 

nAChRs, qui comprend le site de fixation des ligands. A la suite de cette découverte, 

plusieurs structures de complexes de l’AChBP avec différents ligands des nAChRs ont été 
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résolues par cristallographie des rayons X et ont servi de support pour l’élaboration de 

modèles tridimensionnels des différents isotypes des nAChRs.11 

Dans le cadre de cette thèse, à travers l’analyse structurale de données 

cristallographiques relatives à l’AChBP et à ses complexes et grâce à la mise en œuvre de 

différentes méthodes de chimie quantique, nos objectifs sont : 

• d’approfondir les connaissances sur les caractéristiques structurales du site de 

fixation des agonistes, 

•  de mettre au point un modèle tridimensionnel du site étudiable par les méthodes 

quantiques, 

• de caractériser les éléments structuraux des agonistes, 

• de déterminer la structure et les énergies d’interaction d’une série de ligands avec ce 

modèle. 

 

 Ce mémoire est divisé en cinq chapitres. Le premier est consacré à une présentation 

générale des caractéristiques des nAChRs, aussi bien sur le plan structural que fonctionnel. 

Le rôle de l’AChBP, en particulier sa capacité à pouvoir servir de modèle aux nAChRs, est 

discuté. Dans une dernière partie, quelques pathologies associées aux désordres neuronaux 

dans lesquels les nAChRs sont impliqués sont évoquées.  

Le deuxième chapitre présente les méthodes utilisées et la stratégie 

« expérimentale/théorique » mise en œuvre pour atteindre les objectifs fixés. La méthode 

d’analyse des données structurales issues de l’exploitation des bases de données 

cristallographiques, en particulier de Protein Data Bank (PDB), est ainsi présentée. Dans un 

second temps, une présentation des techniques de spectroscopie IRMPD (Infrared 

Multiphoton Dissociation) et IRTF (Infrarouge à Transformée de Fourier) employées pour 



6                                                                                                                               Introduction 

caractériser structuralement différents ligands sera effectuée. Enfin, les méthodes théoriques 

utilisées, d’une part, pour effectuer l’analyse conformationnelle des agonistes sélectionnés et 

en déterminer quelques propriétés physicochimiques, et d’autre part étudier la structure et les 

énergies d’interactions de ces ligands avec le modèle des nAChRs seront exposées. Plusieurs 

méthodes, caractérisées par différents niveaux de sophistication, ont été testées dans le cadre 

de ce travail et seront donc successivement évoquées dans ce chapitre. 

 Les résultats obtenus au cours de l’analyse structurale des molécules sélectionnées et 

de leurs sites d’interaction seront présentés dans le troisième chapitre. Pour chaque agoniste 

des nAChRs étudié, un rappel bibliographique relatif à l’activité biologique et aux travaux 

antérieurs d’élucidation structurale sera en premier lieu effectué. Nos données théoriques 

seront alors confrontées aux observations expérimentales disponibles. Dans le cas de 

l’épibatidine, l’ensemble des résultats obtenus par spectroscopie IRMPD en phase gazeuse et 

à l’état isolé par les calculs quantiques sera exposé. 

 Dans la quatrième partie, un motif structural du site de fixation des agonistes des 

nAChRs dans l’AChBP est étudié de façon approfondi, à partir de l’analyse des données 

cristallographiques issues de la PDB et de calculs théoriques. Ce modèle est constitué de 

cinq acides aminés dont les chaînes latérales et/ou les groupes du squelette peptidique sont 

engagés dans un réseau d’interaction par liaison hydrogène (liaison H) très particulier. De 

nouvelles liaisons H intervenant dans la stabilisation locale des conformations des différents 

acides aminés ont été mises en évidence dans cette phase du travail et sont discutées. 

 Le dernier chapitre est dédié à l’étude des variations relatives d’énergie et de 

paramètres géométriques des interactions entre une sélection d’agonistes et un modèle du 

site de fixation des ligands dans l’environnement de l’AChBP. Des calculs de type 

QM/QM’, basés sur la méthodologie ONIOM disponible dans le programme Gaussian, ont 
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été effectués et sont discutés. L’intérêt de cette méthodologie pour rationaliser les variations 

d’affinité des agonistes pour l’AChBP est démontré.  
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I] Les nAChRs, membres de la famille des canaux ioniques 

activés par des ligands (LGIC) 

 I.1- Le transport des ions à travers les membranes cellulaires 

 Les canaux ioniques ont pour rôle de permettre le passage d’ions à travers la 

membrane cellulaire. Ils permettent ainsi le transport d’ions dans le sens du gradient 

électrochimique. Ces canaux présentent des spécificités plus ou moins strictes vis-à-vis des 

ions transportés. En général un canal donné discrimine bien entre anions et cations mais 

certains acceptent indifféremment cations et anions. Ces canaux partagent tous un motif 

structural commun : un pore central, formé généralement par quatre ou cinq hélices α 

transmembranaires à travers lequel les ions peuvent passer.1 

 

I.2-Modes d’ouvertures du canal ionique 

Différents stimuli peuvent conduire à l’activation du canal ionique :  

• Modification du potentiel de membrane. Le fonctionnement de nombreux 

canaux est contrôlé par la valeur du potentiel membranaire, c'est-à-dire la 

différence de potentiel ou de tension mesurée entre la face externe et la face 

interne de la membrane d’une cellule. Ces canaux, dits potentiel dépendant, 

peuvent être spécifiques d’un cation donné comme les canaux Na+, K+ et 

Ca2+. 2  

• La fixation d’un ligand. L’ouverture de certains canaux est régie par la 

présence au sein du site de fixation du récepteur d’un ligand, appelé agoniste. 
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Parmi ces types de récepteurs, on peut en citer de nombreux appartenant au 

système nerveux tels que : les récepteurs de l’acétylcholine, de l'acide 

gamma-aminobutyrique (GABA), de la sérotonine, de la glycine… Dans le 

cas des récepteurs de l’acétylcholine, on en distingue deux types: les 

récepteurs muscariniques (mAChRs) et les récepteurs nicotiniques  

(nAChRs). Les mAChRs appartiennent à la famille des récepteurs couplés à 

une protéine G et sont activés par l’ACh et la muscarine, toxine extraite du 

champignon Amanita muscaria (amanite tue-mouche).3 Ils permettent une 

réponse métabolique lente de l’ACh grâce au couplage d’une cascade de 

seconds messagers.4 Les nAChRs, quant à eux, appartiennent à la 

superfamille des canaux ioniques activés par des ligands (LGIC). Ils 

permettent une transmission rapide du signal nerveux au niveau des 

synapses.4 

• Variation de concentration en Ca2+ intracellulaire. La variation de Ca2+ libre 

intracellulaire contrôle de nombreuses fonctions cellulaires. Cette variation 

peut être le résultat de l’ouverture de canaux Ca2+ localisés dans la membrane 

plasmique. Elle est le plus souvent le résultat de l’ouverture de canaux 

localisés dans le réticulum sarcoplasmique et endoplasmique dont la 

concentration en Ca2+ est élevée.2 On peut citer le récepteur de la ryanodine et 

de l’inisitol trisphosphate comme appartenant à ce groupe de récepteurs.  
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II] Généralités sur les nAChRs 

II.1- Localisation  

Les nAChRs se rencontrent non seulement dans le système nerveux central et 

périphérique mais également dans des cellules non excitables telles que les kératinocytes, les 

macrophages, l’épithélium etc. La position de ces récepteurs au niveau des synapses dépend 

en fait du type de récepteur. Ainsi, les récepteurs de type musculaire sont situés 

postsynaptiquement au niveau de la jonction neuromusculaire, tandis que les récepteurs 

neuronaux sont localisés de façon pré ou postsynaptique (Figure 1) au niveau des neurones 

cholinergiques ou de ganglions.4 

nAChRs neuronaux 
présynaptiques

nAChRs neuronaux 
postsynaptiques

nAChRs neuronaux

préterminaux

Vésicules de 
neurotransmetteurs

neurotransmission

nAChRs neuronaux 
présynaptiques

nAChRs neuronaux 
postsynaptiques

nAChRs neuronaux

préterminaux

Vésicules de 
neurotransmetteurs

neurotransmission  

Figure 1. Différentes localisations possibles des nAChRs au niveau synaptique.1 

 

 II.2- Les nAChRs, des protéines multimériques 

La caractérisation de l’organe électrique des poissons torpilles (Torpedo californica 

ou Torpedo marmorata) très riche en nAChRs neuronaux et musculaires (plusieurs mg/kg) a 

fait l’objet d’études approfondies ces dernières décennies et a conduit à d’importantes 

découvertes.1, 5 Grâce à cette concentration importante et à l’aide de ligands possédant de 

grandes affinités pour les nAChRs tels que l’α-bungarotoxine. Ils ont pu être isolés et 
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purifiés dans les années 70.6 Ces premières études sur les nAChRs ont démontré qu’ils 

étaient de nature pentamérique, c'est-à-dire qu’ils sont composés de cinq sous-unités (Figure 

2). Au centre de cinq sous-unités, se trouve le pore du canal permettant le passage des ions. 

Aujourd’hui, on recense 17 sous-unités différentes. Elles ont été divisées en deux groupes, 

de type musculaire (α1, β1, δ, γ, et ε) et de type neuronal (α2-α10 et β2-β4).4 Quand les cinq 

sous-unités sont identiques, le récepteur est dit homomérique alors que dans le cas contraire 

il est dit hétéromérique. Ainsi, les différents types de sous-unités existantes entraînent un très 

grand nombre de possibilités de combinaisons qui sont à l’origine de la diversité 

pharmacologique des nAChRs. Par exemple, en ce qui concerne les sous-unités α, les 

récepteurs homopentamériques α7 ont été identifiés comme une cible thérapeutique 

potentielle.7 Par contre, toutes les sous-unités ne constituent pas des assemblages 

pentamériques fonctionnels.  

 

Figure 2. Vue de dessus (à gauche) et latérale (à droite) d’un nAChR. Chaque sous-unité est représentée par 

une couleur différente. 
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II-3 Les différents états possibles des nAChRs 

Les nAChRs existent sous différents états interconvertibles : basal (repos), actif (ou 

ouvert) et désensibilisé (souvent divisé en 2 sous-états : d’efficacité rapide et d’efficacité 

lente) comme l’illustre la Figure 3.4, 8 Un ligand des nAChRs va préférentiellement stabiliser 

l’état pour lequel il a la plus forte affinité. Ainsi, la fixation des agonistes comme la nicotine 

stabilise l’état ouvert (au moins de manière provisoire).8 Pour l’état désensibilisé, la présence 

d’agonistes ne permet pas l’ouverture du canal, contrairement à l’état fermé où la fixation de 

l’agoniste va permettre aux nAChRs de passer à l’état ouvert. 

 

Figure 3. Transitions allostériques selon le modèle MWC (Monod-Wyman-Changeux) entre le récepteur au 

repos (R, complexe blanc), actif (A, complexe grisé) et les états désensibilisés d’efficacité rapide (I) et 

d’efficacité lente (D) (complexes noirs).4  

 

 Les agonistes présentent une affinité particulière pour chaque sous-type de nAChRs 

selon la nature des sous-unités constitutives de celui-ci, en particulier leur composition en 

acides aminés. Certains agonistes auront ainsi des effets plus puissants selon la nature du 

récepteur, musculaire ou neuronal, tandis que d’autres n’activeront qu’un seul sous-type de 

récepteurs et seront sans effet sur leurs autres types. 
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II.4- Organisation structurale des nAChRs. 

L’organisation des nAChRs s’articule autour de trois domaines. Un domaine 

intracellulaire (DIC), un domaine s’étendant dans la partie membranaire (DTM) et un dernier 

extracellulaire (DEC) comprenant le site de fixation des ligands9 (Figure 4). Dans la partie 

N-terminale, située dans le domaine extracellulaire, est localisée une séquence de 13 résidus 

bordée par des cystéines (Cys) formant un pont disulfure, délimitant une boucle localisée 

entre le domaine du site de fixation des ligands (ligand binding site ou LBD) et le pore du 

canal.1 C’est pour cette raison que les LGICs sont aussi appelés superfamille des récepteurs à 

boucle cystéine. Les sous-unités du récepteur sont chacune organisées au niveau du domaine 

du site de fixation autour de deux séries de feuillets β arrangés dans un sandwich β ondulé 

rejoint par le pont disulfure formant la boucle cystéine9 (Figure 4). Trois autres boucles (A, 

B et C) permettent la connexion des feuillets β. La partie membranaire du récepteur est 

constituée de 4 segments d’hélice α (M1-M4) (Figure 4). Ces segments forment un cercle 

intérieur d’hélices qui délimitent le pore. Dans un récepteur fermé, les hélices du cercle 

intérieur (M2) se rapprochent du milieu de la membrane afin de former une ceinture 

hydrophobe, constituant une barrière imperméable aux ions.9 
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Figure 4. Représentation en ruban d’une vue 

latérale d’une sous-unité α parallèle à l’axe du pore 

tirée d’une structure de microscopie électronique.10 

 

II.5- Types de ligands des nAChRs  

 Comme nous l’avons vu précédemment, les nAChRs sont des canaux ioniques qui 

s’ouvrent en présence d’un agoniste. Mais il existe également d’autres ligands ayant d’autres 

activités et d’autres sites spécifiques tels que les antagonistes et les modulateurs allostériques 

(Figure 5). Les antagonistes ont un effet opposé aux agonistes. Ils peuvent être compétitifs 

des agonistes s’ils se fixent sur le même site que les agonistes ou non compétitifs lorsqu’ils 

interagissent avec le récepteur sur un site distinct de celui-ci.  

Le concept de modulation allostérique prévoit que la protéine change 

continuellement d’état conformationnel. Les transitions entre chaque état sont caractérisées 

par une barrière d’énergie différente, chaque état possédant une affinité différente pour un 

ligand. La liaison de n’importe quelle molécule sur la protéine peut affecter le complexe 

et/ou la barrière d’énergie relative à un changement conformationnel.11 Les modulateurs 
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allostériques peuvent être positifs ou négatifs. Ils sont dits positifs lorsqu’ils potentialisent 

l’effet des agonistes sur les récepteurs et négatifs s’ils produisent l’effet inverse. Il est à noter 

que les antagonistes non-compétitifs peuvent donc être considérés comme des modulateurs 

allostériques négatifs.  
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Figure 5. Représentation schématique tirée d’une structure de microscopie électronique des différents sites des 

nAChRs. Les ovales rouges indiquent les positions du site de fixation des ligands non compétitifs 

(allostériques) sur les nAChRs neuronaux hétéromériques. L’ovale bleu représente le site de fixation des 

ligands compétitifs (constitué de sous-unités α et/ou β).10  

 

II.6- Le domaine de fixation des agonistes  

Le site de fixation des agonistes des nAChRs se situe à l’interface de deux sous-

unités.1 Il est composé de résidus appartenant aux boucles A, B et C (Figure 6)9 créant une 

poche hydrophobe notamment du fait de la présence d’acides aminés contenant des cycles 

aromatiques. La sous-unité possédant les boucles A, B et C du site est dite « principale », 

l’autre étant appelée complémentaire contenant les boucles D, E et F.1 
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Figure 6. Schéma représentant le site de fixation des agonistes. La numérotation des résidus correspond au 

récepteur des organes électriques du poisson torpille12 (Torpedo californica). 

 

Dans le cas des récepteurs de mammifères, la sous-unité principale est de type α (α1-

α4, α6-α7, α9) et comprend une paire Cys-Cys située dans la boucle C (Figure 6). La 

composante complémentaire du site peut être constituée d’éléments provenant de sous-unités 

α10, α7, β2, β4, δ, γ ou ε. Comme nous l’avons évoqué précédemment, certains récepteurs 

constitués exclusivement de sous-unités α ne forment pas d’assemblages pentamériques 

fonctionnels. Ainsi, les récepteurs α5 et α10 ne fixent pas d’agonistes. De même les sous-

unités β1, β3 et α5 n’existent qu’en cinquième position dans l’architecture de ce récepteur et 

ne participent pas directement à la formation d’un site de fixation des agonistes.13 

De nombreux acides aminés aromatiques contribuent au caractère apolaire du site. 

Ainsi, les sous-unités α comportent des résidus possédant une chaîne latérale aromatique 

hydrophobe (Tyr 93, Trp 149, Trp 190 et Tyr 198, numération basée sur la numération du 

nAChR de Torpedo californica).13  
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III] Structure tridimensionnelle des nAChRS.  

 Aucune structure 3D expérimentale précise des nAChRs n’est à ce jour disponible. 

Cette situation est due au fait qu’il existe différents obstacles empêchant l’accès aisé à une 

structure expérimentale « intégrale » des nAChRs: 

• L’existence de plusieurs états interconvertibles, qui implique de savoir de quel état la 

protéine cristallisée est la plus proche. 

• La nature transmembranaire des nAChRs, qui impose des contraintes particulières en 

terme de purification, d’extraction et de cristallisation 14. 

• La nécessité d’obtenir une quantité suffisante de nAChRs pour la cristallisation et les 

mesures. 

Seule une structure complète des nAChRs obtenue par cryomicroscopie électronique à 

une résolution de 4 Å a été déposée en 2005 dans la PDB. Cette structure, obtenue par 

Unwin,9 provient d’un nAChR isolé d’un poisson torpille et non d’un mammifère. Afin de 

réussir à cristalliser de plus grandes quantités de nAChRs, Liu et coll. ont mis au point une 

technique permettant d’obtenir des masses de nAChRs purifiés de l’ordre de plusieurs 

milligrammes.15 Cette méthode consiste à produire des nAChRs chimériques de types α7 

avec des cellules HEK-293F puis à les complexer avec (i) un agoniste (R)-5-(4-

aminophenyl)-N-(quinuclidin-3-yl) furan-2-carboxamide) ou (ii) un antagoniste (α-

bungarotoxine). Ensuite, le complexe peut être purifié par HPLC.15 

De plus, c’est principalement le domaine extracellulaire, domaine de fixation des ligands, 

qui est connu le plus précisément, grâce aux travaux sur une protéine homologue des 

nAChRs appelé ACetylcholine Binding Protein (AChBP) pour laquelle des structures allant 

jusqu'à une résolution de 1,76 Å sont disponibles.16 Ces différentes données ont permis 
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d’appréhender des éléments de la structure 3D des nAChRs. Ainsi, la structure 

expérimentale d’Unwin est proche de l’état fermé du canal. Elle a mis en lumière la symétrie 

d’ordre 5 quasi parfaite autour du pore des hélices M1 à M4. La déviation observée apparaît 

comme une conséquence de la variation en séquence qui est la plus prononcée avec M4. Par 

ailleurs, ces structures ont montré que les hélices M2 sont plus particulièrement responsables 

de la forme du pore central, lui conférant une longueur de 40 Å et une forme d’entonnoir. La 

largeur du pore à son endroit le plus étroit est d’environ 6 Å dans son état fermé et de 7,4 Å 

dans son état ouvert.17 Les dimensions d’une sous-unité sont de 30 Å × 40 Å × 160 Å.9  

 

 

IV] L’ACetylcholine Binding Protein (AChBP) 

IV.1- L’AChBP, un modèle des nAChRs. 

Le dysfonctionnement des nAChRs étant responsable de nombreuses pathologies, ces 

récepteurs constituent une cible thérapeutique de choix pour la mise au point de nouveaux 

médicaments. Cependant la conception rationnelle de nouveaux ligands des nAChRs se 

heurte à plusieurs obstacles que nous venons d’évoquer. En 2001, l’élucidation structurale 

par diffraction des rayons X de l’AcetylCholine Binding Protein (AChBP), une protéine 

issue de mollusque, ainsi que la cristallisation de plusieurs complexes ligands-AChBP ont 

permis une avancée significative dans la caractérisation structurale des nAChRs. L’AChBP 

est une protéine hydrosoluble qui a pour rôle de moduler les transmissions synaptiques 

d’acétylcholine. Cette molécule possède un fort degré d’homologie avec la partie N-

terminale des nAChRs (15-28%)18, qui comprend le site de fixation des ligands. L’AChBP 

de l’espèce Lymnea stagnalis possède des propriétés pharmacologiques semblables aux 
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nAChRs α7.18 Par contre, l’AChBP n’est pas une protéine transmembranaire et ne possède 

donc pas les domaines DTM et DIC des nAChRs. De plus, son rôle étant de réguler la 

concentration d’ACh elle ne constitue pas un canal ionique bien que son organisation 

structurale délimite un pore en son centre. Enfin, l’AChBP est toujours homomérique, 

contrairement aux nAChRs. 

  

 

IV.2- Types de ligands de l’AChBP 

 L’AChBP partage donc une homologie structurale significative avec la partie 

extracellulaire des nAChRs et possède, comme eux, trois différents types de sites de 

fixations des nAChRs. Des travaux dédiés à l’étude structurale de la fixation d’agonistes 

(épibatidine et lobeline) et d’antagonistes (α-conotoxine Im I et méthyllycaconitine) avec 

l’AChBP ont montré que l’interaction avec les agonistes se traduisait par un mouvement de 

fermeture de la boucle C tandis qu’au contraire la fixation des antagonistes induit un 

mouvement d’ouverture de celle-ci. Ces investigations ont donc mis à jour la participation de 

la boucle C dans la différenciation des effets des agonistes/antagonistes compétitifs.19 Par 

ailleurs, les modulateurs allostériques tels que la galanthamine et la cocaïne se lient 

profondément à l’interface des sous-unités, mais sans toucher la boucle C.19 Enfin, en 

utilisant des α-conotoxines extraites des mollusques marins vénéneux, une étude menée par 

Kasheverov et al. a montré que certaines toxines se fixaient sur le site des 

agonistes/antagonistes-compétitifs alors que d’autres se lient sur un autre site que celui des 

agonistes.20  
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IV.3- Structure atomique du site de fixation des agonistes 

Les AChBPs dont les structures 3D sont disponibles proviennent de trois espèces 

différentes de mollusques : Aplysia californica, Lymnaea stagnalis et Bulinus truncatus. Un 

des résidus importants du site de fixation est le tryptophane 14321 (sur la base de la 

numérotation Lymnaea stagnalis). Pour plus de clarté, nous utiliserons la même 

numérotation dans le reste de ce manuscrit pour positionner les résidus pertinents.21 Ce 

résidu, Trp 143, est considéré comme jouant un rôle primordial dans l’interaction entre la 

protéine et le ligand. Plusieurs études ont suggéré une interaction entre l’ammonium tertiaire 

NH+ du cycle pyrrolidine de la nicotine et le carbonyle du Trp 143.22, 23 Cet acide aminé 

appartient à la sous-unité principale du site et est situé sur la boucle B.19 Des travaux ont 

également mis en évidence l’importance d’un aspartate 85 (Asp 85) qui n’est pas 

directement au contact du ligand mais, spatialement proche du site de fixation, joue un rôle 

essentiel pour son organisation.24 Cet acide aminé, appartenant à la boucle A, est au cœur 

d’un réseau de liaisons H créées avec le Trp 143 et des résidus voisins (Figure 7). Par 

mutagénèse dirigée, Lee et coll. ont remplacé l’Asp 85 par une asparagine, substituant ainsi 

la fonction carboxylate chargée négativement par une fonction amide neutre.25 Une 

importante perte d’activité a ainsi été observée, montrant le rôle essentiel dela chaîne latérale 

de l’Asp 85 dans le site de fixation. 
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Figure 7. (a) Représentation du réseau de liaisons H (…) entre l'Aspartate 85 d'une part, le Tryptophane 143 et 

ses résidus voisins d'autre part.24(b) Arrangement tridimensionnel de l'Asp 85 et du Trp 143 autour du ligand. 

 

IV.4- Comparaison des interactions de quelques agonistes 

 Différentes études ont été menées sur un plan thermodynamique pour 

comparer les interactions de plusieurs agonistes avec les nAChRs à travers la mesure des 

constantes de dissociation des complexes (Kd). Ces grandeurs sont en effet généralement 

utilisées pour caractériser l’affinité d’un ligand. Plus la valeur est faible, plus faible est la 

concentration nécessaire pour former le complexe et par conséquent plus grande est 

l’affinité. Ainsi, une étude de Celie et coll., par calorimétrie isotherme de titration (ITC) a 

permis de comparer les constantes d’affinité de trois ligands (i.e. nicotine, acétylcholine et 

carbamylcholine) avec l’AChBP18. Ces résultats, rassemblés dans le Tableau I, montrent que 

la nicotine a une affinité pour l’AChBP 10 et 100 fois supérieure à l’acétylcholine et à la 

carbamylcholine, respectivement. Sur la base de mesures de fluorescence du Trp 143, 

Hansen et coll. ont par ailleurs mis en évidence l’affinité 100 fois plus grande de 

l’épibatidine pour l’AChBP par rapport à la nicotine.26  

 

 

a b
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Tableau I. Constante de dissociation de différents ligands des nAChRs. 

molécules Kd (nM)a  Kd (nM)b  

Acétylcholine  823  

Carbamylcholine 7575  

Nicotine 45,2 38 

Epibatidine  0,16 

a : Celie et al.18, b : Hansen et al.26 

Ces données quantitatives sont essentielles pour appréhender, sur le plan 

macroscopique, l’affinité des agonistes vis-à-vis des nAChRs. Cependant, elles doivent être 

couplées avec des investigations structurales expérimentales et/ou des études de 

modélisation moléculaire pour rationnaliser, au niveau atomique, l’interaction de ces 

composés avec leur récepteur. Pour expliquer les différences d’affinité entre l’épibatidine et 

la nicotine, Dougherty et al. ont suggéré à l’aide de calculs quantiques sur un modèle 

simplifié du site de reconnaissance, un nombre d’interactions avec le Trp 143 plus important 

pour l’épibatidine que pour la nicotine.21 Plus précisément, l’épibatidine interagit par une 

liaison H de type NH+···O=C avec le carbonyle peptidique du Trp 143 et par une interaction 

cation-π avec le noyau indole du Trp tandis que dans le cas de la nicotine, le même type 

d’interaction est bien observé mais avec une liaison H N+CH···O=C moins favorable.  
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Figure 8- Représentation des interactions cation-π (…) et des liaisons H (…) de l’épibatidine (à gauche) et de 

la nicotine (à droite) avec le Trp 143. 

 

IV.5- Limites des informations structurales disponibles. 

 Le niveau de précision des paramètres géométriques d'une structure 

cristallographique de protéine, et a fortiori d'un complexe récepteur-ligand, dépend 

principalement de la résolution de la structure élucidée. Communément, une structure est 

considérée comme ayant une haute résolution si celle-ci est inférieure à 2,3Å.27 Par ailleurs, 

la majeure partie des structures disponibles sont obtenues par diffraction des rayons X, or 

cette méthode ne permet pas de positionner les atomes d’hydrogène.28 En effet, avec cette 

technique, les rayons X sont diffractés par collision avec le nuage électronique et dans un 

cristal ordonné, ce phénomène est à l'origine de différents motifs qui peuvent être interprétés 

pour fournir des indications sur les positions des atomes. Du fait de la faible densité 

électronique des atomes d’hydrogène, ceux-ci sont invisibles sauf par diffraction des rayons 

X à très haute résolution (< 1Å).28 Cette limite est donc importante du fait de l'implication 

centrale des liaisons H dans les interactions ligands-protéines. Mais ce problème est encore 

plus dérangeant quand une ou des molécules d’eau sont impliquées. Les atomes d’hydrogène 

de molécules d’eau pouvant théoriquement donner différents réseaux d’interaction par 
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liaisons H (i.e. avec d’autres molécules d’eau, des résidus du site ou bien des groupes 

fonctionnels du ligand), il est primordial de connaître leurs positions.29 La diffraction 

neutronique, quant à elle, permet d’observer les atomes d’hydrogène car les neutrons sont 

diffractés par collision avec le noyau atomique.28 Malheureusement, cette méthode étant plus 

difficile à mettre en place, il n’existe pas de structure de l’AChBP disponible par cette 

technique.  

 

 

V] Les nAChRs neuronaux : une cible thérapeutique 

prometteuse. 

Si de très nombreuses études ont été menées depuis des décennies sur les nAChRs 

neuronaux, c’est du fait que leurs dysfonctionnements sont impliqués dans de très 

nombreuses pathologies telles que les maladies d’Alzheimer et de Parkinson, la 

schizophrénie, la dépendance au tabac, etc... De plus, contrairement aux nAChRs 

musculaires, leurs fonctions pathophysiologiques sont mal définies.1 

 

V.1- La maladie d’Alzheimer (MA). 

Du fait de l’augmentation de l’espérance de vie, les maladies neurodégénératives 

telle que la maladie d’Alzheimer (MA) sont devenues un problème de santé publique majeur. 

En 2010, environ 35,6 millions de personnes étaient déjà atteintes de cette maladie dans le 

monde et des estimations prévoient qu’en 2050 115 millions de personnes en souffriront.30 

Sa caractéristique fondamentale est l’altération de la cognition (capacité à évoluer dans son 

environnement), notamment la dysmnésie (difficulté à mémoriser).29 De nombreux 
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événements cruciaux dans les communications neuronales apparaissent dans la MA tels que 

l’apparition de plaques d’amyloïde β et d’enchevêtrements composés de protéines tau 

hyperphosphorilées.31 Par ailleurs, l’une des caractéristiques prédominantes de la MA est 

une perte progressive et précoce de la fonction cholinergique.32 Selon l’hypothèse dite 

cholinergique, ce serait une diminution significative du taux d’ACh contenue dans les 

neurones du cerveau qui serait responsable de la perte de mémoire observée chez les patients 

affectés de la MA.  

 

 V.2- La maladie de Parkinson (MP). 

  La MP est la seconde maladie neurodégénérative la plus fréquente. Elle se manifeste 

par des tremblements, de la brakinésie (lenteur des mouvements), des troubles de l’équilibre 

et de la coordination et des effets non-moteurs (perte de la mémoire).33 En plus d’une perte 

de neurones dopaminergiques, plusieurs études ont montré l’importance des nAChRs.1 Le 

nombre de récepteurs nicotiniques baissant au cours de la maladie de Parkinson et la 

consommation de tabac étant inversement proportionnelle à la prévalence de la MP, des 

agonistes de la nicotine pourraient être une piste de traitement.34 

 

 V.3- La schizophrénie. 

La schizophrénie englobe un ensemble de troubles mentaux responsables de 

désordres psychotiques. Des études épistémologiques ont révélé un pourcentage de fumeurs 

significativement plus élevé chez les schizophrènes que dans la population générale. Cette 

observation a été rationalisée par des travaux qui ont montré que l’interaction de la nicotine 

avec les nAChRs se traduit par une normalisation d’un déficit sensoriel présent dans la 
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schizophrénie. De plus, une expression et une régulation aberrante des nAChRs ont été mises 

en évidence au niveau du cerveau de patients atteints par cette maladie.35 

 

 

V.4- Les troubles déficitaires de l’attention (TDA). 

 Les TDA sont une pathologie caractérisée par un trouble persistant de l’attention, de 

la distractibilité et/ou une hyperactivité à un degré tel que les activités académiques ou 

occupationnelles sont détériorées.1 Ueno et al36 ont démontré que la nicotine améliorait des 

dysfonctionnements liés au TDA via les nAChRs α4β2 mais non via les nAChRs α7 dans 

des modèles animaux. Des agonistes sélectifs des nAChRs α4β2 pourraient leur fournir une 

aide thérapeutique pour améliorer des problèmes cognitifs, telle que l’inattention chez les 

patients souffrant de TDA.  

 

 V.5- L’épilepsie. 

 L’épilepsie est une affectation neurologique causée par une décharge non contrôlée 

des neurones, soit du cortex en entier (épilepsie généralisée) soit localisés dans certaines 

régions du cerveau (épilepsie partielle).37 Certains gènes codant pour des canaux activés par 

des ligands ou potentiel-dépendants sont associés à des épilepsies héréditaires. Par exemple, 

des mutations sur les gènes CHRNA4 et CHRBN2 codant pour des sous unités des nAChRs 

sont associées à certaines épilepsies familiales comme l’épilepsie frontale à crise nocturne.  
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V.6- L’autisme. 

 L’autisme est un désordre neurodéveloppemental caractérisé par un comportement 

social, sensimoteur, cognitif et linguistique anormal. Des anomalies au niveau du cervelet 

ont été identifiées par neuropathologie ou neuroimagerie. Perry et al. ont montré une baisse 

d’affinité de l’acétylcholine pour les nAChRs dans le cortex de sujets autistes pour les sous-

types α4β2 mais aussi un accroissement d’activité dans le cervelet pour le sous-type α7.38 

 

V.7- L’accoutumance. 

L’accoutumance au tabac est un problème de santé publique majeur du fait des 

risques grandement accrus de cancer du poumon. Les récepteurs nicotiniques de type α4β2 et 

α7 sont les plus présents dans le cerveau et sont étroitement associés à la dépendance à la 

nicotine.1 L’administration répétée de nicotine entraîne ainsi une augmentation de 

l’expression de nAChRs, les récepteurs comprenant des sous-unités α4 ou β2 subissant de 

plus une hypersensibilisation. Plusieurs voies thérapeutiques sont envisagées dans cette lutte, 

notamment l’utilisation d’agonistes partiels ou d’antagonistes. Les agonistes partiels 

remplacent et miment la thérapie de sevrage par la nicotine en réduisant les effets de manque 

dus à la cessation de fumer. Cependant, par rapport à l’effet observé avec un agoniste total, 

les agonistes partiels impulsent une diminution de la consommation de tabac du fait qu’ils 

génèrent une réponse du récepteur moins importante.39 L’inconvénient du traitement par 

agoniste est qu’il ne supprime pas la sensation de plaisir associée à l’acte de fumer. Une 

autre approche est d’utiliser des antagonistes de la nicotine. Le taux de rechute est important 

chez les fumeurs essayant d’arrêter de fumer. La plupart du temps la rechute se fait en deux 

temps, d’abord un essai rapide avec une cigarette puis la rechute totale vers un modèle de 
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consommation régulière de tabac. Il peut donc être avantageux d’utiliser une thérapie qui 

bloque le plaisir de la première cigarette, évitant ainsi la rechute complète. De plus, fournir 

une médication multiple avec un large panel de cibles devrait permettre d’augmenter 

l’efficacité clinique parmi les individus ne répondant pas à une thérapie classique.39 

 

 

VI] Conclusion 

Du fait de leur importance physiologique, les nAChRs font l’objet d’une importante 

recherche depuis plusieurs décennies. Malgré le fait que ces travaux aient permis de collecter 

de grandes quantités d’information, de nombreuses questions restent encore non résolues.1 

En effet, la complexité intrinsèque des nAChRs du fait de leur grande diversité et de 

l’existence de plusieurs états structuraux interconvertibles en font une cible particulièrement 

délicate à appréhender. La découverte de l’AChBP en tant que modèle des nAChRs et son 

exploitation ont été à l’origine d’avancées significatives. Les éléments structuraux sur le site 

de fixation des ligands obtenus grâce à l’AChBP seront certainement efficaces dans la mise 

au point de nouveaux représentants de ces composés. Toutefois, l’AChBP étant 

homomérique, le défi reste de pouvoir concevoir des ligands sélectifs des différents sous-

types de récepteurs. De nombreux aspects restent encore à élucider, telles que la fonction 

exacte du canal, le rôle exact des différents sous-types de récepteurs en fonction de leur 

localisation ou encore l’identification des sous-types de nAChRs impliqués dans les 

différentes pathologies.1 On peut espérer que dans les prochaines années, de meilleures 

connaissances sur ces récepteurs, permettront l’émergence de nouveaux médicaments plus 

sélectifs et possédant peu ou pas d’effets secondaires. 
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A] La banque de données des protéines (PDB) : un outil de choix pour 

l’étude de la structure et des interactions des nAChRs avec leurs ligands 

 

 La banque de données des protéines (Protein Data Bank : PDB)1 constitue une des 

ressources sur la structure et les propriétés des macromolécules d’intérêt biologique parmi 

les plus importantes au monde. L’idée d’une telle base de données est née en 1970 grâce à 

Helen M. Berman, Edgar Meyer et Gerson Cohen. Leur souhait était de créer une plate-

forme de stockage dédiée aux structures de protéines et plus généralement aux 

macromolécules d’intérêt biologique la plus complète possible et d’accès public. La PDB 

naquit donc en 1971 au Brookhaven National Laboratories (BNL) avec 7 structures...2 

Aujourd’hui, la PDB compte plus de 85 000 entrées.  

 

I] Présentation de la PDB. 

 Née en 1971 sous l’effort conjoint du Laboratoire national de Brookhaven et du 

Centre Cristallographique de Cambridge (CCDC), la PDB a vu dans les années 80 le nombre 

de ses structures augmenter de façon importante grâce à l’action conjuguée de plusieurs 

facteurs. Ainsi, l’amélioration technologique de toutes les étapes du processus de résolution 

cristallographique, l’addition des structures déterminées par RMN, la mise en réseau et le 

partage de ces informations ont permis l’augmentation rapide du nombre de structures.3 En 

1998, la direction de la PDB est passée sous la responsabilité du consortium « Research 

Collaboratory for Structural Bioinformatics » (RCSB).3 Cette institution était initialement 

composée des Universités de Rutgers (New Jersey), de San Diego (Californie) et du National 

Institute of Standards and Technology (NIST). Quelques années plus tard, d’autres 



38                                                                          Méthodologies théoriques et expérimentales 

ressources importantes ont intégré la plate-forme de la PDB. Il s’agit de la base de données 

de structures de macromolécules (MSD) de l’Institut Européen de Bioinformatique (EBI) et 

de la banque de données dédiée aux structures de biomolécules résolues par RMN (BMRB) 

mise au point à l’Université du Wisconsin-Madison.2 Aujourd’hui, l’EBI, le RCSB et la 

banque de données des protéines développée au Japon se sont réunis pour former la banque 

de données mondiale des protéines (Worldwide Protein Databank (wwPDB)), qui a pour but 

de maintenir à jour une archive PDB unique de données structurales macromoléculaires 

accessible gratuitement et publiquement.4 Dans la version actuelle, environ 87% des 

structures répertoriées ont été résolues par des techniques de diffraction (rayon X ou 

neutrons), 13% par RMN, et seulement 0,5% par cryomicroscopie électronique.5  

 De nombreux logiciels de visualisation, d’exploitation et d’analyse des données sont 

disponibles via internet à travers la PDB. Le programme WHAT_CHECK6 est ainsi un outil 

de validation des données structurales parmi les plus importants accessible à travers la PDB. 

WHAT_CHECK permet en effet de vérifier des données essentielles pour la précision et la 

qualité du modèle telles que le nom et le type des atomes, la nature des acides aminés et la 

position des atomes d’hydrogène. Dans le même ordre d’idées, ce programme permet 

également de générer des cartes de Ramachadran, de façon à analyser la conformation du 

squelette peptidique d’une protéine et détecter les éventuelles anomalies d’angles de torsion. 

Par ailleurs, il permet de localiser à l’intérieur d’une structure des erreurs au niveau des 

positions atomiques (atomes manquants ou inattendus) et des coordonnées des atomes. 

Enfin, le programme vérifie la valeur des paramètres géométriques (longueur des liaisons, 

angles de valence) de la structure protéique. 2  

Un autre programme très apprécié par la communauté scientifique pour le contrôle 

des structures protéiques est PROCHECK. Ce programme permet de vérifier la stéréochimie 
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d’une structure protéinique, d’estimer la qualité globale d’une structure en la comparant avec 

d’autres structures bien affinées de même résolution et permet également de repérer les 

régions qui nécessitent une investigation plus poussée du fait d’incertitudes ou d’erreurs 

manifestes. Cette suite de programmes n’est pas seulement nécessaire pour évaluer la qualité 

d’une structure protéinique qui vient d’être établie, elle l’est aussi pour des structures déjà 

existantes.7  

PDBsum8 est un service web accessible sous forme de lien à travers la PDB qui 

permet de naviguer, de visualiser et d’exploiter rapidement les données de la PDB.9 De 

nombreux outils y sont disponibles notamment LIGPLOT qui donne des diagrammes 

d’interaction protéine-ligand et NUCPLOT dédié aux interactions acides nucléiques-

protéines.  

Un très grand nombre d’autres ressources sont disponibles à travers la PDB, qu’elles 

concernent des programmes, notamment d’alignement de séquences, ou des liens vers des 

bases de données de séquences ou encore de structures de ligands. La PDB apparaît donc très 

clairement comme un portail d’informations et de ressources incontournable pour le chimiste 

s’intéressant aux interactions avec des macromolécules biologiques. 

 

II- Critères de recherche et méthodologie 

Pour cette thèse, nous avons utilisé la PDB pour répertorier les structures 

tridimensionnelles d’AChBP résolues par cristallographie des rayons X, dans la mesure où 

aucune structure de nAChR de résolution suffisante n’est disponible à l’heure actuelle. La 

recherche des structures d’AChBP a été effectuée en utilisant le sigle « AChBP » dans la 

fenêtre d’interrogation de la base de données. Cette requête a ainsi permis de recenser 57 

entrées de structures d’AChBP issues de 3 espèces biologiques différentes dont seulement 
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deux correspondent à des formes libres. Les structures d’AChBP répertoriées dans la PDB 

ont une résolution variant de 1,75 à 4,20Å. De façon à analyser les éventuelles 

réorganisations structurales au niveau du site de reconnaissance des agonistes entre formes 

libre et complexée, nous avons séparé en deux sous-ensembles distincts les sites inoccupés et 

occupés par un ligand. 

 

II.1- Conformation du tryptophane 

Comme nous l’avons indiqué dans le chapitre I, le site de fixation des agonistes est situé à 

l’interface de deux sous-unités dont une est la principale. Le Trp 143 constituant un des 

éléments essentiels du site de fixation,10 nous avons cherché à analyser de façon précise les 

caractéristiques structurales et conformationnelles de ce résidu à partir des données 

collectées dans la PDB. Pour cette étude, nous avons considéré 6 angles de torsion φ , ψ, χ1, 

χ2, ω0  et ω1 (Figure  1)  sélectionnés récemment dans la littérature11 pour comparer les 

fluctuations structurales du résidu Trp dans différents environnements (état isolé, solution et 

dans les protéines). Les angles φ et ψ correspondent aux angles de la chaîne peptidique, les 

angles χ1 et χ2 appartiennent à la chaîne latérale et permettent de mesurer les changements 

d’orientation du noyau indole par rapport à la chaîne principale. Les angles ω0  et ω1, quant à 

eux, correspondent aux angles entre les groupements CO et NH des liaisons peptidiques. Du 

fait du nombre important de sites, le logiciel Prequest12 a été utilisé pour créer des sous-

ensembles de données à partir des structures répertoriées dans la PDB. Les structures 

correspondantes ont été visualisées grâce au logiciel Mercury et le logiciel Conquest13 a été 

exploité pour effectuer des recherches propres à ces sous-ensemble de structures, permettant 

ainsi l’automatisation de la tâche et donc un gain de temps. Dans une dernière phase, le 



Chapitre 2                                                                                                                                41 

logiciel Vista14 (Vista, Centre Cristallographique de Cambridge (1995)) a permis l’analyse 

statistique (calcul de différents paramètres, représentation des données sous forme 

d’histogrammes…) des résultats.  
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ω1
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ψ

χ1

χ2

 

 

 

 

Figure 1- Principaux angles de torsion du Trp 143.

 

II.2.- Structure du site de fixation 

 Pour étudier la structure du site de fixation des ligands, nous avons sélectionné les 

résidus voisins en séquence du Trp 143 (Ser 142, Thr 144), spatialement proches et/ou en 

interaction avec l’Asp 85. Afin d’appréhender les fluctuations structurales caractérisant 

l’arrangement de ces quatre acides aminés, une série de superposition de ces motifs, en 

prenant en compte les atomes lourds impliqués dans le réseau de liaisons H ainsi que ceux 

appartenant aux chaînes principales des résidus Ser 142 et Trp 143, a été réalisée (total de 13 

paires atomiques). Seules les structures PDB ayant une résolution inférieure ou égale à 2,20 

Å ont été sélectionnées, la structure de référence correspondant au site libre de l’entrée 

2Y7Y.15, 16 Cette structure a en effet été proposée récemment, pour remplacer la référence 

précédente, 2W8E,15 correspondant à la forme apo. Les superpositions des structures et les 

calculs de RMSD17 correspondants (root mean square deviation) [eq 2.1] ont été réalisés 

avec le logiciel Pymol.17  
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Dans cette équation, d représente la distance entre deux atomes d’une paire homologue et N 

correspond au nombre total de paires atomiques définies. 
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Figure 2- Représentation schématique d’une partie du site de fixation montrant (en rouge) les treize atomes 

pris en compte dans la comparaison et le calcul du RMSD des différentes structures d’AChBP. 

 

 Cette étude nous a permis de caractériser de façon approfondie le motif mis en 

lumière par Cashin et al.18 Ainsi, pour appréhender plus en détail sur un plan structural les 

modifications éventuelles du réseau de liaison H entre les différentes formes (complexées ou 

non) de l’AChBP, nous avons mesuré un ensemble de distances interatomiques sélectionnées 

par Cashin pour vérifier l’existence de ces interactions. Ces paramètres correspondent, d’une 

part, aux distances entre les atomes d’oxygène (OD1 et OD2) du groupe carboxylate de 

l’aspartate et les atomes d’azote des groupes NH du squelette peptidique du Trp 143 et de la 

Thr 142, et, d’autre part, aux distances entre les atomes d’oxygène du groupe aspartate et les 

atomes d’oxygène des chaînes latérales des résidus Ser 142 et Thr 144. La distance entre le 

carbone γ du carboxylate de l’Asp 85 et le carbone α du Trp 143 a également été recensée, 

Cγ 

Cα 
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de même que la distance entre l’oxygène de la chaîne latérale de la Thr 142 et l’azote du 

squelette peptidique de la Thr 144. Un total de sept distances a donc été analysé.  

 

B] La spectroscopie IRMPD 

 

I] Introduction  

 La spectroscopie laser IR de dissociation par absorption résonante multi-photonique 

(IRMPD : infrared multiphoton dissociation) est une technique permettant, lorsqu’elle est 

utilisée en combinaison avec des calculs de chimie quantique, l’élucidation structurale de 

cations moléculaires en phase gazeuse.19, 20 On peut ainsi étudier des structures d’intérêt 

biologique telles que des oligosaccharides, des oligonucléotides, des peptides, des ligands 

d’intérêt pharmaceutique.20, 21 Cette méthode peut être particulièrement efficace pour étudier 

le site de protonation d’ions biomoléculaires, ou encore la formation de complexes entre des 

atomes métalliques et différents types de ligands.22 Grâce à un temps de faisceau obtenu au 

Centre Laser Infrarouge d’Orsay (CLIO), nous avons pu déterminer les conformations de 

l’épibatidine sous sa forme protonée en phase gazeuse. Ces données ont été confrontées à 

celles rapportées dans la littérature à travers la mise en œuvre de la même technique sur la 

nicotine et l’acétylcholine dans leur forme cationique. La spectroscopie IRMPD permet donc 

de déterminer les propriétés structurales intrinsèques des cations biomoléculaires, dans un 

milieu affranchi des effets d’environnement. De telles données sont donc importantes pour 

étudier en profondeur le comportement de biomolécules.23  
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II] Principe 

 Les ions étudiés peuvent être excités et fragmentés par l’absorption d'un ou plusieurs 

photon(s), cette étape constituant le fondement de la spectroscopie IRMPD. On utilise à cette 

fin un laser capable de fragmenter des ions. Seuls des lasers à électrons libres, à CO2 ou à 

CO, sont suffisamment puissants pour induire cette fragmentation.24 Historiquement, les 

lasers employés émettaient un rayonnement appartenant au domaine UV et un seul photon 

était nécessaire pour dissocier un ion. Aujourd’hui, on utilise essentiellement des lasers 

émettant des photons de la région infrarouge du spectre21 (entre 1000 et 2000 cm-1). 

L’énergie d’un photon IR étant de quelques centaines de meV seulement, alors que l’ordre 

de grandeur d’une liaison covalente est de plusieurs eV (4,5 eV pour la liaison H-H par 

exemple) l’ion doit absorber au moins une dizaine de photons23 pour être fragmenté. Le 

mécanisme de dissociation est obtenu grâce à l’absorption de la radiation IR par l’un des 

modes de vibrations fondamentaux (transition υ=0 à υ=1) présents dans l’ion, suivie par une 

rapide redistribution de l’énergie sur tous les degrés vibrationnels de plus basse fréquence.21, 

23 Lorsque le mode de vibration ayant absorbé le photon IR est revenu à l’état vibrationnel 

fondamental, l’ion peut de nouveau absorber un autre photon. L’énergie du photon précédent 

étant conservée par le système, la répétition du processus peut donc aboutir au dépassement 

de la limite de dissociation d’une liaison au sein de l’ion.23 L’activation est donc progressive 

grâce à l’absorption consécutive de plusieurs photons. La dissociation se produit alors par 

des voies de fragmentation de basses énergies, le plus souvent par celle de plus basse 

énergie.21  

 Pour obtenir un spectre IRMPD, on sélectionne en masse l’espèce voulue à l’aide d’un 

spectromètre de masse (ion parent) et on détecte la baisse du signal apparaissant à son 

rapport m/q (avec m la masse de l’ion et q sa charge), en même temps que l’apparition des 
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fragments. Ensuite, on mesure le taux de fragmentation k(E) pour une énergie interne 

donnée. On a alors pour une dissociation statistique unimoléculaire [équation 2.2]: 

 ( )1 k E tF e
F P

−= −
+

 (2.2) 

Dans cette équation, F correspond à la somme des ions fragments et P le nombre d’ions 

parents. Pour obtenir un spectre, le temps d’irradiation étant constant, il suffit de tracer la 

quantité –ln(1-F/(F+P)) en fonction de la longueur d’onde du laser.23 Les calculs théoriques 

permettent l’interprétation des données expérimentales : les spectres infrarouges théoriques 

des principaux conformères des ions étudiés sont comparés au spectre expérimental, ce qui 

conduit à l’obtention des populations des différentes conformations contribuant au spectre 

observé.  

 

III] Le Centre Laser Infrarouge d’Orsay (CLIO) 

 Dans le cadre de cette thèse, nous avons eu accès à l’équipement utilisé au centre 

CLIO constitué d’un laser à électrons libres couplé à un spectromètre de masse Bruker 

Esquire 3000+ équipé d’une source électrospray et d’un piège à ions. La source électrospray 

et le piège à ions servent à générer et à stocker les ions. Le fonctionnement d’un laser à 

électrons libres (Figure 3) consiste à faire passer des électrons accélérés à une vitesse 

relativiste dans des dispositifs appelés « onduleurs ». Ces onduleurs sont constitués 

d’aimants placés les uns à la suite des autres, mais de façon à ce que deux aimants successifs 

soient antiparallèles. Les électrons ont alors un mouvement ondulant qui a pour conséquence 

l'émission d’un rayonnement synchrotron. En capturant la lumière dans une cavité optique, 

les électrons fraîchement injectés interagissent avec les pulsations de lumière, puis génèrent 
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une émission stimulée. La longueur d’onde du rayonnement stimulé est déterminée par la 

condition de résonance du laser.24 

 

Figure 3- Schéma du laser à électrons libres CLIO.23  

 

Les pulsations du laser CLIO consistent en des macro-impulsions de lumière de 8 μs, 

délivrées à la fréquence de 25 Hz. Chaque macro-impulsion est composée d’environ 500 

micro-impulsions de quelques picosecondes. Les micro- et macro-impulsions ont des 

énergies respectives d’environ 60 μJ et 30 mJ. La résolution du laser est de l’ordre de 15  

cm-1 dans la gamme utilisée ( entre 1000 et 1850 cm-1).23  

Le piège à ions est de nature quadrupolaire et permet de stocker les ions et de les 

sélectionner en masse. A l’intérieur, les ions ont une trajectoire sphérique correspondant à un 

rayon r qui augmente avec le rapport m/q. Le piège est percé de manière à ce que le laser IR 

passe à travers. La sélection en masse s’effectue grâce à un champ de radiofréquence 

excitant les ions possédant un rapport m/q différent de l’ion étudié. Le laser est ensuite 

utilisé pour dissocier les ions sélectionnés. Enfin, on détecte les fragments pour en déduire le 

taux de fragmentation.23 
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C] La spectroscopie IRTF : une méthode puissante pour l’analyse structurale 

des ligands en solution et l’étude de leurs interactions par liaison H  

 

I] Introduction  

 La spectroscopie infrarouge est une technique de choix pour l’étude des interactions 

par liaison H. En effet, son échelle temporelle permet d’identifier, à partir de signaux 

distincts, non seulement les espèces libres et les espèces associées par liaison H, mais 

également les différents complexes éventuellement formés en solution. L’existence de ces 

signaux propres à chaque espèce permet la quantification de l’ensemble des complexes 

formés entre un accepteur de liaison H (B) et un donneur de liaison H (AH) [eq 2.3] 25 

 ΑΗ   +   B AH B⎯⎯→  ←⎯⎯  (2.3) 

 Si l’une des espèces possède une sonde vibrationnelle sensible à cette association, 

située dans une zone transparente du solvant, on peut alors mesurer avec précision la 

constante de complexation par liaison H. La mesure de la variation d’absorbance de la bande 

d’absorption du vibrateur libre lorsque l’on rajoute des quantités croissantes de l’autre 

espèce permet ainsi d’accéder à cette grandeur.25 

 La présence dans l’espèce chimique à analyser, d’une sonde vibrationnelle sensible à 

l’environnement intra et intermoléculaire offre également la possibilité d’étudier le 

comportement de la molécule dans différents solvants et à différentes températures. De telles 

études permettent de sonder l’influence du milieu sur les propriétés physicochimiques d’une 

molécule, par exemple en terme de conformation, et d’interactions. Dans certains cas, il peut 

être par exemple possible de déterminer expérimentalement par cette technique des 
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constantes d’équilibre d’échanges conformationnels. Celles-ci peuvent être estimées grâce 

aux variations, lors de mesures effectuées à différentes températures, des intensités intégrées 

de la bande du conformère principal et de l’épaulement dû au conformère minoritaire.26  

 

II] Paramètres thermodynamiques et spectroscopiques accessibles 

 II.1. L’échelle pKBHX : une mesure de la basicité de liaison H 

 L’importance de la liaison H a incité les chercheurs à mettre au point dès 1969 des 

échelles quantitatives permettant de déterminer précisément l’influence de l’environnement 

moléculaire sur la force des interactions impliquant les principales fonctionnalités 

organiques. La diversité de la chimie organique étant beaucoup plus importante du point de 

vue des groupes potentiellement accepteurs de liaison H (se comportant comme des bases de 

Lewis : puisque donneurs d’électrons) par rapport aux groupes donneurs (se comportant 

comme des acides de Lewis dans la mesure où ils sont accepteurs d’électrons), les travaux 

dédiés à la mise au point de telles échelles ont en premier lieu été consacrés à la basicité de 

liaison H. C’est ainsi que Taft27, 28 et Arnett,29 en sélectionnant pour ces mesures le 4-

fluorophénol, ont entrepris ces travaux. Cette molécule a été choisie pour plusieurs raisons 

(i) elle donne des interactions plus fortes que le phénol avec l’ensemble des bases (ii) elle est 

peu sujette à l’autoassociation et facile à purifier par sublimation (iii) elle évite la 

protonation des bases dans les solvants utilisés.25 La basicité de liaison H d’une série de 

bases B est mesurée par la constante d’équilibre du complexe 1:1 [eq 2.4-5] dans le CCl4:  

 425°C, CCl
6 4 6 4B+4-FC H OH 4-FC H OH B

 ⎯⎯⎯⎯→  ←⎯⎯⎯⎯  (2.4) 

 c complex base pFP complex base pFP/ ( ); / (x )xK C C C K x x=    =  (2.5) 
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 Par la suite, notre groupe a repris ces mesures et constitué une base de données unique 

dans le domaine de la liaison H, dénommée pKBHX [eqs 2.6-7 où Kc et Kx sont les constantes 

de complexation, C la concentration molaire à l’équilibre, x la fraction molaire à l’équilibre] 

définie par :  

 0
BHX c BHX xp log ; lnK K G RT K=    Δ = −  (2.6) 

 0 2
x( ln / ) pH RT K TΔ = ∂ ∂  (2.7) 

 La version actuelle de la base de données renferme les valeurs de près de 1400 

composés, son intérêt dans le domaine de la chimie médicinale ayant récemment été 

démontré.30 Par ailleurs, l’importance de ces paramètres pour le monde industriel est attestée 

par l’acquisition de la base de données par plusieurs groupes pharmaceutiques 

internationaux. Un des avantages de l’échelle pKBHX par rapport à d’autres échelles de 

basicité de liaison H est qu’elle peut permettre de déterminer la constante individuelle de 

basicité de chaque site des molécules polyfonctionnelles.30 Par exemple, dans le cas d’un 

composé organique comportant deux sites potentiellement accepteurs de liaison H, le pFP 

forme deux complexes 1:1 caractérisés par des concentrations respectives C1 et C2 et des 

constantes d’équilibre K1 et K2. Le contrôle minutieux des conditions de concentration 

permet à la fois d’éviter l’autoassociation du donneur de liaison H et la formation de 

complexes de stœchiométrie 1 :n (accepteur / donneur de liaison H), phénomènes qui 

fausseraient les grandeurs expérimentales. La constante d’équilibre totale s'exprime donc en 

fonction de la somme de C1 et C2 [eq. 2.8] : 

 1 2C C
t

base pFP

C C
K

C C
+

=  (2.8) 

Ce qui donne la relation suivante entre K1 et K2 et la constante totale Kt [eq 2.9] : 
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 1 2tK K K= +  (2.9) 

Pour les composés possédant plus de deux sites potentiellement accepteurs de liaison H, la 

généralisation de cette expression conduit à l’équation 2.10 : 

 
1

n

t i
i

K K
=

= ∑  (2.10) 

Des travaux antérieurs réalisés dans l’équipe ont cependant montré que dans la pratique, la 

détermination expérimentale simultanée de l’ensemble des constantes individuelles par cette 

méthode n’est réalisable que dans des cas limités.25 Dans ces conditions, des méthodes 

alternatives doivent être mises en œuvre pour évaluer les constantes individuelles propres à 

certains sites. 

  

 II.2. L’échelle spectroscopique Δν(OH) 

Une autre manière de déterminer indépendamment la basicité de liaison H consiste à 

mesurer le déplacement de fréquence de la bande d’élongation de la fonction hydroxyle 

Δν(OH) d’un alcool, généralement le méthanol (dont la bande ν(OH) libre est située à 3644 

cm-1 dans le CCl4), lors de l’association avec la base étudiée [eq 2.11]. La mesure de Δν(OH) 

avec des donneurs d’acidité de liaison H significativement différentes (par exemple, par 

ordre croissant d’acidité, méthanol, trifluoroéthanol et p-fluorophénol) peut être effectuée 

dans le cas de molécules polyfonctionnelles pour visualiser la contribution de l’ensemble des 

sites, parfois « masqués » par des vibrations propres au donneur et/ou du fait d’un pouvoir 

accepteur de liaison H faible. 

 alcool
OHν ν(OH,alcool libre)-ν(OH,alcool B)Δ =  (2.11) 
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D] Calculs de chimie quantique. 

 

I] Introduction  

 Pour compléter les études expérimentales et l’analyse des données cristallographiques 

effectuées, des calculs de chimie quantique de différents niveaux de sophistication ont été 

réalisés. Dans une première étape, la surface d’énergie potentielle des différents ligands 

sélectionnés a été explorée de façon à déterminer leurs conformations privilégiées et 

confronter ces données aux observations expérimentales disponibles. Des propriétés 

physicochimiques des minima énergétiques ont également été évaluées. Dans une deuxième 

phase, un motif structural du site de fixation des agonistes des nAChRs dans l’AChBP a été 

étudié. Dans un dernier temps, la complexation de quelques agonistes au sein d’un modèle 

du site de fixation des agonistes des nAChRs dans l’AChBP a été étudiée de façon à 

quantifier les variations de paramètres structuraux et énergétiques relatives aux différentes 

interactions. 

Dans ce sous-chapitre, une présentation générale des différentes méthodes utilisées sera tout 

d’abord effectuée. Cet exposé permettra d’appréhender les approximations inhérentes à ces 

méthodologies, leur niveau d’approximation et leur degré d’exigence respectifs en termes de 

ressources informatiques.  

  

 I.1- Présentation générale des méthodes utilisées 

 Un des principaux buts de la chimie quantique est de résoudre de la manière la plus juste 

possible l’équation de Schrödinger non-relativiste indépendante du temps [eq 2.12], où E est 

l’énergie totale du système, H l’opérateur hamiltonien non relativiste et ψ la fonction d’onde. 
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 H EΨ = Ψ  (2.12) 

Cette fonction d’onde ψ permet de déterminer l’état et toutes les propriétés observables d’un 

système quantique. L’équation de Schrödinger ne peut être parfaitement résolue du fait de la 

corrélation du mouvement des électrons et des noyaux. La communauté scientifique a donc 

développé différentes méthodes de résolutions approchées utilisant diverses approximations. 

Dans cette partie du manuscrit, nous décrirons succinctement les principales méthodes que 

nous avons utilisées, c'est-à-dire les méthodes post Hatree-Fock et issues de la théorie de la 

fonctionnelle de la densité (DFT). Dans un premier temps, nous présenterons la méthode 

Hartee-Fock, développée en 1928 et historiquement très utilisée. Cette présentation 

permettra par ailleurs d’appréhender ses faiblesses et la nécessité de développement de 

méthodes plus élaborées (post-Hartree-Fock) ou issues de la DFT. 

 

 I.2- La méthode Hartree-Fock (HF) 

 La méthode Hartree-Fock est une méthode ab initio basée sur l’approximation 

orbitalaire. Cette approximation consiste à exprimer la fonction d’onde électronique comme 

le produit de N fonctions monoélectroniques φi(J). Les électrons étant des fermions, un type 

de particules indiscernables, l’interchangement de deux particules ne doit pas modifier les 

propriétés observables de la fonction d’onde et celle-ci doit donc être antisymétrique lors 

d’un tel changement. Cette règle correspond au principe de Pauli. Mathématiquement, cette 

caractéristique implique d’écrire la fonction d’onde sous la forme d’un déterminant, appelé 

le déterminant de Slater [eq 2.13], où N est le nombre total d’électrons et φ une spin-orbitale, 
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 (2.13) 
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c’est à dire une fonction monoélectronique qui s’exprime comme le produit d’une fonction 

des coordonnées de l’électron i (l’orbitale) et d’une fonction de spin. L’étape suivante 

consiste à déterminer la fonction d’onde électronique totale optimale ψel, c'est-à-dire 

caractérisée par la valeur la plus basse de l’énergie, à travers le principe des variations. Le 

problème repose donc sur la recherche des meilleures spins-orbitales, c'est-à-dire celles qui 

confèrent l’énergie la plus basse au système. A l’issue de cette phase, on obtient les 

équations canoniques de Hartree-Fock [eq. 2.14], dans lesquelles F est 

 ( ) ( ) . ( ) 1, 2,...,i i i elF nα ϕ α ε ϕ α α=     =  (2.14) 

l’opérateur de Fock et les termes εi sont des multiplicateurs de Lagrange ayant pour 

interprétation physique une énergie d’orbitale. L’opérateur de Fock est un opérateur 

monoélectronique et on obtient donc n équations où les εi sont des valeurs propres de 

l’opérateur F. Afin de résoudre ces équations, Hartree a proposé une méthode de résolution 

dite méthode du champ auto-cohérent (Self Consistent Field en anglais (SCF)). Au départ de 

la résolution, il est nécessaire de partir d’un jeu d’orbitales d’essai φ0(α) pour toutes les 

orbitales occupées, celles-ci étant utilisées pour construire l’opérateur F1(α). La résolution de 

cette équation permet alors d’obtenir un nouveau jeu d’orbitales φ1(α) utilisé à son tour pour 

construire un nouvel opérateur de Fock F2(α). Cette opération est répétée jusqu’à ce qu’entre 

deux itérations, les variations des différents termes de l’équation : φi(α), Fi(α) et εi soient 

minimales. Le jeu d’orbitales ainsi obtenu conduit à la valeur minimale de l’énergie. Cette 

solution est donc stationnaire ou autocohérente d’où son nom. Une approche proposée par 

Roothann en 1951 décompose les orbitales moléculaires en une combinaison linéaire 

d’orbitales atomiques. Cette méthode est appelée MO-LCAO (Molecular Orbital-Linear 

Combinaison Atomic Orbital [eq 2.15] où l’ensemble des N fonctions φi est appelé base de 
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fonctions et chaque orbitale atomique φi est associée à un coefficient αi optimisé pendant le 

processus SCF : 

 
1

N

i i
i

φ α ϕ
=

= ∑  (2.15) 

Malheureusement, la méthode HF donne toujours un résultat supérieur à l’énergie 

exacte. On désigne par le nom de limite Hartree-Fock, la solution à l’équation de HF atteinte 

avec l’utilisation d’une base de fonctions infinies et qui s’approchera au plus près de la 

valeur réelle. Cependant, cette méthode traitant indépendamment le mouvement des 

électrons, l’énergie interne n’est pas la « vraie » énergie du système. La différence entre les 

deux est l’énergie de corrélation, due au fait qu’en réalité la position de chaque électron est 

influencée par la position des autres puisqu’en tant que corpuscules chargées négativement 

ils se repoussent, et qu’en tant que fermions ils se repoussent s’ils sont de même signe. Les 

méthodes post Hartree-Fock ont ainsi été développées pour prendre en compte cette 

corrélation électronique.  

 

 

 

 I.3- L’approche perturbative de Møller-Plesset (MPn) 

 Le traitement quasi-indépendant des mouvements des électrons dans la méthode Hartee-

Fock se traduit par la non prise en compte des effets de corrélation électronique et donc par 

une surestimation systématique de l’énergie du système considéré. L’objectif des méthodes 

post Hartree-Fock telles que les méthodes Møller-Plesset est d’utiliser des orbitales virtuelles 

issues du calcul Hartree-Fock afin de favoriser les situations où les électrons s’évitent pour 

ensuite réintroduire la corrélation électronique. Dans un premier ensemble de méthodes, 
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basées sur le traitement de la corrélation par « interactions de configurations », la fonction 

d’onde totale du système n’est plus décrite par un seul déterminant de Slater correspondant 

aux OM occupées mais par une combinaison linéaire de déterminants de Slater dans laquelle 

chaque déterminant représente une configuration électronique faisant intervenir des OM 

initialement vacantes. Ces méthodes restent très exigeantes en ressources informatiques. 

Dans un deuxième type de méthodologies, une correction (perturbation) est ajoutée à la 

fonction d’onde du système pour simuler le problème à n-corps. Le but est d’utiliser un 

opérateur plus facilement utilisable qu’un opérateur plus complexe qui n’utiliserait pas 

d’orbitales virtuelles. Ainsi, on utilise au départ l’hamiltonien H(0) correspondant à celui de 

Hartree Fock et une perturbation V comme la différence entre le vrai Hamiltonien et celui de 

HF. Moller et Plesset ont ainsi publié en 193431 une approche perturbative consistant à 

séparer l’opérateur hamiltonien en deux parties [eq 2.16]: 

 (0)H H Vλ= +  (2.16) 

Où V est le potentiel de fluctuation introduisant la perturbation, λ un paramètre sans 

dimension et H(0) la somme des opérateurs de Fock servant d’opérateur non perturbé tel que : 

 
(0)

1
(0)

n

i
i

i i i

H f

H Eψ ψ
=

=

=

∑  (2.17) 

Si on développe cet hamiltonien en série de Taylor, alors l’énergie et la fonction 

d’onde de l’état fondamental ont pour expression :  

 
(0) (1) (2)

2

(0) (1) (2)
2

...

....

E E E Eλ λ

ψ ψ λ ψ λ ψ

= + +

= + +
 (2.18) 

Les développements d’ordre 0, 1 et 2 donnent les relations suivantes : 
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 (2.19) 

Cette méthode porte l’acronyme MPn où n est l’ordre auquel la perturbation est tronquée. 

Comme MP1 n’est pas plus performante que HF pour la détermination de l’énergie, il faut 

utiliser au minimum la perturbation d’ordre 2 (MP2) pour estimer l’énergie de corrélation. 

Le méthode MP2 est de nos jours la méthode MP la plus utilisée du fait de son temps de 

calcul relativement peu coûteux.4 Elle permet ainsi de prendre en compte une partie de 

l’énergie de corrélation. Cependant il convient de garder à l’esprit d’une part, que cette 

approche est non variationnelle, l’énergie obtenue pouvant par conséquent être plus basse 

que l’énergie exacte et d’autre part qu’elle n’est fiable que lorsque ψ0 décrit qualitativement 

bien le système, c’est-à-dire si les termes correctifs sont petits par rapport à la grandeur à 

corriger. 

 

 I.4- Le traitement local de la corrélation électronique 

Le principal obstacle à une utilisation plus systématique des méthodes ab initio 

corrélées est leur exigence en temps de calcul, qui augmente très fortement avec la taille du 

système étudié. Pour la méthode MP2, qui constitue le traitement le plus approché de la 

corrélation électronique, le temps de calcul est ainsi proportionnel à N5 où N est le nombre 

de bases de fonctions. Cet inconvénient limite la taille des systèmes auxquels on peut 

appliquer ces méthodes. Cependant, l’utilisation de méthodes fondées sur un traitement local 

de la corrélation électronique permet de réduire de façon significative le temps de calcul. 

Avec ces méthodes, basées sur une description en orbitales localisées du système, l’énergie 
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de corrélation d’une paire d’électrons décroît rapidement et régulièrement en fonction de la 

distance car seules les orbitales virtuelles spatialement proches des orbitales occupées 

contribuent significativement. Saebo et Pulay ont développé dans le cadre de l’approche 

perturbative de Møller et Plesset des méthodes locales jusqu’à l’ordre 4.32 Peu après la 

publication de leurs travaux, les mêmes auteurs ont montré que leurs méthodes locales 

recouvrent plus de 98 % de l’énergie de corrélation obtenue par les méthodes non-locales 

correspondantes.33 En fait, ce pourcentage peut encore être augmenté en utilisant une base de 

fonctions plus étendue pour la description des orbitales. L’existence de ce lien entre 

pourcentage de prise en compte de l’énergie de corrélation et la qualité (donc la taille) de la 

base de fonctions montre qu’une partie de l’écart observé tient à la réduction de l’erreur de 

superposition des base de fonctions (BSSE). La BSSE est un problème intrinsèque et 

récurrent des méthodes usuelles de chimie quantique. Elle résulte des défauts des bases de 

fonctions, plus précisément de l’utilisation des fonctions de base centrées sur des atomes 

voisins pour améliorer la fonction d’onde localement sur un atome. Il a également été 

démontré que l’erreur introduite par l’approche locale est généralement petite par 

comparaison aux autres sources d’erreur, telles que l’utilisation de bases de fonctions non-

complètes.34 Malgré les avantages des méthodes de type LMP2, en particulier la réduction 

significative du nombre total d’intégrales requises pour l’étude de systèmes de taille 

importante,35 il convient de noter que les méthodes LMP2 sont limitées à l’étude de systèmes 

pour lesquelles l’approche perturbative demeure valide. Par ailleurs, ces méthodes sous-

estiment par construction36 la contribution des configurations ioniques à l’énergie de 

corrélation électronique, ce qui peut être à l’origine d’erreurs significatives pour l’étude de 

complexes moléculaires où le transfert de charge est important. Dans le cadre d’une partie 

des études théoriques réalisées dans cette thèse, des calculs LMP2 ont été effectués.  
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 I.5- La Théorie de la Fonctionnelle de la Densité (DFT) 

 La théorie de la fonctionnelle de la densité a été mise au point par Kohn, Sham et 

Hodenberg. Cette théorie ne cherche pas à résoudre l’équation de Schrödinger mais à trouver 

la formulation de la fonctionnelle reliant l’énergie du système étudié à sa densité 

électronique totale ρ(r). Ce lien entre ρ(r) et énergie d’un système a été établi par Kohn, 

Sham et Hodenberg en 1964 à travers les deux théorèmes suivants: 

- L’ensemble des propriétés observables d’un système à l’état fondamental est entièrement 

déterminé par sa densité électronique. L’énergie, en particulier, est donc une fonctionnelle de 

la densité [eq 2.20]: 

 [ ]E F ρ=  (2.20) 

- L’énergie du système atteint sa valeur minimale si et seulement si la densité électronique 

est celle de l’état fondamental. Ce théorème est l’équivalent, pour la densité électronique, du 

principe de la méthode des variations pour les énergies associées aux fonctions d’onde. 

Si ce lien a donc clairement été établi, la fonctionnelle exacte qui relie l’énergie à la densité 

électronique demeure malheureusement inconnue pour un système constitué par N électrons 

en interaction. En 1965, Kohn et Sham proposèrent alors de décomposer l’énergie totale du 

système en termes d’énergie cinétique, d’énergie potentielle noyaux-électrons et électrons-

électrons, toutes fonctionnelles de ρ [eq 2.21] : 

 [ ]2
(1) 1 (1) 1 1 2

1 1 12

(1)1 1 (1) (2)
2 2

n
A

i i XC
i A A

ZE d d d E
r r
ρ ρ ρϕ ϕ τ τ τ ρ

=

= − ∇ − + +∑ ∑ ∫ ∫  (2.21) 
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Kohn et Sham proposèrent ensuite de remplacer le système réel avec plusieurs particules en 

interaction par un système fictif d’électrons sans interaction, et ceci aboutit aux équations de 

Kohn-Sham [eq 2.22] : 

 KS
i i i ih χ ε χ=   (2.22) 

Où hKS est l’opérateur de Kohn-Sham et χi sont les orbitales de Kohn-Sham. Ces orbitales ne 

sont pas identiques aux orbitales de HF. Il s’agit en fait de pseudo-équations aux valeurs 

propres, et, comme dans la méthode HF, un processus itératif permettant de déterminer les 

orbitales de Kohn-Sham χi minimisant l’énergie totale est utilisé. 

Le principal inconvénient de la DFT réside dans l’expression de la fonctionnelle d’échange 

corrélation EXC[ρ], qui demeure totalement inconnue. La recherche de l’expression de cette 

fonctionnelle constitue donc un des enjeux actuels de la DFT. Des méthodes fondées sur 

différentes approximations ont donc été mises au point pour en proposer une formulation : 

• Les méthodes basées sur l’approximation de la densité locale (LDA). Dans cette 

méthode, la densité électronique est supposée localement uniforme et la 

fonctionnelle d’échange corrélation ne dépend donc que de la densité électronique 

locale.  

• Les méthodes fondées sur l’approximation du gradient généralisé (Generalised 

Gradient Approximation (GGA)). Les méthodes LDA étant fondées sur une 

description de la densité électronique erronée, leur champ d’application est très 

limité et des améliorations ont été apportées. La méthode GGA utilise ainsi une 

fonctionnelle d’échange-corrélation dépendant non seulement de la densité en 

chaque point, mais aussi de son gradient.  

• Les méthodes hybrides, issues de la combinaison de termes provenant de différentes 

approximations, de façon à compenser leurs faiblesses respectives. Elles constituent 
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des méthodes « non-locales » dans lesquelles une partie de l'échange de Slater est 

substituée par le terme d'échange exact Hartree-Fock, purement non local. La 

fonctionnelle B3LYP37 probablement une des plus célèbres et des plus utilisées dans 

le domaine de la chimie moléculaire, constitue un des tous premiers représentants de 

cette catégorie.  

 Les méthodes DFT ont connu un succès et un développement extrêmement rapide du fait 

qu’elles sont considérées comme équivalentes, du point de vue de la qualité et de la fiabilité 

des résultats obtenus, à des méthodes post Hartree-Fock telles que MP2 tout en nécessitant 

par comparaison de moindres ressources informatiques (le temps de calcul, par exemple, est 

très légèrement supérieur à celui requis par les méthodes HF). Malheureusement, la DFT 

possède quelques limites, notamment la difficulté à modéliser quantitativement les 

interactions moléculaires présentant une forte composante de forces de dispersion.38 De plus, 

leur caractère empirique, dans la mesure où des paramètres intervenant dans les différents 

termes des DFT hybrides sont ajustés en fonction d’une valeur expérimentale particulière, ne 

garantit pas de performances équivalentes lors du calcul d’autres grandeurs.  

 Pour nos travaux, nous avons retenu la fonctionnelle MPWB1K, mise au point en 2004 

par Zhao et Truhlar.39 Elle appartient à des fonctionnelles de seconde génération dites méta-

GGA et méta-hybride-GGA développées autour de formulations du terme d’échange-

corrélation explicitement dépendant de la densité d’énergie cinétique τ des électrons. Ces 

développements ont permis d’améliorer en partie les déficiences évoquées dans la 

description des forces de dispersion. Plus précisément, la fonctionnelle MPWB1K est basée 

sur une fonctionnelle d’échange de Perdrew et Wang (mPW)40 modifiée et sur la 

fonctionnelle de corrélation de Becke (B95)41. Une grande partie de nos études théoriques 

dans le cadre de cette thèse ayant pour objectif une analyse approfondie d’interactions intra 
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ou intermoléculaires, nous avons sélectionné MPWB1K, puisqu’il a été montré que cette 

fonctionnelle décrit ces propriétés moléculaires41 précisément, à la fois sur un plan structural 

et énergétique. 

 

 I.6- Les bases de fonction 

 Les bases de fonction sont des fonctions mathématiques utilisées afin de construire les 

orbitales moléculaires employées pour la résolution des équations de HF ou de l’équation de 

Kohn et Sham. On utilise généralement des fonctions gaussiennes (gaussian-type orbitals 

(GTO)) décrivant les orbitales des différents atomes de la molécule (théorie CLOA). Ces 

fonctions gaussiennes ont pour expression [eq. 2.23] : 

 2exp(- rGTO l m nN x y zη α=   )  (2.23) 

dans laquelle N est un facteur de normalisation , r2=x2+y2+z2 et α un exposant déterminé par 

minimisation de l’énergie de l’atome. Le type de la fonction gaussienne dépend de la valeur 

de la somme l+m+n. Si cette somme vaut 0, alors la fonction est de type s, de type p si la 

somme vaut 1 et d pour une valeur de 2. La grande préférence des bases de fonction GTO est 

motivée par les avantages informatiques qu’elles offrent car il existe un grand nombre 

d’algorithmes optimisés pour traiter des intégrales bi-centriques. Il existe également les 

fonctions de Slater ou Slater Type Orbital (STO) qui constituent une bonne approximation 

des orbitales de Hartree (dérivées des solutions exactes pour l’atome d’hydrogène). Ces 

fonctions offrentent une meilleure représentation des orbitales réelles au voisinage de r→0 et 

de r→∞ que les GTO mais sont moins appropriées pour un calcul rapide des intégrales bi-

centriques. Il est donc nécessaire d’utiliser plusieurs gaussiennes pour obtenir la même 

précision qu’avec une seule fonction de Slater. On combine alors linéairement plusieurs 

fonctions gaussiennes, cette combinaison portant le nom de « contraction » [eq 2.24] : 
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dτ τη η

 

= ∑  (2.24) 

où A est le nombre de fonctions gaussiennes contractées également appelées primitives. 

Le plus simple mais le moins précis consiste à utiliser une contraction par orbitale. Ce type 

de représentation est appelé « base minimale » ou « simple zêta (ζ) ». C’est le cas par 

exemple de la base STO-3G où 3 primitives GTO sont combinées en une contraction. Ces 

bases de fonction présentent toutefois des déficiences sévères, en particulier leur incapacité à 

décrire l’anisotropie des distributions de charge. Pour améliorer la description des propriétés 

des systèmes, il est donc nécessaire d’utiliser plusieurs contractions de gaussiennes pour 

représenter une orbitale. Ces bases sont dites à double ou à triple zêta selon qu’elles 

emploient deux ou trois contractions respectivement. Pople et coll. ont mis au point à partir 

de 197242 une série de base dites « split valence » notée n-ijG (ou n-ijkG) très largement 

utilisées de nos jours du fait d’un bon compromis entre précision et efficacité. Ces bases 

n’utilisent qu’une seule contraction de n primitives pour les orbitales de cœur contre deux 

(ou trois) contractions de i et j (et k) primitives pour les orbitales de valence. Elles donnent 

ainsi plus de poids aux orbitales de valence qu’à celles de cœur.  

On peut également adjoindre à ces bases des fonctions de polarisation ou des fonctions 

diffuses. Les fonctions de polarisation ont un moment angulaire plus grand que celui des OA 

de valence ce qui permet aux orbitales de mieux se déformer à partir de leurs symétries 

atomiques et de mieux s’adapter à l’environnement électronique. Il s’agit typiquement de 

rajouter des orbitales d (voire f) aux atomes lourds et p (voire d) aux atomes d’hydrogène. 

Elles sont alors notées n-ij(k)G(d,p). Les fonctions diffuses, quant à elles, sont nécessaires 

pour décrire avec précision les systèmes dans lesquels le nuage électronique est étendu. Elles 

sont indispensables pour décrire les liaisons faibles et le calcul des affinités électroniques. 
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Leur notation pour les bases de Pople est (n-ij(k)«+»G dans les cas où ces fonctions ne sont 

ajoutées à la base que sur les atomes lourds et n-ij(k)++G pour les cas où ces fonctions sont 

ajoutées sur tous les atomes). 

 D’autres types de bases de type « split valence » ont également été mises au point par 

Dunning en 198943. Ces bases ont pour notation cc-pVXZ où cc-pV signifie correlation-

consistent polarised valence et X indique le nombre de contractions par orbitales (D pour 

double, T pour triple, Q pour quadruple et 5 pour quintuple zêta). Ces bases ont été 

développées par des calculs faisant intervenir la corrélation électronique. On peut également 

ajouter des fonctions diffuses à ce type de base mais uniquement sur tous les atomes. Dans 

ce cas la base est notée aug-cc-pVXZ (aug signifiant augmented).  

 

 I.7- Les méthodes mixtes 

   I.7.1- Généralités  

 Pour décrire de façon fiable et précise certains paramètres chimiques ou pour étudier la 

formation ou la rupture d’une liaison se produisant lors d’une réaction, il est indispensable 

d’utiliser des méthodes quantiques, telles que celles décrites précédemment. Cependant, 

l’étude d’une réaction enzymatique ou de l’association/dissociation d’un ligand sur une 

protéine reste impossible par ces méthodes du fait de la taille du système. Des méthodes 

mixtes, utilisant plusieurs niveaux de théorie, ont donc été élaborées depuis une trentaine 

d’années pour rendre accessible l’étude de système de taille de plus en plus importante. Leur 

principe est donc de séparer celui-ci en deux ou trois couches traitées par des niveaux de 

calcul différents. Par exemple, une représentation précise des interactions mises en jeu lors 

de la fixation d’un ligand au sein d’une protéine nécessite une description fine, grâce à une 

méthode quantique (QM) d’un niveau élevé, de cette région du système. En revanche, 
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l’environnement du site de fixation, plus «spectateur » mais exerçant une influence 

importante, pourra être décrit par une méthode QM moins sophistiquée ou une méthode de 

mécanique moléculaire (MM). Historiquement, les premiers travaux effectués utilisant une 

méthode mixte sont ceux de Warshel et Lewitt en 1976,44 Alagona et coll.45 en 1982 puis de 

Bash et col. en 1987.46 Il existe à l’heure actuelle un grand nombre de méthodes QM/MM.47, 

48 On peut toutefois considérer qu’il en existe deux grands types (i) les méthodes utilisant un 

hamiltonien mixte HQM/MM (ii) les méthodes basées sur une décomposition de l’énergie totale 

en différents termes calculés à des niveaux de théorie propres. Le principal représentant de 

cette deuxième catégorie de méthodes est la technique ONIOM, mise en œuvre dans cette 

thèse. 

 

   I.7.2- Les méthodes basées sur l’utilisation d’un hamiltonien mixte  

 Historiquement, ce fut la première méthode employée par Warshel et Lewitt.44 Avec ces 

méthodes, le système est divisé en deux couches comportant une partie « cœur » traitée par 

mécanique quantique (QM) et une partie « périphérique » traitée par mécanique moléculaire 

(MM) (Figure 4).  

 

Couche QM

Couche MM

Couche QM

Couche MM

 

 

Figure 4- Schéma décrivant le découpage d’un 

calcul QM/MM. 

 

 De façon simplifiée, l’hamiltonien « total » (HTOTAL), « complet » du système, 

correspond donc à la somme de trois hamiltoniens [eq 2.25].  
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 /TOTAL QM MM QM MMH H H H= + +  (2.25) 

Dans cette équation, HQM représente l’hamiltonien du système QM, c'est-à-dire l’énergie 

d’interaction entre l’ensemble des particules constituant ce système, HMM décrit 

l’hamiltonien du système MM, c'est-à-dire l’énergie d’interaction entre l’ensemble des 

composantes « classiques » et HQM/MM prend en compte l’énergie d’interaction entre les 

éléments quantiques et classiques. Chaque zone QM et MM est donc traitée par un 

hamiltonien différent tandis qu’un troisième hamiltonien se charge d’opérer la jonction entre 

les deux couches. Les détails du terme HQM/MM constituent bien sûr le cœur et la difficulté 

principale de ce type de méthodes mixtes.  

 

   I.7.3- La méthode ONIOM 

     I.7.3.1- Principe général 

 La méthode ONIOM (Our own N-layered Integrated molecular Orbital and 

molecular Mechanics) est une méthode mixte mise au point par Morokuma et coll. dans le 

milieu des années 90.49, 50 Nous avons sélectionné cette méthode à la fois pour des raisons 

pratiques, dans la mesure où elle est intégrée avec ses développements les plus récents dans 

le package de chimie quantique Gaussian09, utilisé dans le cadre de cette thèse, mais 

également du fait de son application avec succès dans un grand nombre de domaines de la 

chimie. Ainsi, des calculs ONIOM ont été mis en œuvre pour déterminer les énergies de 

dissociation de liaison de molécules organiques,51 l’étude des interactions protéine-ligand,52 

ou encore la réactivité chimique de nanotubes de carbone.53 La validité de cette méthode à 

été démontrée pour des composés purement organiques en comparant les résultats théoriques 

avec ceux obtenus à l’aide de niveaux de théorie plus élaborés et des données 

expérimentales.49 ONIOM est en fait un acronyme général désignant une méthodologie 
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regroupant deux autres méthodes également développées par Morokuma : IMOMM50 

(Integrated Molecular Orbital-Molecular Mechanics) et IMOMO54 (Integrated Molecular 

Orbital-Molecular Orbital), moins souples qu’ONIOM du fait de l’utilisation d’un niveau de 

calcul imposé pour la couche de bas niveau. Dans le cadre de la méthode IMOMO, la 

périphérie du système est ainsi nécessairement traitée par une méthode QM tandis que la 

méthode IMOMM impose l’utilisation d’un champ de force de mécanique moléculaire pour 

cette partie. ONIOM, quant à elle, permet donc de combiner des calculs avec des méthodes 

quantiques et classiques (désignées par QM/MM) ou des méthodes quantiques présentant 

différents niveaux de sophistication (QM/QM’). ONIOM a démontré son efficacité pour la 

simulation de systèmes chimiques de grande taille dans des domaines très diversifiés (étude 

de mécanismes de réaction pour des systèmes organiques pouvant aller jusqu’à plusieurs 

milliers d’atomes,55 de catalyse homogène,56 de réactions enzymatiques57 ou encore de la 

réactivité de composés organiques et organométalliques55). Une autre amélioration de la 

méthode ONIOM apportée depuis son développement est la possibilité de diviser le système 

étudié non plus en deux mais en trois couches décrites par trois niveaux de théorie différents 

(ONIOM3). Avec cette méthode, le cœur du système est généralement traité par une 

méthode DFT ou ab initio, une couche intermédiaire par une méthode semi-empirique de 

mécanique quantique, la périphérie étant décrite par mécanique moléculaire.  
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Figure 5- Schéma décrivant le découpage en trois couches d’un calcul ONIOM3. 

 
Pour un système à deux couches, l’énergie totale calculée avec la méthode ONIOM2 

à partir de l’énergie de chacune des couches décrites par leur niveau de théorie respectif 

s’exprime par la relation 2.26: 

 (faible,réel) (haut,modèle) (faible,modèle)E E E E= + −  (2.26) 

ONIOM réalise un calcul QM pour le système modèle en l’absence de la seconde couche 

puis traite les interactions entre les deux couches au faible niveau de théorie. Dans les calculs 

que nous avons réalisé, seules des méthodes quantiques ont été mises en œuvre (ONIOM2 de 

type QM/QM’). L’équation 2.26 montre que la méthode d’évaluation de l’énergie du 

système « réel » repose sur la combinaison d’énergies des différentes parties du système 

traitées à leur propre niveau de théorie. Ainsi, pour un système à deux couches, l’énergie 

totale est évaluée à partir de trois termes : d’une part l’énergie du système entier, calculée au 
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plus faible niveau de théorie et d’autre part les énergies du « cœur » du système, calculées 

aux deux niveaux de théorie (haut et faible).  

 

     I.7.3.2- Traitement de la zone de jonction 

Une des zones du système moléculaire étudié les plus difficiles à traiter par les méthodes 

mixtes est la jonction entre les différentes couches, notamment lorsqu’elle comporte des 

liaisons covalentes. ONIOM utilise par défaut l’approche dite « link-atom » (atome de 

jonction) pour appréhender ce type de liaisons. Des atomes d’hydrogène (d’autres atomes 

peuvent être spécifiés) sont ajoutés aux atomes situés à la frontière de façon à compléter leur 

couche de valence. Pour le « découpage » des couches, quelques règles importantes sont à 

respecter : 

• Si la jonction implique des liaisons covalentes, elles doivent correspondre à des 

simples liaisons et non à des liaisons multiples 

• Les groupements aromatiques ou conjugués doivent se trouver dans la même 

couche 

• Si des liaisons se forment ou sont rompues ou encore si des atomes changent 

d’hybridation au cours du processus, ils doivent être situés dans la partie QM 

constituant le cœur du système 

• La méthode ne pouvant traiter les transferts de charge entre couches, les parties 

du système dans lesquelles ces phénomènes peuvent avoir lieu doivent être traités 

par le même niveau de théorie (QM). 

 
 Les méthodes mixtes connaissent à l’heure actuelle des développements importants 

du fait de leur succès dans le traitement de systèmes chimiques/biochimiques de grande 
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taille. Par ailleurs, une alternative à l’utilisation d’atomes de jonction pour établir le lien 

entre les différentes couches consiste à utiliser des orbitales strictement localisées (méthode 

LSCF). Ce type de méthodes, développées en France à Nancy, n’a pu être utilisé dans le 

cadre de la thèse du fait de sa non disponibilité dans la version du programme Gaussian09 

dont nous disposions localement. Elle ne sera donc pas évoquée plus en détail dans le 

contexte de ce manuscrit.  

 

II. Application à l’étude de la structure et des interactions d’agonistes des 

nAChRs 

 II.1- Structures et propriétés des différents partenaires 

   II.1.1- Choix des agonistes et méthodologie 

 Pour ce travail, nous avons sélectionné la (S)-nicotine et l’épibaditine (Figure 6a et 6b 

respectivement), du fait de leur différence d’affinité significative pour les nAChRs,58, 59 et de 

leur statut de chef de file pour le développement de nouveaux agonistes des nAChRs.60 Nous 

avons également étudié l’acétylcholine (ACh) (6c) en tant que composé de référence puisque 

ce composé est le ligand naturel des nAChRs.  

 

 

 Figure 6- Représentation de la nicotine (a), de l’épibatidine (b) et de l’acétylcholine (c) 
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 Des études précédentes par modélisation moléculaire, menées sur l’AChBP et/ou les 

nAChRs ont suggéré la présence d’une liaison hydrogène entre les groupements N+-H du 

ligand et carbonyle du squelette peptidique du Trp 143.61, 62 La structure chimique de 

l’acétylcholine ne permettant pas ce type d’interactions, l’implication de CH portés par 

l’azote d’ammonium quaternaire et polarisés positivement a été évoquée.58, 59 De plus, bien 

que l’épibatidine soit structuralement proche de la nicotine, elle est caractérisée par une 

constante d’affinité 100 fois supérieure à celle-ci et peut se lier aux nAChRs musculaires et 

neuronaux alors que la nicotine ne peut se lier qu’aux nAChRs neuronaux.10 Etant donné que 

les amines aliphatiques cycliques caractéristiques de la structure chimique des trois agonistes 

étudiés ici présentent des valeurs de pKa de l’ordre 8-9 (8,3 pour la nicotine), il est 

généralement admis que la forme biologiquement active de ces ligands au pH physiologique 

(de l’ordre de 7,2) est la forme cationique. Nous avons donc sélectionné cette forme pour les 

études théoriques de chimie quantique réalisées dans le cadre de ce travail. 

 

   II.1.2- Analyse conformationnelle 

 Les propriétés des différents agonistes étant intimement liées à leur structure, nous avons 

entrepris une étude approfondie de leurs préférences conformationnelles. Dans le cas de 

l’épibatidine, les données théoriques sur la forme cationique ont pu être confrontées aux 

observations expérimentales réalisées par spectroscopie IRMPD au CLIO.19 Des séries de 

balayages relaxés autour de certains angles dièdres ont été réalisés au niveau MPWB1K/6-

31G(d). A partir de la surface d’énergie potentielle obtenue, les points stationnaires 

correspondant aux minima énergétiques et aux états de transition ont pu être localisés. Les 

caractéristiques des minima ont été affinées grâce à une optimisation avec une base de 

fonctions plus étendue (6-31+G(d,p)). Un calcul de fréquence au même niveau a enfin été 
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réalisé pour confirmer la nature de minimum de ces points ainsi que pour obtenir les énergies 

électroniques corrigées de l’énergie de vibration du point zéro (notée D0 par la suite) pour 

chaque conformère. A partir de D0, la population relative Pi des différents conformères a été 

calculée grâce à la relation de Boltzmann [eq 2.27] : 
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   II.1.3- Etude d’un motif structural de l’AChBP 

 Comme nous l’avons évoqué précédemment dans ce chapitre (II.2.), nous avons souhaité 

étudier de façon approfondie un motif structural de l’AChBP impliqué dans l’interaction 

avec les ligands. Notre objectif était d’affiner, grâce à l’utilisation d’une méthode quantique 

de type DFT, les données structurales en terme de conformation et d’interactions des résidus 

constituant le site de fixation.15 Ce modèle de départ était composé, en plus du Trp 143, des 

résidus Ser 142, Thr144 et Asp 85 (Figure 8). 

Trp
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Thr
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Asp

His

 

 

 

Figure 8- Acides aminés sélectionnés dans la 

définition du modèle initial. 

 

Une fois la composition chimique du motif établie, la géométrie du système ainsi défini a été 

totalement optimisée. Guidés par les modifications structurales éventuelles résultant de 

l’optimisation, certains groupements fonctionnels ne paraissant pas décisifs dans le maintien 
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de la structure du motif ont été supprimés, l’ensemble étant systématiquement réoptimisé à 

chaque modification. Cette démarche nous a permis de déterminer le motif permettant de 

réduire le temps de calcul tout en conservant les caractéristiques structurales (liaisons H, 

conformation) propres au système.15 

 

 II.2- Définition d’un modèle 3D pour l’étude des interactions agonistes-

AChBP. 

   II.2.1- Mise au point du modèle 

Pour définir un modèle tridimensionnel permettant l’étude des interactions des 

différents agonistes avec l’AChBP, nous avons sélectionné tous les résidus possédant un 

atome situé dans une sphère d’un rayon de 7 Å centrée sur chaque atome d’un ligand de 

référence, la nicotine. Notre choix s’est porté sur ce ligand car les complexes avec la nicotine 

possèdent une meilleure résolution (1UW6 : 2,2 Å) que ceux avec l’épibatidine (2BYQ : 3,4 

Å). Un tel rayon constitue un bon compromis pour l’étude des interactions agonistes-AChBP 

dans la mesure où tous les acides aminés de l’AChBP en interaction directe avec les ligands 

sont sélectionnés, le ligand étant enchâssé dans une cavité constituée par les résidus des 

composantes principales et complémentaires du site (Figure 9). Dans des travaux 

précédents,57, 63 une sphère de 10 Å autour des atomes du ligand a été utilisée. Pour des 

raisons de choix méthodologique (méthode QM/QM’) et de temps de calcul associé, une 

sphère d’un rayon de 7 Å s’est révélée adaptée. Le modèle a été préparé à l’aide du logiciel 

Pymol.17 
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Figure 9- A gauche, représentation des résidus autour de la sphère de 7Å autour de la nicotine (en vert) avec la 

partie principale du site en bleu et la partie complémentaire en jaune. A droite, représentation de la surface 

autour de la sphère de 7Å. 

 

Ce protocole de définition du modèle basé sur la présence ou l’absence des acides aminés à 

l’intérieur de la sphère délimitée se traduit dans la pratique par deux situations principales 

concernant la séquence peptidique. Ainsi, lorsque deux acides aminés présélectionnés 

n’étaient séparés que par un résidu non contenu dans la sphère, la chaîne principale du résidu 

central a également été considérée. Dans tous les autres cas de figure, qu’il s’agisse d’un 

acide aminé ou d’un bloc constitué par la succession de plusieurs résidus, chaque extrémité 

(N et C terminale) a été respectivement complétée par des fonctions COCH3 et NHCH3 

(Figure 10). Cette modification permet de conserver les caractéristiques chimiques et 

structurales de la liaison peptidique, élément important pour une description correcte du 

système lors des calculs ultérieurs. 
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Figure 10- Exemple de terminaison des blocs 

d’acides aminés  

 

Le modèle ainsi constitué est composé de 30 résidus, Tyr 89, Ser 142, Trp 143, Thr 

144, His 145, His 146, Val 183, Thr 184, Tyr 185, Ser 186, Cys 187, Cys 188, Pro 189, Glu 

190, Ala 191, Tyr 192 pour la sous-unité principale et Trp 53, Gln 73, Val 74, Ser 75, Pro 

100, Gln 101, Leu 102, Ala 103, Arg 104, Leu 112, Tyr 113, Met 114, Pro 115 et Tyr 164 

pour la sous-unité complémentaire. Les atomes d’hydrogène ont été rajoutés avec le 

programme Gaussview.64 Sur la base du pH physiologique (7,4), la chaîne latérale de l’Arg 

104 a été considérée dans sa forme protonée (pKa de 12,5). Pour les mêmes raisons, le résidu 

Glu 190 a été considéré dans sa forme carboxylate (pKa = 4,1). Le modèle tridimensionnel du 

site de fixation des agonistes étant défini, la position de l’ensemble des atomes d’hydrogène 

a été optimisée au cours d’une première phase de calculs au niveau MPWB1K/3-21G.  

  

 

 

   II.2.2- Position des agonistes dans le site de fixation 

 La position, l’orientation, de même que la conformation des ligands au sein du site de 

reconnaissance des récepteurs conditionnent  leurs interactions. Dans le cadre de ce travail 

de thèse, nous n’avons pas cherché à explorer, à travers un programme de docking,  la 

surface d’énergie potentielle d’interaction entre les ligands et le modèle tridimensionnel 

défini pour le site de reconnaissance. Pour définir la position du ligand dans le site, nous 

avons donc exploité, lorsqu’elles étaient disponibles, les données expérimentales obtenues 
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par cristallographie des rayons X. Lorsque ces informations n’étaient pas disponibles nous 

avons positionné les ligands d’une façon similaire, en considérant les éléments du 

pharmacophore nicotinique. Pour la nicotine, la structure de départ que nous avons 

sélectionnée pour le complexe correspond à la conformation observée dans le site de 

l’AChBP (1UW6),15 appelée nicotine B. Nous avons également considéré le second isomère 

de conformation (nicotine A) de la nicotine protonée sur l’azote pyrrolidinique dans cette 

étude. Cette conformation (Figure 11) se distingue de la première par une rotation de l’ordre 

de 180° autour de la jonction entre les deux cycles.  

 

Figure 11- Représentation des deux conformères de la nicotine étudiés (à gauche la nicotine B et à droite la 

nicotine A). 

 

Dans le cas de l’épibatidine, les données cristallographiques souffrant d’imprécision 

(2BYQ, résolution 3,40 Å), et montrant des différences significatives selon l’interface entre 

les sous-unités examinées,65 nous avons considéré comme point de départ les trois positions 

expérimentales observées. Pour l’ACh, aucune structure cristalline avec l’AChBP n’étant 

disponible, nous l’avons positionné manuellement dans le site. Nous avons considéré trois 

conformations de ce ligand dans les études de complexation avec le modèle du site de 

reconnaissance. Ces structures correspondent à celles proposées dans la littérature comme 

conformations actives pour ce ligand naturel des nAChRs sur la base de résultats obtenus 

lors d’une étude par RMN bidimensionnelle.66 Les caractéristiques chimiques de l’ACh nous 
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ont par ailleurs conduit à considérer, pour chaque conformation, trois positions différentes. 

Ces positions initiales ont été définies par rapport aux distances entre, d’une part, les groupes 

méthyle portés par l’ammonium de l’ACh et le centroïde du cycle benzénique du noyau 

indole du Trp 143, et, d’autre part, le méthylène en α de l’azote ammonium de l’ACh et l’O 

de la fonction carbonlyle du Trp 143 (Figure 12). Ces paramètres ont été sélectionnés par 

Cashin et coll.10 dans une étude comparative de l’interaction de la nicotine, de l’épibatidine 

et de l’ACh avec le Trp 143.  

  Pour chacun des ligands sélectionnés, les complexes ont également été étudiés en 

présence d’une molécule d’eau «relai», cette molécule ayant parfois été intégrée au 

pharmacophore nicotinique,67, 68 sa présence ayant été vérifiée expérimentalement dans le 

cas de la nicotine (entrée 1UW6 : complexe nicotine-AChBP) 

 

 

Figure 12- Distances ACh-Trp 143 retenues par 

Cashin et col. pour l’étude des interactions 

agonistes-nAChRs.10

   II.2.3- Calculs QM/QM’ 

 Après avoir positionné les ligands dans le site et optimisé la position des atomes 

d’hydrogène, les deux couches de niveaux de théorie différents pour le calcul ONIOM2 ont 

été définies. Le Trp 143 et les deux liaisons peptidiques qui l’entourent, le ligand et la 

molécule d’eau éventuellement présente ont été placés dans la couche de haut niveau 

(MPWB1K/6-31+G(d,p)), la deuxième couche (MPWB1K/3-21G(d)) contenant le reste du 

système (Figure 13).  

 



Chapitre 2                                                                                                                                77 

  

 

Figure 13 Modèle du site de reconnaissance des agonistes des nAChRs mis au point à partir de l’AChBP pour 

les calculs ONIOM2 (la couche de haut niveau, sur l’exemple du complexe avec l’ACh, est représentée en tube, 

le reste, correspondant à la couche de bas niveau, en fil de fer). 

 

Chaque complexe étudié a ensuite été optimisé partiellement, l’ensemble des atomes 

de la couche la plus externe étant gelés sur la base des positions cristallographiques. Cette 

stratégie a permis d’optimiser la géométrie du ligand, du résidu Trp 143 et de la molécule 

d’eau dans l’environnement du récepteur protéique. La partie interne, constituant le «cœur» 

du système, optimisée avec la méthode MPWB1K/6-31+G(d,p), comprend, selon les ligands, 

entre 46 et 48 atomes. A l’issue de la convergence des calculs ONIOM2, les différentes 

composantes de l’énergie d’interaction ont été déterminées. Ainsi, les énergies de fixation 

(ΔEfix), de relaxation (ΔErel) et l’énergie de complexation ont été évaluées par les 

expressions suivantes: [eq 2.28-2.30] : 
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 fix el el L el L(C) (MS) (L)E E E EΔ = − −  (2.28) 

 rel el C el L rel el C el L(L) (L) (L) ; (MS) (MS) (MS)E E E E E EΔ = −     Δ = −  (2.29) 

 cpx el el C el C

fix rel rel

Δ (C) (MS) (L)

(MS) (L)

E E E E

E E E

= − −

         = Δ − Δ  − Δ
 (2.30) 

Avec C le complexe, (MS)C et (L)L le modèle du site et le ligand respectivement, à la 

géométrie du complexe, (MS)C et (L)L le modèle du site et le ligand respectivement, à leur 

géométrie libre. Lorsque la molécule d’eau est incluse au système, elle est intégrée à la partie 

modèle du récepteur (MR ou MS). Les calculs ont été effectués en considérant l’énergie 

électronique, c'est-à-dire qu’aucune correction thermique ni de l’énergie vibrationnelle du 

point zéro n’a été effectuée. Les variations d’énergies de complexation et de fixation ont 

ensuite été comparées aux valeurs d’affinités expérimentales disponibles pour les agonistes 

étudiés. La variation d’énergie de relaxation permet d’appréhender la contribution 

énergétique de la déformation  de géométrie du ligand et du Trp 143 à l’ensemble du 

processus pour chacun des composés étudiés. 

 

 

 

III] Conclusion 

 Dans ce chapitre, nous avons présenté l’ensemble des outils expérimentaux et 

théoriques mis en œuvre dans le cadre de cette thèse pour caractériser de façon approfondie 

la structure et les interactions de différents ligands des nAChRs sous des formes chimiques 

diversifiées. Les approches expérimentales utilisées sondent des environnements très 

différents, puisque les études par spectroscopie IRMPD à CLIO sont effectuées en phase 
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gazeuse sur les formes cationiques des ligands tandis que l’analyse des données structurales 

repose en grande partie sur des structures de complexes ligands-AChBP résolues par 

diffraction des rayons X. Enfin, sur un exemple ponctuel, des études par spectrométrie 

vibrationnelle en solution ont été mises en œuvre pour (i) sonder l’influence des 

caractéristiques du solvant sur la structure adoptée par les ligands (ii) mesurer le pouvoir 

accepteur de liaison H de ces composés. Parallèlement  aux investigations expérimentales, 

des études théoriques à différents niveaux ont été réalisées. Ces travaux constituent un 

complément essentiel aux différentes approches expérimentales dans la mesure où ils 

permettent d’aboutir à une compréhension fine du comportement des ligands dans différents 

milieux, des conformations qu’ils adoptent en phase gazeuse, aux interactions qu’ils peuvent 

établir au sein d’un de leurs récepteurs biologiques. Les chapitres suivants montreront que si 

ces ligands présentent à priori des caractéristiques semblables, ils possèdent en réalité des 

différences significatives aussi bien sur un plan structural qu’en terme d’interactions, ce qui 

justifie le couplage des approches utilisées dans le cadre de ce travail.  
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Dans ce chapitre, les caractéristiques structurales et conformationnelles des ligands étudiés 

sont présentées, qu’il s’agisse de données obtenues lors de mesures expérimentales en phase 

gazeuse, en solution en solvant apolaire à travers la mise en œuvre de différentes techniques 

(IRTF, RMN) ou de données issues de calculs théoriques à l’état isolé. Ces résultats sont non 

seulement importants pour appréhender de façon approfondie le comportement de ces 

composés mais constituent un prérequis utile pour la mise en évidence de l’influence de 

l’environnement protéique sur leur structure (cf Chapitre 5).   

 

I] Nicotine 

 I.1-Rappels bibliographiques 

 La nicotine (Figure 1), principal alcaloïde du tabac, possède de nombreuses 

propriétés biologiques. L’existence de ces multiples effets provient du fait qu’elle interfère 

avec un grand nombre de processus neurophysiologiques grâce à son action sur les nAChRs. 

La nicotine naturelle, correspondant à l'énantiomère S, possède une activité biologique cinq 

à cent fois plus importante, selon l’espèce, que la (R)-nicotine.1 Dès 1659, Giles Everard, un 

médecin hollandais, a fait le lien entre consommation de tabac et amélioration de la 

mémoire.2 Près de trois siècles plus tard, la consommation de tabac ayant fortement 

progressée, seuls les effets néfastes sur la santé de cette molécule retinrent l'attention de la 

communauté et ses vertus potentielles, qui font actuellement l’objet de débats importants, 

furent oubliées.3, 4 En fait, à forte dose, la nicotine se révèle être un puissant poison qui peut 

provoquer une mort quasi instantanée, notamment par paralysie du système 

neuromusculaire. Ce dernier effet est à l’origine de son utilisation en tant que pesticide.2  
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 La nicotine a fait l’objet de nombreuses études conformationnelles, tant 

expérimentales que théoriques.5-8 Ces études ont permis d’en déterminer les principales 

caractéristiques structurales : 

• la forme enveloppe du cycle pyrrolidinique, l’atome d’azote sortant du plan formé 

par les quatre atomes de carbone dans la forme neutre9, 10 

• la quasi-perpendicularité entre les cycles pyrrolidinique et pyridinique  

• la position anti des liaisons N1’-C6’ et C3-C2’ par rapport au plan du cycle 

pyrrolidinique 

• l’existence de deux isomères de conformation stables, notés A et B par Elmore et 

Dougherty5 avec pour valeurs approchées de l’angle Φ (0° et 180°) respectivement , 

et possédant tous deux une distance entre leurs deux atomes d’azote notablement 

différente (4,79 Å et 4,25 Å) respectivement pour les conformères non protonés. 

• La déformation notable du cycle pyrrolidine lors d’une protonation de l’N sp3, la 

forme enveloppe étant désormais caractérisée par la position hors du plan du carbone 

lié au cycle pyridinique. 

La Figure 2 montre les structures des principaux conformères pour la forme neutre et 

protonée sur l’N pyrrolidinique. 

 

Figure 1- Structure chimique et numérotation de 

la (S)-nicotine. 
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I.2-Résultats 

Les résultats théoriques antérieurs du laboratoire ayant été obtenus à un niveau de 

théorie différent (B3LYP/6-31+G(d,p)), les deux conformères principaux de la (S)-nicotine 

protonée ont été optimisés au niveau MPWB1K/6-31+G(d,p) puis un calcul de fréquence a 

été réalisé. Nos résultats confirment les tendances mises en évidence précédemment à des 

niveaux de théorie comparables,6, 7, 11 les populations respectives des conformères A et B 

étant quasi-équivalentes à l’état isolé, (49,9 et 50,1% respectivement). 

 

Figure 2- Représentations de la (S)-nicotine A neutre (a) et des (S)-nicotines A (b) et B (c) protonées 

 

II] Epibatidine 

I.1-Rappels bibliographiques 

Isolée à partir d’extraits de peau d’une grenouille vénéneuse équatorienne (Epipedobates 

tricolor) par Daly et coll. en 1992, l’épibatidine (Figure 3) suscita rapidement un très grand 

intérêt parmi la communauté scientifique du fait de son activité puissante d’agoniste des 

nAChRs et  de son grand pouvoir analgésique. Sa grande toxicité et l’importance des effets 

secondaires indésirables consécutifs à son administration (hypertension, bradycardie, 

paralysie partielle) ont empêché son utilisation en tant qu’agent thérapeutique tout en 

fournissant cependant un chef de file précieux pour la conception de nouveaux ligands 



90                                                                          Structure de quelques ligands des nAChRs 

sélectifs de sous-types des nAChRs. En 1994, l’énantiomère naturel de l’épibatidine, ((1R, 

2R, 4S)- ou (+)-épibatidine) a été identifié par Fletcher et coll.12 L’importance de ce 

composé s’est traduite par plusieurs investigations structurales.13-15  

  

 

 

Figure 3. Structure chimique de l‘épibatidine.

 

 I.2-Résultats 

Caractéristiques structurales  

 La structure bicyclique du fragment saturé de l’épibatidine se traduit par le fait que le 

principal degré de liberté de la molécule se résume à l’angle de torsion entre les deux cycles. 

Dans une première étape, des balayages systématiques  autour de la liaison C3’-C2 (angle 

dièdre C2-C3-C2’-C3’, Figure 3) ont été effectués au niveau HF/6-31G(d,p) pour les deux 

formes monoprotonées (sur l’Nsp3 ou l’Nsp2). La géométrie des minima identifiés sur les 

profils énergétiques obtenus a dans un deuxième temps été optimisée avec la fonctionnelle 

B3PW91 et la base de fonction 6-311++G(d,p). Ce choix de fonctionnel s’explique par le 

fait qu’elle a été utilisée avec succès pour des analyses de résultats IRMPD d’autres ligands 

nicotiniques.7 Dans une ultime étape, des calculs LMP2/cc-pVTZ//B3PW91/6-311++G(d,p) 

ont été réalisés sur les différents conformères de façon à obtenir des énergies relatives plus 

fiables. En effet la méthode LMP2 permet de réduire la BSSE.16 Les populations de chaque 

conformère ont été estimées en utilisant la loi de distribution de Boltzmann à partir des 

enthalpies libres relatives calculées. Trois minima ont été identifiés pour l’épibatidine 

protonée sur l’Nsp3 (Nsp3+) et cinq pour l’épibatidine protonée sur l’Nsp2 (Nsp2+) (Figure 
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4). Comme pour la nicotine, deux catégories distinctes de conformation sont possibles. Ces 

conformations se distinguent par l’orientation relative des deux atomes d’azotes par rapport 

à la liaison intercyclique. Quand les deux atomes d’azote sont du même côté, la 

conformation est notée A, et B quand ils sont du côté opposé. Un second degré de liberté 

apparaît quand l’azote pyridinique est protoné. Il s’agit de l’orientation de la liaison NH de 

l’azote pyrrolidinique par rapport au cycle pyridinique. Ces conformères sont appelés syn ou 

anti, selon que le NH est dirigé vers le cycle pyridinique, ou à l’opposé, respectivement. Le 

Tableau I rassemble les enthalpies libres relatives et les populations des différents 

conformères de l’épibatidine calculées aux niveaux B3PW91/6-311++G(d,p). et LMP2/cc-

pVTZ //B3PW91/6-311++G(d,p). 

 

Figure 4- Géométries des trois minima énergétiques de l’épibatidine protonée sur l’Nsp3 (1-3) et des cinq 

minima énergétiques de l’épibatidine protonée sur l’Nsp2  (4-8) optimisées au niveau B3PW91/6-311++G(d,p). 

 

Tableau I- Energies relatives (kJ mol-1) en phase gazeuse et angle dièdre inter-cycle (en degrés) pour les 

différentes formes monoprotonées de l’épibatidine. 

 

Conformères 

 

Φ[c] 

B3PW91[a] 

ΔG 

B3PW91[a] 

Pi(%) 

LMP2//B3PW91[b] 

ΔG 

LMP2//B3PW91[b] 

Pi(%) 

(1) Nsp3+A 273 3,51 15,6 0,00 57,4 

(2) Nsp3+A 350 6,41 4,8 2,02 25,5 

(3) Nsp3+B 86 7,19 3,5 8,79 1,7 
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(4) Nsp2+A 308 0,00 64,0 3,91 11,8 

(5) Nsp2+A 124 4,12 12,1 6,87 3,6 

(6)Nsp2+A 276 29,77 0,0 33,96 0,0 

(7) Nsp2+A 101 29,22 0,0 34,46 0,0 

(8) Nsp2+A 351 33,14 0,0 35,59 0,0 

[a] B3PW91/6-311++G(d,p). [b] LMP2/cc-pVTZ//B3PW91/6-311++G(d,p). [c] Φ=C2-C3-C2’-C3’. 

 

En ce qui concerne la protonation pyrrolidinique, les enthalpies libres calculées pour 

les trois conformères de Nsp3+ évoluent dans un intervalle étroit compris entre 4 et 9 kJ  

mol-1, respectivement pour les niveaux B3PW91 et LMP2//B3PW91. Cette faible différence 

suggère qu’en phase gazeuse, l’épibatidine protonée sur l’N sp3 doit exister sous la forme 

d’un mélange de ces trois minima. Le conformère Nsp3+A présentant un angle Φ de 270° est 

le plus stable aux deux niveaux de théorie utilisés. 

Les géométries optimisées de la forme Nsp2+ peuvent être distinguées par leurs formes anti 

et syn, correspondant respectivement aux structures 4-5 et 6-7-8 représentées sur la Figure 4. 

Le Tableau I montre que les isomères trans sont énergétiquement plus favorables, les 

isomères syn étant déstabilisés d’environ 30 à 36 kJ mol-1 selon le niveau de théorie. Nous 

attribuons cette préférence conformationnelle à l’existence d’une liaison hydrogène 

intramoléculaire CH···Nsp3 (Figure 4). En effet, pour les conformations anti, la paire libre de 

l’Nsp3 est dirigée favorablement pour créer une interaction stabilisante. Le conformère 4 anti 

possède une liaison CH···Nsp3 (2,29 Å) légèrement plus courte que celle du conformère 5 

anti (2,35 Å). Cette interaction plus forte pour 4 contribue à l’existence d’une population 

plus importante pour ce conformère par rapport à 5. 
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Forme chimique prépondérante en phase gazeuse 

 La proportion entre les deux formes monoprotonées Nsp2+ et Nsp3+ à l’état gazeux 

peut être estimée à partir des valeurs d’enthalpie libre rassemblées dans le Tableau I. 

L’examen de ces valeurs montre que les deux niveaux de calcul conduisent à des résultats 

très différents. En effet, au niveau B3PW91, les résultats indiquent une large prépondérance 

de la forme Nsp2+ (avec une population totale d’environ 76%), les calculs LMP2//B3PW91 

privilégiant la forme Nsp3+ (population d’environ 85%). Ces divergences reflètent les 

déficiences de la DFT dans le cas de systèmes moléculaires stabilisés par des interactions par 

liaison H intramoléculaire du fait de l’erreur de superposition des bases (BSSE) inhérente. 

Ainsi les conformères 4 et 5 présentant l’interaction CH···N sont artificiellement stabilisés en 

B3PW91. Des travaux de la littérature ont montré que les calculs LMP2 corrigent ce 

défaut,17-21 nous observons effectivement une plus grande stabilité aux conformères Nsp3 

avec la mise en œuvre de cette méthode.  

 

Spectres IRMPD 

 Les spectres théoriques obtenus pour l’ensemble des trois conformères de Nsp3+ 

montrent des caractéristiques très proches. De même, les spectres calculés pour l’ensemble 

des minima de Nsp2+ présentent de grandes similitudes. La Figure 5 compare le spectre 

IRMPD expérimental (5a) aux spectres théoriques correspondant à chacune des deux 

conformations principales des formes Nsp3+ (1) et Nsp2+ (4) (Figures 5b et 5c, 

respectivement). Expérimentalement, quatre bandes sont observées, positionnées à 1121, 

1151, 1457 et 1579 cm-1. Ces bandes sont reproduites de façon satisfaisante dans les spectres 

calculés des trois conformères Nsp3+. Les deux premières, localisées dans le domaine des 

basses fréquences, peuvent respectivement être attribuées aux modes fortement couplés 
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d’élongation de la liaison C-Cl et de déformation dans le plan du groupe C-C-H. La bande à 

1457 cm-1 peut être attribuée sans ambiguïté à la vibration dans le plan des groupes 

méthylène du cycle 7-azabicyclo[2.2.1]heptane. Le massif à 1579 cm-1 correspond aux 

vibrations de déformation dans le plan du groupement NH2
+ du cycle 

azabicyclo[2.2.1]heptane de la forme Nsp3+ et aux vibrations d’élongation des liaisons du 

cycle pyridine. Une nouvelle absorption à 1523 cm-1, absente dans le spectre calculé des 

isomères Nsp3+, devient apparente quand l’axe vertical du spectre expérimental est étiré 

(haut de la Fig. 5a). Cette absorption est attribuable au couplage des vibrations d’élongation 

des liaisons du cycle pyridine avec les vibrations de déformation dans le plan des CH 

aromatiques spécifiques à la forme Nsp2+ (Fig. 5c). Cette bande suggère donc que la forme 

Nsp2+ est également présente en phase gazeuse. Il est à noter que les bandes apparaissant 

entre 1200 et 1400 cm-1 dans les spectres calculés des conformères principaux de Nsp3+ et 

de Nsp2+ (Figures 5b et 5c, respectivement) ne sont pas visibles sur le spectre expérimental 

(Figure 5a). 

 

Figure 5- Comparaison entre (a) le spectre expérimental IRMPD de l’épibatidine protonée et les spectres 

simulés correspondants aux deux conformations de plus basses énergies: (b) Nsp3+ conformère (1) et (c) Nsp2+ 

conformère (4) calculés au niveau B3PW91/6-311++G(d,p). 
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 Afin de confirmer la présence des deux formes Nsp3+ et Nsp2+, un spectre pondéré 

prenant en compte la population de chaque minimum énergétique de l'épibatidine selon 

une distribution de Boltzmann basée sur les enthalpies libres  obtenues au niveau 

LMP2//B3PW91 a été stimulé. Le bon accord entre le spectre pondéré et le spectre 

expérimental IRPMD confirme donc que les deux formes protonées se trouvent à l’état 

gazeux et que le conformère Nsp3+ est majoritaire.  

 

 

Figure 6- Comparaison entre a) le spectre expérimental IRMPD et b) le spectre simulé correspondant à la 

moyenne des spectres des minima de l’épibatidine pondéré grâce à une distribution de Boltzmann basée sur les 

enthalpies libres au niveau LMP2/cc-pVTZ//B3PW91/6-311++G(d,p). 

 

III] Acétylcholine 

I.1-Rappels bibliographiques 

L'acétylcholine (ACh) (Figure 7) est un neurotransmetteur clé aussi bien pour le 

système nerveux central que pour le système nerveux périphérique. Il s’agit du premier 

neurotransmetteur à avoir été isolé (1914) par Henry Hallett Dale, dont l’ensemble des 

travaux dans le domaine « de la transmission chimique des impulsions nerveuses » lui 

vaudront le prix Nobel de Médecine en 1936, qu’il partagera avec Otto Loewi. Malgré sa 
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petite taille, l'ACh se caractérise par une grande flexibilité structurale, et la présence de 

groupements polaires et apolaires.22 L’importance biologique de l’ACh et ses 

caractéristiques chimiques ont suscité de nombreuses études, tant expérimentales que 

théoriques, destinées à appréhender son comportement conformationnel.7, 22-27 Une étude 

théorique par dynamique moléculaire menée par Vistoli et coll.23 dans différents 

environnements (à l’état isolé et dans deux solvants de polarité très différente, le 

chloroforme et l’eau) a montré que quel que soit le milieu, les angles τ1 et τ4 évoluaient dans 

une faible gamme de valeurs (τ1 = 60°±20° et τ4 = 0°±20°), les principaux degrés de liberté 

conformationnels de l'ACh étant donc représentés par les angles dièdres τ2 et τ3. Ces études 

ont permis de déterminer l’existence de sept conformations de basse énergie de l’ACh notées 

+gt, +g+g, t-g, tt, t+g, -g-g, -gt. Dans cette notation +g, -g et t correspondent à des valeurs 

des angles de torsion τ2 et τ3 situées dans des gammes respectives de 30-90°, 270-330° et 

150-210° (Figure 8), g et t faisant respectivement référence à des conformations de type 

gauche et trans.   

 

 

 

 

Figure 7- Structure chimique,  numérotation et 

principaux angles de torsion de l’ACh.  

Williamson et coll. ont montré par une étude de RMN bidimensionnelle que l’ACh 

passait d’une conformation étendue (tt) à des conformations repliées t-g et t+g lors de son 
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interaction avec les nAChRs.28 Plus récemment, une étude par RMN à l’état solide sur un 

récepteur nicotinique complet enfoui dans son environnement membranaire a montré que 

l’ACh adopte deux familles de conformations repliées reliées par symétrie.29 La première est 

caractérisée par des valeurs des angles τ2 et τ3 de -128 et +62°, la seconde par des valeurs de 

+128 et -62°. Ces conformations sont caractérisées par des valeurs de distances entre l’azote 

ammonium et l’atome d’oxygène du carbonyle de l’ordre de 5,1 Å. 

 

 

Figure 8- Comportement conformationnel de 

l'ACh dans l'eau en fonction de τ2 et τ3 (la 

localisation des sept conformères de basse énergie 

est indiquée en rouge22).  

 

 I.2-Résultats 

 Dans le cadre de ce travail de thèse, seuls les conformères de l’ACh ayant été 

suggérés et/ou mis en évidence par des investigations expérimentales ou théoriques dans des 

formes complexées avec les nAChRs ont été considérés. Selon la notation précédente, il 

s’agit, pour les angles τ2 et τ3, des conformères tt, t-g et t+g (Figure 9), les angles τ1 et τ4 

ayant des valeurs de l’ordre de 60° et 0°. Le Tableau II rassemble les données énergétiques, 

les valeurs des angles de torsion τ2 et τ3 et les distances entre l’atome d’azote ammonium et 

l’oxygène de la fonction carbonyle obtenues après optimisation pour ces trois conformations, 

leur structure étant représentée sur la Figure 9. Nos résultats montrent qu’à l’état isolé, les 

formes repliées t+g et t-g sont clairement majoritaires et équitablement représentées, la 

forme étirée (tt) ayant une probabilité d’existence négligeable. Les deux conformations 
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principales apparaissent toutefois situées à environ 18 kJ mol-1 des minima énergétiques 

prévus in vacuo dans des travaux antérieurs,22, 30 ce qui confirme le caractère flexible de la 

molécule, plusieurs minima énergétiques significativement différents en terme de structure 

étant obtenus dans un faible intervalle énergétique.  

 

Figure 9- Géométries optimisées (MPWB1K/6-31+G(d,p))  des trois conformères (de gauche à droite : tt, t+g 

et t-g) étudiés de l’ACh. 

 

Tableau II-Valeur des angles τ2, τ3, des énergies relatives (ΔD0) des distances entre l’atome d’azote 

ammonium et l’atome d’oxygène du carbonyle et des populations respectives des trois conformères (tt, t+g et t-

g) de l’ACh étudiés. 

   t+g   tt   t-g 

τ2 (en degré) 211,2 180,0 148,8 

τ3 (en degré) 77,3 180,0 282,7 

d(N2···O7) 3,59 5,02 3,59 

ΔD0(kJ mol-1) 0,00 11,44 0,00 

Pi (%) 49,7 0,5 49,7 

 

IV] Galanthamine et codéine 

I.1-Rappels bibliographiques 

Alcaloïde extrait du bulbe du perce-neige (Galanthus nivaliis), la galanthamine 

(GAL) a suscité à de nombreuses reprises l’intérêt de la communauté scientifique pour des 

applications en chimie médicinale. Dans les années 50, l’attention de pharmacologues 

Bulgares (Paskov D. S. et Nastev G) a ainsi été attirée par l’utilisation de feuilles de perce-
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neige dans la pharmacopée traditionnelle pour traiter les douleurs nerveuses.31-33 Isolée en 

1952, la GAL est commercialisée en Bulgarie à la fin des années 50 sous le nom de 

Nivalin® du fait de ses propriétés sur le système nerveux central. C’est au début des années 

60 que l’activité anticholinestérasique de la GAL est découverte et que sa capacité à franchir 

la barrière sang-cerveau est mise en évidence. Les essais précliniques de la GAL contre la 

MA ont commencé dans les années 80, pour se poursuivre par des essais cliniques dans les 

années 90, ces étapes ayant conduit  à sa mise sur le marché de certain pays européens 

(Islande, Irlande, Suède, Royaume-Uni)34 en 2000. Aujourd’hui, la GAL est commercialisée 

en France sous le nom de Reminyl®. 

La codéine (COD) fait partie de la famille des opiacés et est présente dans le pavot 

somnifère (Papaver somniferum). Utilisée dans de nombreux pays, son application 

principale est le traitement de la douleur, souvent en combinaison avec d’autres molécules 

comme l’aspirine et le paracétamol. Elle est également employée comme antitussif.35 La 

COD est majoritairement métabolisée au niveau hépatique, dont environ 10% en morphine, 

par l’intermédiaire d’un cytochrome P450 (CYP450-2D6). 36  

 La Figure 10 montre que la GAL et la COD présentent de grandes similitudes chimiques 

et structurales. Malgré ces analogies, les deux molécules possèdent des activités biologiques 

significativement différentes. En effet, alors qu’elles sont toutes les deux des modulateurs 

allostériques des nAChRs, seule la galanthamine est inhibitrice de l’acétylcholinestérase 

(AChE), enzyme hydrolysant l’ACh en choline et en acide acétique. Cette dualité d’action de 

la galanthamine lui a valu d’accéder à un statut de chef de file pour le développement de 

nouveaux médicaments contre la MA. 
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Figure 10- Représentations numérotées de la 

galanthamine (1) et de la codéine (2).

Dans le but d’appréhender de façon approfondie le comportement structural et en termes 

d’interactions moléculaires de ces deux ligands, nous avons entrepris une étude mettant en 

œuvre des mesures expérimentales en solution (IRTF et RMN), des observations à travers 

les bases de données structurales cristallographiques et des calculs quantiques à l’état isolé. 

 

 I.2-Résultats 

Structure de la galanthamine et de la codéine  

Données expérimentales par IRTF et RMN  

 Dans un premier temps, des spectres infrarouge de solutions de galanthamine et de 

codéine dans la région d’élongation du groupement hydroxyle ν(OH) ont été enregistrés. La 

Figure 11 montre les spectres obtenus dans le cas de la galanthamine en solution dans 

différents solvants, classés par ordre de polarité décroissante : CCl4, C2Cl4, et c-C6H12. Ces 

données montrent que la bande ν(OH) est typique d’une structure possédant une liaison H 

intramoléculaire O15 –H16···O4, conformément aux observations de Carroll et coll..37 En effet, 

il s’agit d’une bande fine (Δν1/2 = 27 cm-1) localisée à 3570 cm-1, significativement décalée 

de la vibration correspondante du cyclohexanol, située à 3618 cm-1, dans laquelle aucune 

liaison H intramoléculaire n’est possible, la faible concentration utilisée (environ 4.10-3 mol 

L-1) éliminant toute possibilité de liaison H intermoléculaire. L’enregistrement des spectres 
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de la galanthamine à différentes températures (de -5°C à 100°C) dans CCl4 et C2Cl4 n’a 

révélé aucune évolution significative du massif ν(OH), (Figure 11) suggérant la persistance 

de la liaison H O15 –H16···O4 dans cet intervalle de température.   

3650 3600 3550 3500 3450 3650 3600 3550 3500 3450 3620 3600 3580 3560 3540 3520 

Wavenumber / cm-1 

a b c

Nombre d’onde / cm-1
3650 3600 3550 3500 3450 3650 3600 3550 3500 3450 3620 3600 3580 3560 3540 3520 

Wavenumber / cm-1 

a b c

Nombre d’onde / cm-1
 

Figure 11-Région d’absorption de la bande de l’hydroxyle ν(OH) de la galanthamine (4.10-3 M) en solution 

dans CCl4 (a), C2Cl4 (b), c-C6H12 (c). 

 

La Figure 12 montre que les mêmes caractéristiques structurales de la codéine apparaissent 

plus sensibles à la nature du solvant. En effet, si le spectre de la région ν(OH) est quasi-

identique à celui obtenu dans le cas de la galanthamine dans C2Cl4, la vibration ν(OH) étant 

située aux environs de 3570 cm-1, une bande supplémentaire d’absorption apparaît aux 

hautes fréquences, autour de 3620 cm-1 dans CCl4, son intensité augmentant avec l’élévation 

de la température. Cette vibration ayant pratiquement le même nombre d’onde que la 

vibration d’élongation ν(OH) du cyclohexènol, cette observation indique qu’une partie des 

groupements hydroxyles de la codéine sont déchélatés dans CCl4. Dans le cyclohexane, la 

galanthamine (Figure 11c) et la codéine (Figure 12c) restent  toutes les deux entièrement 

chélatées. Néanmoins, un épaulement favorisé par une augmentation la température est 

observé au niveau du massif ν(OH···O) du côté des hautes fréquences. Dans la mesure où  

aucune interaction spécifique solvant-soluté n’est envisageable avec le cyclohexane, nous 

attribuons cet épaulement à une modification de l’environnement autour de O15H16···O4. Une 

telle modification pourrait être liée à une rotation autour de la liaison Car-O13, à l’origine d’un 



102                                                                          Structure de quelques ligands des nAChRs 

rapprochement du groupe méthoxy de la fonction hydroxyle, induisant une modification du 

massif d’absorption. 
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Figure 12- Région d’absorption de la bande de l’hydroxyle ν(OH) de la codéine (4.10-3 M) en solution dans  

CCl4 (a), C2Cl4 (b), c-C6H12 (c) à diverses températures. 

Avec un solvant accepteur de liaison H tel que l’acétonitrile, la codéine et la galanthamine 

présentent un comportement significativement différent. En effet, dans les mélanges 

ternaires codéine/CCl4/CH3CN avec des proportions croissantes en CH3CN, le massif 

caractéristique de la chélation intramoléculaire O15H16···O4 décroît en faveur d’une nouvelle 

bande, plus large, apparaissant aux basses fréquences (Figure 13b). Cette nouvelle bande est 

attribuable à la formation de complexes de liaison H intermoléculaires de type O15H16···N≡C. 

Ainsi, dans l’acétonitrile pur, le spectre de la codéine indique que le groupe OH de la 

molécule est pratiquement totalement déchélaté sur le plan des interactions 

intramoléculaires, s’associant de façon privilégiée avec le solvant. Au contraire, les spectres 

obtenus dans le cas de la galanthamine témoignent de la contribution toujours significative 

de la chélation intramoléculaire dans l’acétonitrile pur (Figure 13a), le décalage vers le rouge 

du massif O15H16···O4 étant lié à l’effet de solvant. La figure 13c repésente le spectre de la 

codéine et de la galanthamine dans un mélange de CCl4 et d’hexaméthylphosphoramide 

(HMPA) dans la région hydroxyle. L’HMPA qui est un meilleur accepteur de liaison 

hydrogène que l’acétonitrile permet, même en faible concentration dans CCl4, la rupture 
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d’une proportion significative de la liaison H intramoléculaire, remplacée par une liaison H 

intermoléculaire O15H···O=P(NMe2)3 pour les deux composés. Comme pour l’acétonitrile, il 

semble que la galanthamine possède une chélation plus robuste, comme l’illustre la 

proportion relativement plus faible de la bande de complexe intermoléculaire (~3350 cm-1) 

par rapport à la bande de complexe intramoléculaire (~3570 cm-1) en comparaison avec la 

codéine. Ceci est encore plus évident quand on compare le déplacement de fréquence de la 

bande OH lors de la chélation intermoléculaire qui est significativement plus grand pour la 

codéine que pour la galanthamine (263 vs. 224 cm-1). Cela suggère que le groupement 

hydroxyle de la codéine serait un meilleur donneur de liaison H que celui de la galanthamine 

en conformation déchélatée. 

 

 

 

 

Figure 13-Région d’absorption de l’hydroxyle 

ν(OH) de la galanthamine (4.10-3 M, a), de la 

codéine (4.10-3 M, b) dissoutes dans divers 

mélanges CCl4 / CH3CN, de la codéine et de la 

galanthamine dans un mélange de  CCl4 / HMPA 

(c). 
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Dans l’ensemble, cette étude comparative de la région ν(OH) de la galanthamine et 

de la codéine dans différents solvants montrent que la liaison H intramoléculaire O15H16···O4 

apparaît plus forte dans le cas de la galanthamine. 

 

Des études par RMN dans différents solvants (DMSO-d6, CD3CN, CD2Cl2, CCl4 

(avec 5% CD2Cl2) et c-C6D12) ont également été réalisées pour compléter les mesures IRTF. 

Des mesures d’effets Overhauser nucléaires (NOE) 1D nous ont ainsi permis de sonder 

l’existence d’interactions intramoléculaires secondaires de type C14H···O4 dans les deux 

ligands en fonction de la polarité des solvants. Le Tableau III rassemble les résultats obtenus 

en suivant les interactions dipolaires entre les atomes d’hydrogène du groupe méthoxy et 

l’hydrogène H2 le plus proche appartenant au phényl (Figure 10). Les valeurs du Tableau III 

sont significativement différentes selon le solvant, avec des tendances très similaires pour les 

deux ligands. Une décroissance claire de l’effet NOE 1D est observée, du DMSO au c-

C6D12. Cette observation suggère que dans les solvants polaires, le méthoxy est 

principalement situé dans l’environnement des atomes d’hydrogène du phényle. Au 

contraire, de faibles valeurs d’effet NOE sont observées dans les solvants apolaires, 

témoignant de l’augmentation de la distance entre les atomes d’H du groupent méthoxy et H2 

du phényl, qui pourrait favoriser l’apparition d’une interaction stabilisante C14H···O4 entre la 

fonction méthoxy et l’oxygène furanique. On peut par ailleurs noter que l’existence d’une 

interaction stabilisante pourrait également être à l’origine de la présence, sur le spectre IR du 

cyclohexane (Figure 11c et 12c), de l’épaulement observé au niveau du massif ν(OH) de la 

galanthamine et de la codéine. Ces observations expérimentales constituent donc une preuve 
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supplémentaire en faveur de l’hypothèse selon laquelle la bande chélatée ν(O15H···O4) serait 

perturbée par le groupement méthoxy. 

 

Tableau III- Evolution du couplage dipolaire entre le groupement méthoxy et l’atome d’hydrogène le plus 

proche appartenant au phényle (H2) de la galanthamine et de la codéine lors de l’irradiation du méthyle Me14 

dans différents  solvants, du DMSO au c-C6D12 
[a]. 

Galanthamine Codeine 
Solvant 

H2 η (%) H2 η (%) 

DMSO-d6 16 16 

CD3CN 13 11 

CD2Cl2 10 13 

CCl4 
[b] 9  7 

c-C6D12 7  6 
[a] l’effet NOE a été mesuré sur un pic tandis que l’autre était saturé. [b] avec 5% de CD2Cl2. 

 

Calculs de chimie quantique 

Des calculs théoriques ont également été réalisés pour rationaliser et compléter les 

études expérimentales. Dans un travail antérieur de l’équipe, les caractéristiques structurales 

de la galanthamine ont été étudiées à l’état isolé en utilisant des méthodes HF, post HF et 

DFT.38 Cette étude a démontré que les principaux éléments structuraux de la galanthamine 

sont (i) une forte préférence pour le conformère possédant une chélation intramoléculaire 

O15H···O4, (ii) une conformation chaise du cycle tétrahydroazépine, (iii) une légère 

préférence pour l’orientation axiale du groupement N-méthyle (iv) la prédilection d’une 

orientation trans du groupe méthoxy par rapport au cycle dihydrofurane. Les nouvelles 

données expérimentales obtenues par spectrométrie IRTF et RMN exposées plus haut nous 

ont amené à reconsidérer au niveau de théorie sélectionné pour ce travail de thèse, l’étude 

conformationnelle de la galanthamine et de la codéine, en particulier en ce qui concerne 
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l’éventualité de la présence d’interactions C14H···O4. Le Tableau IV montre les stabilités 

relatives des différents conformères de la galanthamine calculées au niveau LMP2/aug-cc-

pVTZ(-f)//MPWB1K/6-31+G(d,p). La position axiale du substituant N-méthyle apparaît 

privilégiée, la population relative des isomères gauches du groupement méthoxy 

représentant plus de la moitié de la population totale. Les calculs à l’état isolé favorisent 

donc clairement la présence d’une interaction stabilisante entre le méthoxy et l’oxygène 

furanique, une tendance en accord avec les observations expérimentales dans les solvants 

apolaires. 

 

Tableau IV- Enthalpies libres relatives, ΔG°, et populations, Pi, des conformères de la galanthamine avec leurs 

caractéristiques structurales.  

orientation du 
OH 

conformation du 
cycle azoté  

position du N-
méthyle 

orientation du 
MeO ΔG° [a] Pi [b] 

Chélaté Chaise Axiale Trans 0,0 28,6 

   Gauche 1 0,9 19,6 

   Gauche 2 1,8 13,7 

  Equatoriale Trans 1,8 14,0 

   Gauche 1 1,1 18,1 

   Gauche 2 3,9 6,0 

Ouvert Chaise Axiale Gauche 1 17,2 0,0 

   Gauche 2 18,6 0,0 
[a] en kJ mol-1 au niveau LMP2/aug-cc-pVTZ(-f)//MPWB1K/6-31+G(d,p). [b] population des conformères en %. 

 

En utilisant une stratégie similaire, nous avons étudié la structure de la codéine en 

considérant les degrés de liberté suivants : (i) l’orientation du groupement hydroxyle (ii) la 

conformation du cycle pipéridine (iii) la position du substituant N-méthyle, et (iv) 

l’orientation gauche – trans du méthoxy par rapport à l’oxygène furanique. Nos résultats 
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indiquent que seules deux structures coexistent en proportion significative à l’état isolé 

(Tableau V). Ces deux isomères présentent une fonction hydroxyle chélatée et une 

conformation chaise du cycle pipéridine, le groupement N-méthyle étant situé en position 

équatoriale. Ils ne diffèrent donc que par l’orientation gauche ou trans de leur groupement 

méthoxy (Figure 14). On peut noter que contrairement à la galanthamine, l’équilibre axial – 

équatorial du groupement N-méthyle de la codéine est définitivement en faveur de l’isomère 

équatorial. La conformation bateau est grandement déstabilisée (de 31 à 54 kJ mol-1), tout 

comme les formes avec l’hydroxyle déchélaté (de18 à 32 kJ mol-1). L’orientation du 

méthoxy, et par conséquent l’interaction potentielle des CH avec l’oxygène furanique, 

apparaît donc comme le degré de liberté principal de la codéine à l’état isolé.  

Tableau V- Enthalpies libres relatives, ΔG°, et populations, Pi, des conformères de la galanthamine avec leurs 

différents éléments structuraux.  

orientation du 
OH 

conformation du 
cycle azoté  

position du N-
méthyle 

orientation du 
MeO ΔG° [a] Pi [b] 

Chélaté Chaise Equatoriale Gauche 0,0 63,3 

   Trans 1,4 36,3 

  Axiale Trans 13,4 0,3 

   Gauche 15,3 0,1 

 Bateau Equatoriale Trans 31,3 0,0 

  Axiale Trans 54,0 0,0 

Ouvert Chaise Equatoriale Trans 20,4 0,0 

   Gauche 18,3 0,0 

  Axiale Trans 32,6 0,0 

   Gauche 32,4 0,0 
[a] en kJ mol-1 au niveau LMP2/aug-cc-pVTZ(-f)//MPWB1K/6-31+G(d,p). [b] population des conformères en %. 
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Figure 14- Structures optimisées de la codéine 

avec le groupement hydroxyle chélaté, la 

conformation chaise du cycle pipéridine avec le 

substituant N-méthyle en position équatoriale et le 

groupe méthoxy en trans (a) et gauche (b) par 

rapport au cycle dihydrofuranique. 

 Malgré les similitudes chimiques des deux ligands, leurs caractéristiques 

conformationnelles apparaissent donc nettement différentes puisque, de façon contrastée, les 

positions des groupes méthoxy et N-méthyle conduisent à six minima différents s’étalant sur 

un domaine énergétique de l’ordre de 4 kJ mol-1 dans le cas de la galanthamine. 

 

Les éléments structuraux de la codéine obtenus dans ce travail, en solution et à l’état isolé, 

sont en accord avec les données observées à l’état cristallin. Ainsi, les structures de codéine 

neutre39, 40 montrent sans ambiguïté la présence d’une interaction intramoléculaire O15H···O4 

(d(H···O4)=2,140 et 2,147 Å, respectivement) de même que la structure de l’iodure N-

méthyle codéinium,41 malgré l’interaction intermoléculaire O15H···I- mentionnée par les 

auteurs. Une orientation trans du groupe méthoxy est observée dans les deux structures 

cristallines de la codéine neutre alors qu’il adopte une orientation gauche dans l’iodure de N-

méthyle codéinium, avec une interaction C14···O4.  

 Au niveau de calcul sélectionné dans le cadre de la thèse, les conformères gauche-trans 

du groupe méthoxy de la codéine apparaissent avec un rapport de population de 63:37. Dans 

le cas de la galanthamine, la proportion relative des isomères gauche par rapport à la 

population totale est légèrement plus faible (57 %). L’énergie d’hyperconjugaison entre les 

électrons des doublets non-liants de l’O furanique nO et l’orbitale antiliante du groupe 

méthoxy σ*(C-H) calculée à partir d’une analyse NBO est en accord avec cette tendance, la 
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valeur calculée pour le conformère gauche de la codéine ( *nE σ→ = 3,8 kJ mol-1) étant très 

légèrement supérieure (de l’ordre de 1 kJ mol-1) à celle calculée pour la galanthamine 

( *nE σ→ = 4,8 kJ mol-1). L’interaction stabilisante intramoléculaire de type C14H···O4 apparaît 

donc effective dans les deux ligands à l’état isolé et semble plus forte dans le cas de la 

codéine. Une conséquence directe de l’existence de cette interaction est que l’environnement 

du groupe hydroxyle et de l’O furanique dans la codéine devrait être plus sensible, donc plus 

perturbé, par le groupe méthoxy. Ces tendances théoriques sont cohérentes avec les spectres 

IR enregistrés dans le cyclohexane (Figures 11c et 12c), qui suggèrent la présence de deux 

conformères gauche et trans. Dans la région d’élongation ν(OH), un épaulement plus 

important du côté des hautes fréquences est observé  dans le cas de la codéine par rapport à 

la galanthamine. Le déplacement vers les hautes fréquences mesuré entre l’épaulement et la 

bande principale est également légèrement plus important dans le cas de la codéine par 

rapport à la galanthamine (de l’ordre de 10 cm-1 par rapport à 7 cm-1). Le déplacement 

théorique prédit pour la codéine (15 cm-1) est en accord raisonnable avec la valeur 

expérimentale, la valeur correspondante estimée pour la galanthamine étant beaucoup plus 

faible (2 cm-1).  

Les études par spectroscopie IRTF et les calculs théoriques précédents semblent indiquer 

une interaction O15H···O4  plus robuste dans la galanthamine que dans la codéine, donc plus 

difficile à rompre pour former une interaction intermoléculaire avec un accepteur de liaison 

hydrogène (Figure 13). Les valeurs d’enthalpies libres relatives de 17,2 et de 18,3 kJ mol-1, 

(Tableaux IV et V), obtenues respectivement pour les conformères gauches sans liaison H 

intramoléculaire de la galanthamine et de la codéine par rapport aux conformères les plus 

stables avec interaction O15H···O4  sont comparables à l’énergie de stabilisation calculée pour 

l’interaction par liaison H intramoléculaire entre l’hydroxyle phénolique et le méthoxy dans 
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le guaiacol42, 43 (environ 18 kJ mol-1). Par comparaison avec la codéine, une légère 

déstabilisation (de l’ordre de 10%) du conformère déchélaté de la galanthamine confirme 

une plus grande force de l’interaction intramoléculaire O15H···O4. Ce comportement est 

vérifié à travers le calcul de descripteurs théoriques tels que les potentiels électrostatiques 

Vα(r), Vmin et les énergies des interactions de transfert de charge *nE σ→  issues d’une analyse 

NBO (Tableau VI). La galanthamine présente ainsi une plus forte interaction entre les paires 

libres n(O) de l’oxygène furanique et l’orbitale antiliante σ*(O-H). Dans les conformères 

chélatés, l’analyse de la valeur du minimum du potentiel électrostatique Vmin calculée aux 

alentours de l’oxygène de l’hydroxyle est également instructive. En effet, le Vmin calculé 

pour la galanthamine est significativement plus négatif (-241,6 kJ mol-1) que celui de la 

codéine (-227,6 kJ mol-1), suggérant l’existence d’un transfert de charge plus fort de 

l’oxygène furanique vers l’hydroxyle dans la galanthamine, ce qui se traduit par une densité 

électronique plus importante des paires libres de l’oxygène hydroxyle. L’existence de cette 

interaction par liaison H intramoléculaire plus forte, explique la plus faible disponibilité de 

l’hydroxyle de la galanthamine observée par spectroscopie infrarouge dans une solution 

ternaire en présence d’un accepteur de liaison H tel que l’acétonitrile. Pour la codéine, la 

valeur légèrement plus grande du potentiel électrostatique Vα(r) (851,7/849,6 kJ mol-1), 

calculée autour de l’hydrogène de l’hydroxyle pour les conformères non chélatés, semble 

indiquer qu’il doit être un donneur de liaison H plus fort que celui de la galanthamine 

(Tableau VI). 
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Tableau VI- Comparaison de descripteurs théoriques pondérés caractérisant les fragments hydroxyles de la 

galanthamine et de la codéine : énergies d’interactions *nE σ→ , valeurs du potentiel électrostatique Vmin et Vα(r) 

(en kJ mol-1). 

Conformères Galanthamine Codéine 
Chélatés   

*(O )fur O-Hn
E

σ→  18,6 16,2 

Vmin(O15) -241,6 -227,6 

Ouverts   

Vα(r)(H16) 849,6 851,7 
 

Sites accepteurs de liaison H de la galanthamine et de la codéine 

 Avec un azote cyclique, un groupement méthoxy, un oxygène furanique et un 

oxygène d’hydroxyle, la galanthamine et la codéine ne présentent pas moins de quatre sites 

potentiellement accepteurs de liaison H. De plus, l’existence de plusieurs conformères 

complique l’évaluation du potentiel d’interaction par liaison H de chacun de ces sites, cette 

propriété étant très sensible à l’environnement immédiat du site d’interaction. Une première 

simplification est toutefois possible en raison du comportement de l’atome d’oxygène du 

cycle dihydrofurane dans la mesure où en solution dans CCl4 et C2Cl4, les deux ligands 

apparaissent en majorité sous une forme chélatée par liaison H intramoléculaire dans 

laquelle cet atome n’est donc pas disponible. En effet, le potentiel électrostatique calculé à la 

surface moléculaire de la codéine (Figure 15) montre l’absence d’une zone riche en électrons 

au niveau de cet atome. Ainsi, dans le cas du conformère trans, la Figure 15a montre une 

seule zone riche en électrons, correspondant à la fois aux doublets non-liants des atomes d’O 

du groupe méthoxy et furanique, tandis que dans la forme gauche, aucune zone nucléophile 

n’est apparente dans l’environnement de l’O furanique. De ce point de vue, la codéine se 

comporte donc comme la galanthamine.  
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Figure 15- Potentiels électrostatiques 

calculés à la surface moléculaire des 

conformères trans (a) et gauche (b) de la 

codéine.  

 Une caractérisation qualitative des sites accepteurs de liaison hydrogène des deux 

composés peut être effectuée en considérant  leur comportement respectif en présence de 

plusieurs donneurs de liaison H. Nous avons utilisé le p-fluorophénol (pFP), donneur de 

liaison H de référence pour la détermination du pKBHX, le méthanol, classiquement 

sélectionné pour les mesures de déplacements de fréquence Δν(OH) de la bande hydroxyle, 

le 2,2,2-trifluoroéthanol et l’éthanol qui possèdent une acidité et/ou une basicité 

intermédiaire de liaison H. Les différents spectres IRTF obtenus, présentés sur la Figure 16, 

permettent de dégager les tendances suivantes. Quand l’acidité de liaison hydrogène du 

donneur décroit (pFP > CF3CH2OH > EtOH ~ MeOH),44 on observe un déplacement de 

fréquence Δν(OH) plus faible pour les bandes 1 et 2 (Figure 16). D’après les valeurs Δν(OH) 

rassemblées dans le Tableau VII, les complexes correspondants ne peuvent être attribués 

qu’à l’association du donneur de liaison H sur l’atome d’azote du cycle saturé et sur 

l’oxygène chélaté de l’hydroxyle, respectivement. Avec le méthanol, les valeurs Δν(OH) 

supérieures à 375 cm-1 peuvent en effet indiquer une association avec des amines, des 

oxydes d’amine, des amidines ou des anions.45 Le complexe 1 sur la Figure 16d correspond 

donc sans équivoque à l’association sur l’azote cyclique (Δν(OH) = 379 et 381 cm-1 pour la 

codéine et la galanthamine, respectivement). 
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Figure 16- Spectre d’absorption de l’hydroxyle 

ν(OH) du (a) pFP, (b) CF3CH2OH, (c) EtOH (d) 

MeOH en solution dans CCl4 et en présence d’une 

faible quantité de galanthamine (__) ou de codéine 

(▬) 

 

 

  

Tableau VII- Déplacements de fréquence expérimentaux Δν(OH) (cm-1) mesurés pour plusieurs donneurs de 

liaison H lors de leur complexation  sur l’azote et l’oxygène de la fonction hydroxyle de la codéine et la 

galanthamine. 

Site azoté  Site hydroxyle HBA 
HBD Codéine Galanthamine  Codéine Galanthamine 
p-fluorophénol ~800 ~800  241 279 
2,2,2-trifluoroéthanol 517 508  179 229 
éthanol 411 405  95 135 
méthanol 379 381  104 124 
 

 Dans la famille des éthers aromatiques, en utilisant le pFP comme donneur de liaison 

H, la plus grande valeur de Δν(OH) jamais mesurée (219 cm-1 pour le 2,6-dimethylanisole)45 

est significativement plus faible que le déplacement de fréquence du complexe 2 (Δν(OH) = 
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241 et 279 cm-1 pour la codéine et la galanthamine, respectivement (Figure 16a)). Avec leurs 

deux atomes d’oxygènes vicinaux sur le fragment aromatique, sur la base des effets de 

proximité connus pour moduler le pouvoir accepteur de liaison H,  on prévoit que la 

galanthamine et la codéine présentent un site accepteur de liaison H fort plutôt que deux sites 

d’éthers aromatiques faibles. En effet, les complexes à trois centres sont les interactions les 

plus stables trouvées dans des structures telles que le 1,2-dimethoxybenzène avec des 

donneurs de liaison H, comme il a été montré par exemple avec l’eau.46, 47 Cet effet est 

illustré précisément dans l’échelle pKBHX à travers la différence significative observée entre 

l’anisole et le 1,2-diméthoxybenzène (pKBHX de -0,07 et 1,16, respectivement). Malgré cette 

augmentation de basicité, le déplacement de fréquence de la bande ν(OH) du pFP complexé 

avec le 1,2-diméthoxybenzène reste relativement faible (149 cm-1) même plus faible que 

celui mesuré pour le complexe à deux centres avec l’anisole (168 cm-1).45 Ces observations 

permettent d’en déduire que le complexe 2 observé dans les spectres de la galanthamine et 

de la codéine ne peut pas être attribué à l’association du donneur de liaison H sur l’éther 

aromatique mais plutôt sur l’hydroxyle. Ces valeurs (Δν(OH) = 241 and 279 cm-1) sont en 

effet comparables à la valeur trouvée (324 cm-1) pour le β-N,N-diméthylamino-1-

phénylepropanol, qui possède un groupement hydroxyle chélaté par liaison H 

intramoléculaire et qui montre la plus grande basicité de liaison H jamais mesurée dans la 

famille des alcools.48 

  Un troisième complexe (3), qui apparaît sur le site de l’éther aromatique, est détecté 

pour les plus forts donneurs de liaison H utilisés, le pFP et le 2,2,2-trifluoroéthanol, mais 

n’est plus visible avec l’éthanol et le méthanol du fait de la perte d’énergie due à 

l’absorption de la bande d’élongation ν(OH) de la codéine et de la galanthamine. A l’état 

isolé, l’optimisation de la géométrie des complexes de stoechiométrie 1 :1 entre le pFP et la 
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galanthamine ou la codéine sur les différents sites accepteurs de liaison H des deux ligands a 

été réalisée dans le but d’obtenir des déplacements de fréquence théoriques de la vibration 

d’élongation ν(OH) du pFP lors de la complexation. Cette approche conduit à des valeurs de 

Δν(OH) de l’ordre de 600, 280 et 160 cm-1 respectivement, pour les complexes sur l’azote, 

l’hydroxyle et le méthoxy, en accord avec les attributions expérimentales. 

Finalement, un quatrième complexe (4), localisé vers 3400 cm-1, apparaît en présence 

d’éthanol et de méthanol, principalement dans le cas de la codéine (Figures 16c and 16d). En 

fait, ces deux donneurs de liaison H possèdent des atomes d’oxygène d’hydroxyle avec une 

basicité de liaison H (pKBHX = 1,02 et 0,82, respectivement),49 du même ordre de grandeur 

que celle de l’acétonitrile (pKBHX = 0,91).50 Nous attribuons cette quatrième bande à un 

complexe de liaison H où l’éthanol (méthanol) ne joue plus le rôle de donneur mais au 

contraire d’accepteur de liaison H, et le groupement hydroxyle déchélaté de la codéine étant 

le site donneur de liaison H. Comme pour CH3CN, la proportion relative de complexe 4 est 

significativement moins importante dans la solution de galanthamine témoignant à nouveau 

de la plus grande chélation du groupe hydroxyle dans ce ligand.

 

Basicité de liaison H de la galanthamine et de la codéine 

 Pour compléter de façon quantitative cette étude, nous avons déterminé la basicité de 

liaison H, pKBHX, de ces deux molécules sur chaque site précédemment identifié. La 

galanthamine étant trop peu soluble dans le CCl4 nous avons mesuré les constantes 

d’équilibre dans le C2Cl4, des travaux antérieurs réalisés au laboratoire ayant montré que les 

valeurs déterminées dans ces deux solvants sont comparables.51 Malgré de fortes similitudes 

structurales entre la galanthamine et la codéine, leurs constantes d’équilibre totales sont 
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significativement différentes, Kt = 88,4 and 50,8 L mol-1, respectivement. La galanthamine 

gagne donc près de 75% de basicité de liaison H par rapport à la codéine. Il convient de 

garder à l’esprit que la constante Kt correspond à une constante d’équilibre globale, c’est à 

dire à la somme des constantes individuelles sur chaque site. Quoi qu’il en soit, comprendre 

l’origine de cette exaltation de basicité de liaison H apparaît utile pour appréhender le 

comportement des deux ligands dans des processus de reconnaissance moléculaire.  

 

 Dans les situations idéales, la constante apparente globale peut être 

expérimentalement séparée en constantes d’équilibre individuelles, à condition que chaque 

site accepteur de liaison H possède une sonde spectroscopique significativement perturbée 

par la complexation par liaison H. Malheureusement, aucun des sites accepteurs de la 

galanthamine ou de la codéine ne possède une telle sonde, leurs constantes individuelles 

n’étant donc pas accessibles directement. Toutefois, nous avons montré précédemment que 

l’élongation ν(OH) du donneur de liaison H est significativement déplacée vers les basses 

fréquences lors de la complexation. De plus, il est bien établi que ce déplacement de 

fréquence est bien corrélé à la basicité de liaison H à condition que la relation 

pKBHX/Δν(OH) soit considérée à l’intérieur d’un échantillon chimique homogène (défini 

comme un ensemble de bases possédant le même accepteur de liaison H à l’intérieur des 

mêmes fonctions et sous-fonctions chimiques d’encombrement stérique comparable).49, 50, 52-

54 Ainsi, une augmentation de basicité de liaison H se traduit par une augmentation du 

déplacement de fréquence pour des sites accepteurs équivalents. La comparaison des 

déplacements de fréquence (Figure 16 et Tableau VII) montre que quelque soit le donneur de 

liaison H utilisé, le site hydroxyle (complexe 2) de la codéine apparaît significativement 

moins basique que celui de la galanthamine. Les sites amino de la galanthamine et de la 
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codéine (complexe 1) semblent par contre présenter des basicités de liaison H équivalentes. 

Cependant, les amines tertiaires sont très sensibles aux effets stériques, ce qui conduit à une 

diminution significative de leur basicité de liaison H malgré un important déplacement de 

fréquence dans les amines encombrées.55 Pour cette raison, les sites amino de la 

galanthamine et de la codéine doivent être comparés avec prudence sur la base des valeurs 

de déplacements de fréquence, dans la mesure où le substituant méthyle peut être en position 

axiale ou équatoriale, modifiant significativement l’accessibilité du site azoté. En raison de 

la perte d’énergie importante autour de 3570 cm-1, la position du complexe 3 se formant sur 

le groupe méthoxy est difficile à estimer avec une précision suffisante.  

 Les calculs de chimie quantique peuvent permettre de rationaliser ces tendances 

expérimentales et d’établir des relations prédictives entre les valeurs de descripteurs 

théoriques et grandeurs mesurées. Pour estimer les constantes individuelles qui n’ont pas pu 

être déterminées expérimentalement, les valeurs Vmin des sites accepteurs de liaison H (azote 

cyclique, les sites hydroxyles et méthoxy) de chaque conformère significatif de la 

galanthamine et de la codéine ont été calculées (Tableau VIII). Les constantes d’équilibre 

correspondantes, calculées en utilisant l’équation de calibration [Eq. 3.1] sont également 

rapportées dans ce tableau.  

 BHX minp  = 1,95 ( /100)-3,14
n r = 0,982, s = 0,15
K V
= 45,      

 (3.1) 

L’examen des valeurs du Tableau VIII montre que l’oxygène du groupe méthoxy reste un 

faible accepteur de liaison H quelque soit le conformère gauche ou trans considéré. 

Conformément à l’intuition chimique, l’oxygène hydroxylique est significativement 

influencé par l’existence de l’interaction secondaire C14H···O4 dans la conformation gauche. 

En effet, cette liaison H intramoléculaire induit un affaiblissement de la densité électronique 
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sur les paires libres de l’oxygène de l’hydroxyle, conduisant à une diminution d’un facteur 

proche de deux de la constante d’équilibre correspondante comparée à celle prédite pour la 

conformation trans. Pour la galanthamine, on peut noter que l’azote est un accepteur de 

liaison H significativement plus fort pour la conformation équatoriale comparée à celle de la  

conformation axiale.  

Tableau VIII- Minima des potentiels électrostatiques (Vmin, kJ mol-1) calculés au niveau MPWB1K/6-

31+G(d,p) et constantes d’équilibre prédites (Kcalc, dm3 mol-1) sur les sites accepteurs de liaison H de la 

galanthamine et de la codéine.  

Structure Site azoté N14 Site hydroxyle O4 Site méthoxy O13 
 Vmin calcK  Vmin calcK  Vmin calcK  

Gal-ax-trans -233,6 26,4 -247,8 50,0 -179,4 [a] 2,3 
Gal-ax-gauche1 -227,0 19,6 -239,0 33,6 -180,3 [b] 2,4 
Gal-ax-gauche2 -229,7 22,2 -229,0 21,5 -173,3 [b] 1,8 
Gal-eq-trans -252,6 61,9 -250,9 57,4 -182,7 [a] 2,7 
Gal-eq-gauche1 -245,7 45,5 -241,0 36,8 -183,1 [b] 2,7 
Gal-eq-gauche2 -248,2 50,9 -232,0 24,6 -175,9 [b] 2,0 
Cod-eq-gauche -227,9 20,4 -223,5 16,8 -181,8 [b] 2,6 
Cod-eq-trans -234,4 27,3 -234,7 27,8 -176,8 [a] 2,1 
[a] Valeur de Vmin localisée entre les oxygène furanique et méthoxy.  [b]Valeur de Vmin  localisée sur l’oxygène 

méthoxy. 

 

Dans le Tableau IX, les valeurs moyennes de constantes d’équilibre calcK sur chaque site 

ont été calculées en prenant en compte la proportion relative des différents conformères, la 

constante totale étant calculée à partie de la somme des différentes constantes individuelles 

ainsi estimées (cf chapitre 2, II.1).  

 

Comparaison des interactions de la galanthamine et de la codéine dans 

l’environnement de l’AChE et des nAChRs 
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 Pour sonder les différences d’interactions entre les deux alcaloïdes et leurs cibles 

biologiques, nous nous sommes basés sur des structures cristallographiques de complexes de 

la galanthamine avec l’AChBP et l’AChE dans la mesure où aucune structure expérimentale 

n’est disponible dans la PDB dans le cas de la codéine. La Figure 17 montre la superposition 

de la galanthamine et de la codéine dans le site de l’AChE (entrée 1QTI de la PDB) sur les 

éléments du pharmacophore (atomes d’oxygène O4, O13 et O15 et atome d’azote N11). Les 

interactions de la codéine avec l’AChE apparaissent très similaires à celles de la 

galanthamine. Quelques interactions spécifiques avec des résidus de l’AChE semblent 

préservées à travers cette première approche de même que sont conservées les interactions 

par liaison H faisant intervenir des molécules d’eau jouant le rôle de relai.56 Le groupe 

hydroxyle de la codéine est ainsi proche du carboxylate du Glu 199 et de la molécule d’eau 

W1 (Figure 17) elle-même impliquée dans un réseau d’interactions caractéristique faisant 

intervenir la Ser 200 et les groupes NH du squelette peptidique des résidus du trou 

oxyanionique (Gly 118 et 119). 

 

 

Figure 17- Représentation de la codéine et de la 

galanthamine dans le site de fixation de l’AChE 

(entrée 1QTI de la PDB). 

Il est remarquable d’observer que comme pour la galanthamine, les atomes d’oxygène du 

groupe méthoxy (O13) et du cycle furanique (O4) sont bien positionnés pour participer à des 
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interactions par liaison H avec la même molécule d’eau. Cependant, un examen plus 

approfondi de l’environnement des deux alcaloïdes au voisinage de l’atome d’azote du cycle 

saturé semble mettre en évidence des différences significatives. Tout d’abord, contrairement 

à la galanthamine, l’azote de la codéine n’est pas correctement orienté pour l’interaction par 

liaison H avec la molécule d’eau (W2 sur la Figure 17) engagée dans une liaison H forte 

avec l’azote de la galanthamine (d(N···O) = 3,3 Å)).56, 57 Cette observation doit cependant 

être considérée avec précaution du fait de la mobilité des molécules d’eau dans les structures 

cristallographiques de protéines. Une autre différence, encore plus significative, concerne les 

atomes de C du cycle saturé de la codéine, puisqu’aucun d’entre eux n’apparaît proche du 

cycle pyrrole de l’indole du Trp84 (Figure 18). Cette observation est particulièrement 

remarquable dans la mesure où le Trp84 constitue la composante principale du sous-site 

‘‘anionique’’ du site catalytique (CAS) de l’AChE,58 du fait de son rôle dans la fixation des 

ligands (ACh, inhibiteurs) à travers des interactions de type cation-π entre le groupe 

ammonium quaternaire des ligands59-61 et le noyau indole. De plus, la double liaison du cycle 

cyclohexène est trop éloignée (distance entre les centroïdes ~ 5,8 Å) pour être impliquée 

dans une interaction d’empilement π-π avec le Trp84, contrairement à ce qui est observé 

avec la galanthamine (distance entre les centroïdes ~ 4,4 Å). Par contre, aucune différence 

significative n’est à noter en ce qui concerne les distances entre les centroïdes des cycles 

saturés de la galanthamine ou de la codéine et le noyau aromatique de la Phe330, autre 

résidu important du CAS. 
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Figure 18- Interactions clés entre (a) la galanthamine, (b) la codéine avec des résidus sélectionnés du site de 

fixation de l’AChE (1QTI). Les distances entre les cycles sont indiquées par rapport à leurs centroïdes (sphères 

vertes sur  la figure). 

 En utilisant la même méthode que précédemment, nous avons superposé la 

galanthamine et la codéine dans le site de fixation des agonistes de l’AChBP (Figure 19). A 

contrario des observations précédentes avec l’AChE, toutes les interactions avec 

l’environnement de la protéine apparaissent conservées pour les deux ligands, aussi bien 

pour les atomes d’oxygène que pour les atomes des cycles azotés saturés. Ainsi, l’hydroxyle 

phénolique de la Tyr188 est proche des oxygènes O4, O13 et O15 et pourrait donc permettre  

 

 

 

Figure 19- Représentation de la codéine et de la 

galanthamine dans le site de fixation de l’AChBP 

(entrée 2PH9 de la PDB).
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des interactions par liaison H. Sur la Figure 20, qui compare les interactions clés entre les 

deux ligands et les résidus de l’AChBP, on peut remarquer qu’aucun des atomes d’azote des 

deux alcaloïdes n’est correctement positionné pour permettre la formation d’interactions par 

 

Figure 20- Interactions clés entre (a) la galanthamine, (b) la codéine avec des résidus sélectionnés du site de 

fixation de l’AChBP (2PH9). Les distances entre les cycles sont indiquées par rapport à leurs centroïdes 

(sphères vertes sur  la figure). 

 

liaison H avec le carbonyle du Trp 147. Cependant, cette interaction peut être remplacée 

pour chacun des ligands par une autre dans laquelle un groupe méthyle polarisé positivement 

joue ce rôle (d(C19···OTrp147) de 2,87 et 2,99 Å, respectivement, pour la galanthamine et la 

codéine). De plus, le même groupement peut également être impliqué dans des interactions 

avec le nuage électronique du Trp 147 (d(C19···Ce) = 3,62 et 3,43 Å, respectivement pour la 

galanthamine et la codéine), l’existence de ces contacts remplissant la condition 

d’interaction cation-π indispensable pour la liaison des agonistes avec les nAChRs. Enfin, 

les distances entre les centroïdes des cycles azotés saturés de la  galanthamine ou de la 

codéine avec le centroïde de la Tyr195 sont du même ordre de grandeur (valeurs respectives 

de 6,5 et de 6,2 Å). 
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 Dans l’ensemble, cette analyse nous a permis de mettre en évidence des différences 

significatives en terme d’interactions de la galanthamine et de la codéine avec l’AChE, ces 

divergences pouvant en partie expliquer les disparités d’activité biologique des deux 

alcaloïdes vis-à-vis de cette enzyme. En ce qui concerne les interactions des deux ligands 

avec l’AChBP, notre étude structurale préliminaire n’indique pas de changements importants 

dans les interactions clés établies avec l’AChBP, une observation qui pourrait être à l’origine 

de l’activité de modulateur allostérique des deux composés. 

 

V] Conclusion 

 Grâce à une approche conjuguant l’analyse et/ou la mise en œuvre de différentes 

méthodes expérimentales (spectroscopies IRTF et IRMPD, RMN, cristallographie des 

rayons X) dans différents environnements (phase gazeuse, solutions diluées, sites actifs de 

récepteurs biologiques) et la réalisation de calculs quantiques, les caractéristiques 

structurales et conformationnelles de même que des propriétés physicochimiques (sites de 

protonation, interactions par liaisons H) d’agonistes et de modulateurs allostériques des 

nAChRs ont été étudiées. Dans le cas de l’épibatidine, nous avons montré la coexistence des 

deux espèces protonées en phase gazeuse, l’espèce majoritaire correspondant à la forme 

protonée sur l’N sp3. Par ailleurs, l’influence d’interactions par liaison H intramoléculaire de 

type C-H…Nsp3 dans la prédilection de certaines conformations a été clairement démontrée. 

Dans le cas de l’ACh, nos travaux ont confirmé le caractère flexible de la molécule, des 

conformères significativement différents coexistant dans un faible domaine énergétique. 

Enfin, une étude originale approfondie basée sur la confrontation de résultats expérimentaux 

provenant de la mise en œuvre de différentes techniques et de données issues de calculs 

quantiques a mis en évidence les différences significatives en terme de propriétés 
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d’interactions par liaisons H de la galanthamine et de la codéine, deux ligands d’intérêt 

biologique présentant d’importantes similitudes. 

 Dans l’ensemble, nos résultats montrent que des approches physicochimiques 

expérimentales et théoriques permettent d’appréhender de façon très fine le comportement 

de ligands d’intérêt biologique, en apportant des informations quantitatives pertinentes pour 

rationaliser leur comportement biologique.   
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Analyse structurale d’un motif caractéristique 

du site de fixation des ligands de l’AChBP  
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I] Analyse des structures cristallographiques d’AChBP contenues dans la 

PDB 

 I.1-Introduction 

 Comme nous l'avons vu précédemment, le Trp 143 de l’AChBP (sur la base de la 

numérotation de l’AChBP de Lymnaea stagnalis) est considéré comme jouant un rôle 

primordial dans l’interaction entre les nAChRs et les agonistes, notamment grâce à une 

interaction entre le groupe N-H+ de la nicotine et le carbonyle du Trp 143 suggérée par 

plusieurs études. De façon à appréhender les caractéristiques conformationnelles du site de 

fixation des agonistes, nous avons étudié, dans les formes libres et complexées de l’AChBP, 

la flexibilité conformationnelle d’acides aminés essentiels du site de fixation, comme le Trp 

143. Nous avons également étudié en détail un réseau d’interactions par liaisons H jouant un 

rôle clé dans le processus de reconnaissance, ce réseau impliquant un résidu aspartate (Asp 

85) apparaissant comme strictement conservé dans la famille des LGIC. Dans ce but, nous 

avons recensé les structures d’AChBP disponibles dans la PDB puis analysé les 

caractéristiques structurales d’une séquence d’acides aminés du site de fixation des agonistes 

impliquant le Trp 143 et l’Asp 85. En juillet 2012, la PDB contenait 65 structures d’AChBP, 

caractérisées par un facteur de résolution allant de 1,75 Å à 4,20 Å. Ces structures 

correspondent à des formes libres et complexées avec différents types de ligands de 

l’AChBP. Pour disposer d’un échantillon suffisamment grand et de données précises, seules 

les entrées possédant une résolution inférieure ou égale à 2,2 Å ont été sélectionnées.  

  Nous avons considéré trois sous-ensembles de structures selon la forme (libre ou 

complexée) et le type de ligand (agonistes/antagonistes compétitifs ou antagonistes non 
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compétitifs) cocristallisés avec l’AChBP. En plus du Trp 143, ce modèle de départ se 

compose des résidus Ser 142, Thr144, His145 et Asp 85. 

 

 I.2-Conformation du tryptophane 

 L’application des critères de recherche évoqués plus haut s’est traduite par la 

considération d’un ensemble de 15 entrées issues de la PDB pour l’étude conformationnelle 

du tryptophane. Ces entrées ont un facteur de résolution allant de 1,75 à 2,2 Å. Onze d’entre 

elles correspondent à des AChBPs complexées à des agonistes ou des antagonistes 

compétitifs, trois à des formes libres, la dernière correspondant à un complexe avec un 

antagoniste non compétitif. L’ensemble de ces entrées, leur nom de code, le ligand 

éventuellement fixé et la résolution sont indiquées dans le Tableau I. Les valeurs de RMSD 

ont été calculées pour chaque entrée en considérant les 13 paires atomiques définies 

précédemment (cf. chapitre 2), en prenant comme structure de référence le site AB du 

pentamère ABCDE de la structure 2Y7Y. Pour le calcul, les cinq sites du pentamère 

ABCDE de chaque entrée ont été considérées, la valeur de RMSD présentée dans le tableau 

correspondant donc à la moyenne de cinq valeurs. 
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Tableau I- Liste des 15 entrées considérées pour l’analyse structurale avec leur code de référence et leur 

résolution. Le nom des ligands éventuellement fixé est également précisé. Les valeurs moyennes des RMSD 

sont également indiquées (voir texte). 

refcode Résolution 

(Å) 

ligand Rôle RMSD 

moyen 

1UW6 2,2 nicotine agoniste 0,223 

site libre  0,226 
1UX2 2,2 

hepes  0,244 

Site libre  0,169 

2BJ0 2,2 Acide 3-Cyclohexyl-1-

Propylsulfonique 

 
0,180 

2BYS 2,05 lobeline agoniste 0,109 

site libre  0,054 
2PGZ 1,76 

cocaïne et tétraéthylène glycol antagoniste compétitif 0,056 

thiacloprid agoniste 0,139 
3C84 1,94 

site libre  0,096 

2WN9 1,75 DMXBA agoniste 0,058 

2WNC 2,2 tropisetron agoniste 0,119 

2WNJ 1,8 DMXBA agoniste 0,088 

2XYS 1,91 strychnine antagoniste compétitif 0,097 

sites libres  0,067 
2XYT 2,05 

tubocurarine antagoniste compétitif 0,074 

2BYN 2,02   0,094 

2Y7Y 1,89   0,072 

2W8E 1,89   0,068 

2BYP 2,07 α-conotoxine 
antagoniste non 

compétitif 
0,108 
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 Les mesures des angles de torsion φ, ψ, χ1, χ2, ω0  et ω1 (Figure 2 et Tableau II) 

montrent que ces derniers possèdent des valeurs restant toujours dans les mêmes gammes. 

Le Tableau II regroupe les mesures de ces six angles ainsi que leurs écarts types en fonction 

des trois formes d’AChBP (apos, liées avec des agonistes/antagonistes non compétitifs ou 

liées avec des antagonistes) puis pour chaque forme, sur les sites liés, libres ou tous les sites. 

Pour φ et ψ, angles qui influent sur la conformation de la chaîne principale du Trp, les 

valeurs moyennes types oscillent entre 36°-40° et 74°-79° respectivement pour les formes 

apos et les formes liées avec des agonistes/antagonistes compétitifs quel que soit l’état des 

sites (occupés ou libres). Les faibles écarts types de ces mesures témoignent du peu de 

variation de conformation de la chaîne principale. Une légère déformation de la structure 

2BYP est observée, avec des valeurs φ et ψ légèrement différentes des deux formes 

précédentes et égales à -33° et -85° respectivement. Dans un travail publié en 2006, 

Yurtsever et coll. ont étudié à l’aide de calculs quantiques les différentes conformations du 

tryptophane à l’état isolé et dans l’eau avec un modèle de type continuum, ainsi que les 

valeurs privilégiées des angles φ et ψ de cet acide aminé dans les protéines sur la base de 

l’analyse de données cristallographiques1 (Figure 1). Les valeurs issues de notre travail pour 

les angles correspondants du Trp 143 dans l’AChBP apparaissent d’après la Figure 1 proches 

de conformations en hélices α. Cependant, cette observation peut être totalement fortuite et 

doit donc être considérée avec précaution dans la mesure où le Trp 143 appartient à une 

boucle, dont les caractéristiques structurales sont par définition variables. 
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Figure 1- Diagramme de Ramachandran indiquant les 11 conformations des acides aminés couramment 

observées dans les protéines.1,2 

 

Les angles de torsion ω0  et ω1 décrivent la conformation des liaisons peptidiques de part et 

d’autre du Trp. Pour l’ensemble des formes d’AChBP considérées, les valeurs sont 

comprises, ici aussi, dans de faibles intervalles (de l’ordre de 176° pour ω0, entre -174° et -

169° pour ω1) et proches de la valeur théorique de 180° pour ce type de liaison. La 

conformation de la chaîne latérale, caractérisée par χ1 et χ2, apparaît peu influencée par la 

présence d’un ligand dans le site, les valeurs correspondantes se situant dans une gamme de 

165 à 168° pour les formes apo et complexées avec des agonistes ou des antagonistes 

compétitifs. Par contre, pour la structure liée avec un antagoniste non compétitif, la valeur 

moyenne de χ1 est légèrement plus faible, de 160°, sans que ce résultat soit significatif. En 

ce qui concerne l’angle χ2, les valeurs mesurées pour toutes les formes sont très proches, 

autour de 110°-111°.  
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Figure 2- Distribution des angles de torsion (φ, ψ), (χ1, χ2) et (ω0, ω1) du Trp143 dans l’ensemble des structures 

d’AChBP analysées (avec en rouge les positions correspondant aux valeurs des angles de l’entrée 2BYP). 

 

Tableau II- Valeurs des angles dièdres φ, ψ, χ1, χ2, ω0  et ω1 (en °) du Trp 143 pour les différentes formes 

d’AChBP. Les écarts type correspondants sont indiqués entre parenthèses. 

 φ ψ ω0 ω1 χ1 χ2 

AChBP liées à des agonistes ou des antagonistes compétitifs. 
Sites libres -37(2) -75(4) 176(3) -170(2) -165(3) -111(3) 

Sites occupés -40(4) -74(4) 176(3) -173(6) -166(3) -111(5) 

Tous les sites -39(4) -75(4) 176(3) -172(6) -166(3) -111(5) 

AChBP apo. 
Tous les sites -38(4) -80(4) 176(2) -169(2) -168(2) -110(2) 

AChBP liée à un antagoniste non compétitif. 
Tous les sites -33(1) -85(4) 176(2) -174(2) -160(2) -111(1) 
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 On montre qu’une très faible variation conformationnelle est possible autour du Trp 

143 pour toute forme d’AChBP. 

 

 I.3-Structure et interactions au niveau du site de fixation des agonistes et 

antagonistes compétitifs  

 Les études structurales par diffraction des rayons X et les approches issues de la mise 

en œuvre de méthodes chimiques et biologiques développées dans le groupe de Dougherty 

déjà évoquées dans les chapitres 1 et 2 ont montré que le résidu Trp 143 est situé au cœur 

d’un ensemble d’interactions impliquant en particulier un résidu asparate (Asp 85).3 Les 

travaux de Cashin et coll. ont révélé que le groupe COO- de la chaîne latérale de cet 

aspartate est impliqué dans un réseau de liaisons H qui « préorganiserait » le site de fixation 

des ligands en orientant le Trp 143 dans une conformation particulière.3 Quatre interactions, 

(Figure 3) respectivement numérotées de 1 à 4 dans le texte qui suit, et analysées par les 

distance entre atomes lourds correspondants d1 à d4, ont ainsi été mises en évidence entre : 

- le NH du squelette peptidique de la Thr 144 et l’oxygène 2 du carboxylate de l’Asp85 (1)  

- le NH du squelette peptidique du Trp 143 et l’oxygène 2 du carboxylate de l’Asp85 (2)  

- le OH de la chaîne latérale de la Ser 142 et l’oxygène 1 du carboxylate de l’Asp85 (3) 

- le OH de la chaîne latérale de la Thr 144 et l’oxygène 1 du carboxylate de l’Asp85 (4). 

Les travaux de Cashin et coll. ont montré que parmi ces interactions, seules 1 et 3 semblent 

importantes à la fonction biologique des nAChRs.3 En effet, certains nAChRs présentent un 

résidu valine à la place de la Thr 144, cette variation chimique se traduisant par la 

suppression de la liaison H 4 correspondante. 
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Figure 3- Représentation du réseau de liaisons H entre l’asp 85, appartenant à la boucle A (en bleu) et la 

séquence comprenant le Trp 143, provenant de la boucle B (en noir ) de l’AChBP (d’après Cashin et coll.).3 

 

 Grâce à notre analyse structurale, nous avons réussi à mettre en évidence deux 

nouvelles liaisons H supplémentaires à l’intérieur de ce motif, numérotées 5 et 6 et 

respectivement caractérisées par les distances d5 et d6. La première (5) correspond à une 

interaction entre le NH du squelette peptidique de l’His 145 et le groupe hydroxyle de la Ser 

142. La seconde (6) implique l’oxygène de la fonction carbonyle de la chaîne peptidique de 

l’Asp 85 et le NH peptidique du Trp 143. La Figure 4a montre que la première interaction 

interviendrait en assurant la « fermeture » d’un motif structural présentant des 

caractéristiques proches d’un coude β, le groupe OH de la chaîne latérale de la Ser 142 

jouant le rôle d’accepteur de liaison H au lieu du carbonyle peptidique comme dans les 

coudes classiques. La caractéristique commune à l’ensemble des coudes β (il en existe quatre 

types désignés par I, II, III et IV) est en effet la présence d’une liaison H impliquant le 

carbonyle du résidu i et le NH du squelette peptidique du résidu i+3, le motif résultant 

formant un cycle à 10 chaînons (Figure 4b). La majorité des coudes a été révélée par une 

analyse conformationnelle théorique menée par Venkatachalam en 1968.4 La distinction 

entre les coudes I, II et III repose sur la valeur des angles de torsion φ et ψ des résidus 

centraux (i+1 et i+2). Une discussion détaillée des caractéristiques conformationnelles des 
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coudes β dépassant le cadre de ce travail, nous comparerons simplement quelques 

paramètres de l’arrangement structural que nous avons mis en évidence à ceux propres aux 

coudes. Tout d’abord, le motif formé dans l’AChBP implique également quatre résidus au 

total, le groupe hydroxyle de la Ser 142 jouant le rôle d’accepteur à la place du groupe 

carbonyle. De plus, la participation de la chaîne latérale à la place du carbonyle de la chaîne 

principale se traduit par une augmentation du nombre de chaînons du motif formé (12 au lieu 

de 10). Il est important de préciser ici que la possibilité d’un tel motif, en particulier du rôle 

d’accepteur, et non de donneur, joué par l’hydroxyle 142, est liée à l’inambiguïté de 

l’implication du OH en tant que donneur de liaison H avec le carboxylate de l’Asp 85.  

 

 

 

 

 

Figure 4- Nouvelles interactions mises en 

évidence dans le réseau de liaisons H (a) et 

exemple de coude β(b).  

 

De nombreux travaux ont été consacrés à l’étude de l’implication de groupes 

potentiellement donneurs et accepteurs de liaison H des chaînes latérales des acides aminés 

dans la formation de motifs pouvant apparaître importants dans la structure et la fonction des 

protéines.5-7 Ces études ont effectivement mis en évidence le rôle significatif pouvant être 

joué par des chaînes latérales d’acides aminés telles que l’acide aspartique ou l’asparagine 

dans la formation de motifs assurant la stabilisation locale de l’architecture.8 Dans ce 
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contexte, la participation des chaînes latérales des acides aminés hydroxylés comme la sérine 

et la thréonine ont également été mises en évidence.5 Cependant, le motif le plus fréquent 

rencontré avec les résidus Ser et Thr correspond à l’implication de la fonction OH de leur 

chaîne latérale en tant que donneur de liaison H, l’accepteur correspondant à un groupe 

carbonyle du squelette peptidique. Par ailleurs, une consultation de la base de données 

« pdbemotif » accessible sur la plateforme web de l’EBI (European Bioinformatics Institute 

(http://www.ebi.ac.uk /pdbe-site/pdbemotif/)) montre que le cycle à 12 atomes est 

systématiquement présent dans les différentes structures d’AChBP. Ce motif impliquant la 

chaîne latérale de la sérine en tant qu’accepteur de liaison H, n’est pas représenté dans la 

galerie des motifs figurant sur le site. Enfin, l’utilisation de la base de données pdbsum 

(http://www.ebi.ac.uk/pdbsum)9 développée par le groupe de Thorton, indique une structure 

secondaire de type coude β pour la séquence Ser142-Trp143-Thr144-His145. Ces éléments 

montrent que l’arrangement que nous avons mis en évidence lors de notre analyse structurale 

constituerait un motif particulier propre à l’AChBP. Des analyses structurales 

complémentaires seraient utiles pour vérifier l’existence de ce motif dans les nAChRs et 

étudier le degré de conservation des acides aminés impliqués dans cet enchaînement. Nous 

verrons plus loin que l’existence de l’interaction NH(His145)···OH(Ser142) propre à 

l’arrangement établi joue un rôle significatif dans la cohésion de l’ensemble du réseau 

complexe de liaisons H existant dans l’AChBP. 

La seconde liaison H suggérée par notre analyse (Figure 5) montre que le carbonyle 

de la chaîne principale de l’Asp 85 utilise également son potentiel accepteur dans ce réseau 

complexe de liaisons H. 

Le Tableau III rassemble les distances entre atomes lourds impliqués dans les six 

interactions (1 à 6) précédentes ainsi que la distance entre le carbone β de la chaîne latérale 
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de l’Asp 85 et le Cα du Trp 143 (7, d7). L’évolution de ce paramètre, sélectionné par Cashin 

et coll. a été étudiée lors de simulations de dynamique moléculaire sur les nAChRs.3  

L’examen du Tableau III montre que d3 est significativement et de façon systématique la 

distance la plus courte, de l’ordre de 2,6 Å, ce qui est cohérent avec l’importance de cette 

interaction dans le motif suggéré par Cashin et coll. Cependant, une telle considération peut 

être trompeuse dans la mesure où l’interaction 4, pourtant parfois inexistante dans certains 

nAChRs du fait du remplacement de la thréonine par une valine, apparaît d’après nos 

résultats comme la plus courte après l’interaction 3 avec une valeur de 2,7 Å. Quand elle est 

présente, cette interaction apparaît donc jouer un rôle dans une stabilisation plus importante 

du motif. L’interaction 5 que nous avons mise en évidence apparaît sur la base de ce critère 

également notable, dans la mesure où elle est inférieure à 3,0 Å, de l’ordre de 2,9 Å. Par 

ailleurs, l’interaction 1, considérée comme la plus importante avec 3 par Cashin et coll., 

présente une valeur de 3,1 Å. La seconde interaction que nous avons notée (6) possède quant 

à elle une valeur supérieure, de l’ordre de 3,3 Å. Enfin, nos résultats montrent que la 

distance d7 retenue par Cashin et coll. possède une valeur située autour de 4,3-4,4 Å. Il est 

remarquable de noter que l’ensemble de ces paramètres géométriques reste centré autour des 

mêmes valeurs, quelque soit la forme, libre ou complexée de l’AChBP. Pourtant, une 

variation significative du paramètre d7 a été observée lors de simulations de dynamique 

moléculaire par Cashin et coll., cette distance augmentant de 4,3 à 5,1 Å de la forme apo à la 

forme complexée à la carbamylcholine.3 Cette contradiction, manifeste sur d7, peut paraître 

surprenante et les résultats de notre analyse « statique » sont donc à considérer avec 

précaution et doivent être confirmés par d’autres approches. 
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Tableau III- Valeurs moyennes des distances d1-7 (en Å) ainsi que de leurs écarts types pour les différentes 

formes d’AChBP  

 d1 d2 d3 d4 d5 d6 d7 

AChBP liées à des agonistes ou des antagonistes compétitifs. 

Sites libres 3,0 (1) 3,0 (3) 2,6 (1) 2,59 (1) 2,83 (5) 3,3 (1) 4,4 (1) 

Sites occupés 3,0 (1) 3,0 (2) 2,6 (1) 2,71 (8) 2,87 (3) 3,3 (1) 4,5 (1) 

Tous les sites 3,0 (1) 3,1 (3) 2,6 (1) 2,69 (9) 2,84 (5) 3,3 (1) 4,5 (1) 

AChBP apo 

Tous les sites 3,0 (1) 2,9 (1) 2,6 (1)  2,87 (7) 3,2 (2) 4,4 (1) 

AChBP liée à un antagoniste non compétitif. 

Tous les sites 3,1 (1) 2,9 (1) 2,6 (1)  2,94 (5) 3,4 (2) 4,3 (1) 

 

 

II] Calculs de chimie quantique 

II.1-Modèles successifs considérés  

 Pour affiner les paramètres géométriques correspondant aux différentes interactions 

mesurées dans les structures cristallographiques étudiées précédemment et pour mettre en 

évidence leurs importances relatives dans l’architecture du motif, nous avons « extrait » 

l’ensemble des cinq acides aminés de l’environnement du récepteur et étudié des systèmes 

modèles de complexité croissante. Pour des raisons de temps de calcul, du fait du niveau de 

théorie sélectionné (MPWB1K/6-31+G(d,p)), nous avons procédé à quelques simplifications 

chimiques de certains résidus. Ainsi, pour l’ensemble des systèmes considérés, l’Asp 85 
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modélisé comprend la chaîne latérale et l’extrémité CO terminale complétée par un groupe 

NHMe. De la même façon, pour les autres résidus, seul le fragment impliqué dans les 

interactions du motif a été considéré. Ainsi, pour la Ser 142, l’extrémité N-terminale, n’a pas 

été intégrée. Pour les mêmes raisons, la chaîne latérale de la Thr 144 n’a pas été incluse dans 

tous les modèles. De même, pour l’His 145, seule l’extrémité N-terminale, complétée par le 

Cα, a été considérée. Au total, cinq modèles comprenant deux à cinq résidus ont été étudiés. 

 Pour chacun d’entre eux, la coupure entre deux acides aminés a été complétée par une 

fonction N-acétyle afin de restituer les caractéristiques structurales et électroniques de la 

fonction amide. Ces cinq modèles sont représentés Figure 5. 

Le modèle le plus simple considéré (A), constitué de deux résidus ne comprend que l’Asp 85 

et le Trp 143. Le modèle B comporte trois résidus, puisqu’il possède en plus, le fragment Thr 

144. Le modèle C correspond au modèle A auquel la Ser 142 a été ajoutée. Le quatrième, 

qui compte cinq résidus, (D) est constitué de A, du fragment de la Ser 142, de la chaîne 

principale de la Thr 144 et enfin de l’extrémité N-terminale de l’His 145. Le dernier modèle 

(E) correspond à D auquel la chaîne latérale de Thr 144 a été additionnée. 



144                                                               Analyse structurale d’un motif caractéristique 

 

Figure 5- Représentation des cinq modèles successifs du motif structural analysé. 

 

 II.2-Résultats/discussion 

 La composition chimique des différents modèles établie, leur géométrie a été 

totalement optimisée (MPWB1K/6-31+G(d,p)) et comparée à travers des superpositions au 

motif « extrait » d’une structure cristalline de référence (2Y7Y). Ces superpositions ont été 

effectuées en considérant un nombre de paires atomiques croissant, schématisées sur la 

Figure 6. Dans une première étape, seuls les atomes de la chaîne principale ont été utilisés (9 

paires atomiques, RMSD1). Dans la seconde, les atomes de la chaîne latérale du Trp 143 ont 

été additionnés (19 paires atomiques, RMSD2). Dans la dernière, le fragment Asp 85 a été 

intégré à l’ensemble (26 paires atomiques, RMSD3). Le Tableau IV rassemble les valeurs de 

RMSD obtenues lors de ces différentes étapes pour l’ensemble des modèles. 
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Figure 6- Définition des atomes intégrés pour le calcul des RMSD relatifs aux trois étapes de superpositions 

moléculaires (── RMSD1, ──+── RMSD2, ──+──+── RMSD3). 

 
Tableau IV-Valeurs des RMSD obtenues lors des différentes étapes de superpositions des cinq modèles 

(Figure 6). 

Modèle RMSD 1 RMSD 2 RMSD 3 
A 0,1 1,4 1,7 

B 0,2 1,2 1,6 

C 0,2 0,4 0,6 

D 0,05 0,3 0,5 

E 0,05 1,4 1,5 

 

 Le nombre de liaisons H caractéristiques de chaque modèle après l’optimisation de 

géométrie a ensuite été comparé à celui observé dans la structure cristalline de référence en 

ne considérant que les atomes homologues. En effet lors du processus d’optimisation de 

géométrie, des réorganisations structurales significatives peuvent s’opérer, induisant la 

modification du nombre d’interactions initiales. Le Tableau V rassemble ces données et la 

Figure 7 montre la structure des cinq modèles, superposés sur la structure cristalline de 

référence. 
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TableauV- Evolution du nombre de liaisons H dans les différents modèles lors de l’optimisation de géométrie 

(O interaction conservée, x: interactions non présentes et x interactions absentes de la structure optimisée alors 

que présente dans la structures cristalline équivalente) 

Liaison H A B C D E 

OHSer···COAsp × × О О О 

NHTrp···COAsp О О О О О 

NHThr···COAsp О О О О О 

OHThr···COAsp × О × × О 

NHHis···OHSer × × × О О 

NHTrp···COAsp × × О О О 

Nf/Nexp
a 2/3 3/4 4/4 5/5 6/6 

a : Rapport entre le nombre de liaisons H final (Nf), après optimisation de géométrie sur le nombre de liaisons H 
observées dans la structure cristallographique en considérant les atomes homologues (Nexp). 
 

   



Chapitre 4                                                                                                                  147 

Figure 7-Représentation de la structure cristalline et des cinq modèles optimisés superposés avec la structure 

cristalline (en vert et fil de fer).  

 

 Dans une dernière phase, les distances interatomiques d1-d7 définies et étudiées 

précédemment pour le meilleur modèle obtenu (D) ont été comparées au motif expérimental 

de référence. Pour cette analyse, seules les valeurs de d1-d7 des formes apo d’AChBP ont été 

considérées. Le Tableau VI rassemble ces données. 

 

Tableau VI- Valeurs des distances d1-3 et d5-7 du modèle théorique D et de la structure expérimentale 2Y7Y. 

Distance (Å) d1 d2 d3 d5 d6 d7 

Théorie 2,8 3,3 2,7 2,9 3,2 4,1 

Expérience 3,0 2,9 2,6 2,8 3,3 4,4 

 

 

L’analyse des différents RMSD du Tableau IV montre tout d’abord, de façon 

attendue, une augmentation régulière des valeurs avec l’augmentation du nombre de paires 

atomiques superposées. Les très faibles valeurs de RMSD1 montrent que la conformation de 

la chaîne principale n’est pratiquement pas modifiée lors de l’optimisation à l’état isolé et 

ceci pour l’ensemble des modèles. La prise en compte de la chaîne latérale du Trp lors du 

calcul du RMSD2 se traduit par des différences significatives en fonction des modèles. 

Ainsi, seuls C et D conservent une conformation proche de la structure expérimentale, la 

Figure 7 montrant une rotation notable du noyau indole dans les modèles A, B et E. Les 

mêmes tendances sont observées avec le calcul prenant en compte l’ensemble des paires 

atomiques (RMSD3). A notre surprise, le modèle D s’avère donc celui qui reste le plus 

proche du motif expérimental, bien qu’une liaison H ait été supprimée.  
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 En cohérence avec ces évolutions, l’examen du Tableau V et de la Figure 7 montrent 

que les modèles A et B « perdent » une des liaisons H, les autres modèles les conservant 

toutes. En fait, une rotation de l’extrémité C terminale de l’Asp 85 dans les modèles A et B 

est à l’origine de la rupture de la liaison H dans laquelle le groupe carbonyle est engagé 

initialement avec le NH du Trp (Figure 7).  

 Bien que le modèle D ne possède pas la chaine latérale du résidu 144, il conduit à la 

structure finale la plus proche de la structure expérimentale. Ces résultats sont à considérer 

avec précaution au vu des changements significatifs d’environnement et des simplifications 

effectuées mais semblent cohérents avec la moindre importance de cette interaction (4) dans 

le motif, comme l’ont suggéré Cashin et coll.3 et la conservation plus faible de ce résidu (la 

Thr est parfois remplacée par une valine).  

Enfin, la comparaison des distances d1-d7 mesurées dans la structure optimisée et la structure 

cristallographique de référence (Tableau VI) montre une tendance dans l’ensemble cohérente 

avec les données précédentes. Ainsi, les interactions qualifiées d’« essentielles » par 

Dougherty, caractérisées par les distances d1 et d3, ont été respectivement raccourcies (de 0,2 

Å) et rallongées mais de façon peu significative (de 0,1 Å) lors de l’optimisation de 

géométrie. De façon concomitante, la distance d2 apparaissant comme secondaire montre sur 

la base de nos calculs une tendance à l’allongement (0,4 Å), en cohérence avec une moindre 

importance. Par ailleurs, la distance d5, propre à l’arrangement que nous avons mis en 

évidence, bien que rallongée (0,1 Å) reste l’une des plus courtes de l’ensemble, ce qui paraît 

indiquer un rôle notable dans le maintien du motif. Toutefois, la distance d6, raccourcie lors 

de l’optimisation, demeure également l’une des plus faibles du réseau, une observation en 

faveur d’une contribution secondaire de cette interaction. Enfin, on peut noter que la distance 
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d7 évolue également de façon notable, puisqu’elle est raccourcie de 0,3 Å lors de la 

relaxation géométrique.  

 

II.3-Influence de l’interaction NHhis···OHser 

 La liaison H présente plusieurs propriétés intrinsèques expliquant en partie l’absence 

de données quantitatives faisant encore défaut aujourd’hui et la difficulté de la mise au point 

d’approches prédictives applicables à l’ensemble des situations, environnements dans 

lesquelles l’interaction peut être rencontrée. Dans un environnement condensé tel qu’une 

solution ou la poche de fixation d’un récepteur biologique, les groupes en contact sont 

souvent engagés dans des interactions multicentriques (le plus souvent à 3 centres) et/ou 

multiples. Ces propriétés sont à l’origine des effets de coopérativité et de non-additivité 

propres à l’interaction.10-14 Leur influence sur la structure et l’énergie des différentes 

interactions considérées individuellement peut être très importante. Le motif considéré dans 

ce travail constitue un exemple de ce type de situations. En effet, l’existence de l’interaction 

NHHis145···OHSer142 (5) que nous avons mise en évidence dans l’analyse des données 

cristallographiques décrite précédemment doit présenter des répercussions sur l’interaction 

OHSer142···-OOCAsp 85. (3) considérée comme l’une des plus importantes du réseau formé. 

Dans ce paragraphe, nous présentons la démarche que nous avons utilisée pour mettre en 

évidence cet effet coopératif et les résultats obtenus. 

 

Afin d’étudier l’influence de la présence de l’interaction NH(His 145)···OH(Ser 142) 

sur le pouvoir donneur de liaison H du groupe hydroxyle de la Ser, nous avons mis en œuvre 

des calculs théoriques au même niveau que précédemment (MPWB1K/6-31+G(d,p)) sur des 

structures modifiées du modèle D. Ces structures ont été obtenues en supprimant l’aspartate 
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et en remplaçant certaines fonctions peptidiques par des fonctions esters dans le but de 

supprimer le potentiel donneur de liaison H des NH peptidiques. Nous avons sélectionné 

cette approche sur la base des travaux de Dougherty, qui utilise, à travers des techniques de 

biologie moléculaire, ce type de modifications chimiques au niveau des nAChRs, pour 

sonder l’importance structurale et fonctionnelle de certains acides aminés.15-17 Nous avons 

sélectionné trois types de systèmes modèles pour nos simulations dans le contexte de cette 

étude. Pour l’ensemble d’entre eux, qui découlent du modèle D précédent, le fragment 

aspartate a été supprimé. Le premier, nommé D’, correspond simplement à D sans 

l’aspartate. En ce qui concerne le deuxième, D’O, la liaison amide entre l’His 145 et la Thr 

144 a été remplacée par une liaison ester. Dans le troisième, D’OO, la liaison peptidique 

entre les résidus Trp 143 et Thr  144 a en plus été substituée par une liaison ester (Figure 8). 

Une série de calculs avec et sans optimisation de géométrie a été effectuée sur ces trois 

systèmes. Dans une deuxième phase, nous avons utilisé le potentiel électrostatique calculé à 

la surface moléculaire, définie par une surface de densité électronique de 0,001 e/Bohr3, pour 

étudier l’éventuelle influence de l’effet coopératif sur le pouvoir donneur de liaison H de 

l’hydroxyle. Ce descripteur paraît particulièrement adapté pour ce type d’études, de 

nombreux travaux ayant montré son intérêt pour rationaliser et prédire le pouvoir accepteur 

et/ou donneur de liaison H de composés organiques.18-21 Nous avons suivi, pour les 

différents modèles, l’évolution de la valeur maximale du potentiel électrostatique (Vs,max) au 

voisinage de l’atome d’H de l’hydroxyle, cette grandeur ayant été utilisée avec succès pour 

caractériser le potentiel donneur de liaison H de différentes fonctionnalités organiques. 20, 21  

Les optimisations de géométrie se sont traduites par un réarrangement du réseau de 

liaisons H dans les trois systèmes. Ainsi pour D’, l’interaction NHhis···Oser est perdue au 

profit d’une interaction du NHhis avec le carbonyle de la Ser. Cependant, dans la structure 
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obtenue, le potentiel accepteur de liaison H de la fonction hydroxyle de la sérine reste 

exploité, mais dans une interaction par liaison H avec le NH du squelette peptidique de la 

thréonine 144. (Figure 8). Pour le second modèle (D’O), le remplacement de la liaison amide 

entre les résidus His et Thr par une liaison ester empêche l’interaction NHhis···OHser mais, 

comme pour le modèle précédent, le NH de la Thr se lie avec l’hydroxyle de la Ser dans la 

structure optimisée. Enfin, pour D’OO, la substitution des deux liaisons peptidiques par des 

liaisons esters entre les résidus Trp et Thr d’une part, et Thr et His, d’autre part, ne voit 

l’apparition d’aucune nouvelle interaction (Figure 8). 

Ces calculs montrent donc tout d’abord le rôle majeur exercé par le groupe 

carboxylate de l’Asp 85 dans la structuration du motif, de profondes réorganisations se 

produisant lors de la suppression de ce fragment. L’analyse des valeurs de Vs,max sur les 

structures optimisées montre des évolutions significatives mais s’avère délicate à interpréter 

au vu des changements importants de géométrie. Il est toutefois remarquable de constater 

que malgré ces changements, le potentiel accepteur de liaison H de l’hydroxyle demeure 

exploité dans deux des structures. En fait, la seule structure dans laquelle l’hydroxyle ne se 

comporte pas en tant qu’accepteur correspond au modèle (D’OO), pour lequel aucun 

donneur de liaison H n’est suffisamment proche pour permettre une telle interaction. La 

comparaison des valeurs de Vs,max au niveau de l’H de l’hydroxyle entre les modèles (D’O) 

et (D’OO) montre bien une diminution significative de l’ordre de 20 kJ mol-1 (valeurs 

respectives de 267,1 et 247,4 kJ mol-1), attestant de l’augmentation du potentiel donneur de 

liaison du OH lorsqu’il participe déjà à une interaction en tant qu’accepteur. Cette évolution 

constitue donc une manifestation de l’effet coopératif. La comparaison des structures 

optimisées D’ et D’O ne permet pas de dégager une telle tendance du fait (i) de l’implication 

du OH en tant qu’accepteur dans les deux structures (ii) de l’orientation vers une zone riche 
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en électrons du OH, qui explique la valeur faible de Vs,max (213,1 kJ mol-1) obtenue. Sur la 

base des distances de liaison H impliquant l’hydroxyle de la sérine dans ces deux structures: 

NH(Thr 144)···O(H)Ser 142 et NH(His 145)···O(H)Ser 142), de 2,16 et 2,02 Å, l’interaction 

initiale avec le NH de l’histidine semble plus forte. 

L’analyse des résultats obtenus sur les structures non optimisées révèle également des 

tendances intéressantes. Ainsi, on observe une diminution significative, de l’ordre de 40 kJ 

mol-1, de la valeur de Vs,max sur l’hydroxyle consécutive à la suppression de la liaison H 

NH(His145)···O(H)Ser 142 en passant de D’ à D’O (valeurs respectives de 289,4 et 246,9 kJ 

mol-1), attribuable à l’effet coopératif. Toutefois, une évolution significative est de nouveau 

observée (abaissement de Vs,max de l’ordre de 30 kJ mol-1) lors de la substitution du NH 

peptidique entre les résidus Thr et His, la valeur obtenue pour D’OO étant de 216,6 kJ mol-1, 

sans que cet effet puisse être attribué à l’existence d’une interaction (distance 

NH(Thr)···O(H)Ser142 de 3,17 Å. Si cette dernière observation montre une sensibilité 

importante de Vs,max à l’environnement chimique et électronique, nos résultats théoriques 

témoignent indiscutablement, de façon qualitative, de l’effet coopératif exercé par la 

présence d’une interaction par liaison H sur le potentiel donneur de l’hydroxyle 142.  
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Figure 8- Carte de potentiels électrostatiques calculés à la surface moléculaire (MPWB1K/6-31+G(d,p)) 

indiquant les valeurs de Vs,max sur l’hydrogène hydroxyle de la Ser 142 (une des zones les plus déficientes en 

électrons, représentées en bleu) pour les modèles (D’), (D’O) et (D’OO). Pour chaque modèle, les structures de 

gauche et de droite correspondent aux géométries optimisées et non optimisées, respectivement. 

  

III] Conclusion 

L’approche conjointe mise en œuvre dans le cadre de ce chapitre, fondée d’une part 

sur l’analyse structurale de données cristallographiques et d’autre part, sur l’exploitation de 

calculs de chimie quantique, a révélé de nouvelles informations sur l’arrangement 

tridimensionnel et les interactions par liaison H établies au niveau d’un motif impliqué dans 

le site actif de l’AChBP.  

Tout d’abord, ces données ont mis en évidence la grande conservation de la 

conformation du Trp 143, quelle que soit la forme, libre ou complexée, de l’AChBP. Ce 

comportement paraît également suivi quelle que soit la nature du ligand (agoniste, 
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antagoniste compétitif et non compétitif). Dans ce dernier cas, cette tendance est toutefois à 

prendre avec précaution, une seule entrée ayant été recensée lors de notre étude. 

En second lieu, ces études nous ont conduit à démontrer l’implication de deux 

liaisons H supplémentaires dans le réseau complexe de liaison H impliqué dans 

l’architecture du site de fixation des agonistes mis au jour par Dougherty. L’une d’entre elles 

paraît particulièrement notable, puisqu’elle induit la formation d’un motif original de 

caractéristiques structurales proches d’un coude β faisant intervenir en tant qu’accepteur de 

liaison H un groupe hydroxyle de la chaîne latérale d’une sérine. 

Enfin, la confrontation des résultats issus des différentes approches a mis en lumière 

l’influence significative d’un effet coopératif se traduisant par l’augmentation du pouvoir 

donneur de liaison H de la chaîne latérale de la sérine, puisque le même groupe OH est 

engagé dans une liaison H en tant que donneur avec le groupe carboxylate de l’Asp 85.  

Dans l’ensemble, les résultats présentés dans ce chapitre nous paraissent démontrer 

l’intérêt de l’utilisation conjointe des approches mises en œuvre pour mettre évidence, au 

niveau atomique, des informations pertinentes pour une caractérisation approfondie de 

propriétés de l’AChBP, et par extension des nAChRs, et donc une meilleure appréhension de 

leur comportement. Cependant, des études complémentaires doivent être poursuivies pour 

vérifier ces tendances au niveau des nAChRs. 
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 Dans ce chapitre, nous présentons les résultats théoriques obtenus à partir de la mise 

en oeuvre de calculs ONIOM2 (MPWB1K/6-31+G(d,p) : MPWB1K/3-21G). Cette étude 

porte sur la complexation de trois agonistes des nAChRs (acétylcholine, nicotine et 

épibatidine) avec le modèle du site actif de l’AChBP constitué selon la démarche présentée 

au chapitre 2. Dans une première partie,  l’influence de la conformation et de l’orientation 

des ligands, de même que de la présence d’une molécule d’eau dans le site de 

reconnaissance de l’AChBP, est exposée. Puis, dans un deuxième temps, les complexes les 

plus stables issus des études théoriques pour les trois ligands sélectionnés sont comparés, 

aussi bien sur un plan structural qu’énergétique.  

 

I] Structure de quelques complexes agonistes-AChBP 

 I.1- Complexe nicotine-AChBP 

 Rappelons que les deux conformères principaux, A et B, de la nicotine protonée 

(Figure 1) ont été considérés pour cette étude. Comme nous l’avons évoqué précédemment 

(chapitre 3.I), ces isomères de conformation ne diffèrent que par une rotation de l’ordre de 

180° autour de la liaison intercycle. Dans la structure cristallographique du complexe, seul le 

conformère B de la nicotine est présent. L'influence de la conformation du cycle pyridinique 

sur la structure et l’énergie du complexe a été considérée en générant manuellement le 

conformère A dans le site à partir de la position de départ de la nicotine B dans la structure 

expérimentale grâce à une rotation de 180° autour de la liaison intercycle. La molécule d’eau 

présente dans la structure 1UW6,1 a été laissée à sa position cristallographique, au départ de 

l’optimisation de géométrie de ces deux complexes. Les Figures 2 et 3 montrent les résultats 
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obtenus pour ces deux structures et les Tableaux I et II rassemblent les données énergétiques 

et structurales correspondantes, respectivement.

 

 

Figure 1- Structure chimique et numérotation de la 

(S)-nicotine. 

 

 

Figure 2- Structure optimisée du modèle du complexe de l’AChBP avec la nicotine B  (en vert et bleu : parties 

principale et complémentaire du site, et en violet la nicotine; les liaisons H sont représentées par des pointillés.  

 

 

 

 

 

 

Figure 3- Structure optimisée du modèle du 

complexe de l’AChBP avec la nicotine A  (en vert 

et bleu : parties principale et complémentaire du 

site, la partie et en violet la nicotine ; les liaisons H 

sont représentées par des pointillés. 
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Tableau I- Variation des énergies (en kJ mol-1) de complexation (ΔEcpx), de fixation (ΔEfix) et de relaxation du 

ligand ΔErel (L) et du modèle de site ΔErel (MS) pour les différents complexes optimisés avec la nicotine. 

Système ΔEcpx ΔEfix ΔErel (L) ΔErel (MS) 

Nicotine A -287,8 -275,3 7,0 5,4 

Nicotine B -288,1 -274,5 8,1 5,5 

Nicotine A + H2O -292,9 -277,3 7,8 7,7 

Nicotine B + H2O -312,4 -284,3 8,4 19,7 

 

  

L’examen du Tableau I montre tout d’abord des valeurs élevées d'énergies de complexation 

(ΔEcpx) et de fixation (ΔEfix). Les premières se situent en effet dans une gamme d’environ     

-290 à -310 kJ mol-1, les secondes variant de -275 à -285 kJ.mol-1
. Ces valeurs paraissent en 

fait compatibles avec la nature du système étudié. En effet, celui-ci comprend un cation 

moléculaire (le ligand protoné) en interaction avec un site neutre du point des vues des 

charges électriques. La sphère de 7 Å définie autour du ligand contient en effet un résidu 

glutamate (Glu 190) chargé négativement et un résidu arginine (Arg 104) chargé 

positivement. Par comparaison, à titre d’exemple, la complexation d’un cation moléculaire 

tel que la galanthamine protonée par des molécules de benzène, d’eau et par un anion 

chlorure conduit respectivement à des énergies de l’ordre de -42 kJ mol-1, -54 kJ mol-1 et      

-463 kJ mol-1.2 Les valeurs importantes obtenues à travers nos calculs pour le système étudié 

pourraient être liées à l’intervention de contributions multiples dans l’interaction de la 

nicotine protonée avec le modèle de l’AChBP.  

Par ailleurs, les énergies de complexation (ΔEcpx) et de fixation (ΔEfix) calculées pour les 

deux complexes possédant une molécule d’eau sont de façon cohérente systématiquement 

inférieures aux complexes correspondants sans molécule d’eau. Ainsi, les complexes 
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présentant le plus d’interactions, y compris relayées par une molécule d’eau, sont 

caractérisés par une plus grande stabilisation énergétique. Plus précisément, la contribution 

de l’eau à l’interaction nicotine-AChBP est de l’ordre de -2 et -10 kJ mol-1, respectivement, 

pour les conformères A et B.  

L’analyse de l’évolution de l’énergie de relaxation (ΔErel) pour les différents partenaires 

révèle également des informations intéressantes. Le Tableau I montre de façon attendue que 

la variation d’énergie de relaxation est plus prononcée pour les modèles du site actif 

comprenant la molécule d’eau que ceux pour lesquels elle est exclue. La faible différence 

entre les termes de relaxation pour le ligand et le modèle du site s’explique par le fait que 

pour ce dernier, seul le résidu Trp 143 et l’eau ne sont pas maintenus rigides lors du calcul. 

Une augmentation significative est toutefois notée dans le cas de la nicotine B (autour de 20 

kJ mol-1) au lieu de 5 à 7 kJ mol-1 pour les autres complexes. Nous attribuons ce 

comportement à une réorientation significative de la molécule d’eau visant à optimiser les 

contacts avec le ligand par rapport à la position de départ. Cette explication est cohérente 

avec les résultats obtenus pour la nicotine A : dans la mesure où aucune interaction avec le 

ligand n’est possible pour cette conformation, la position de la molécule d’eau n’est 

pratiquement pas modifiée, le terme de relaxation étant peu affecté.  

 

Les Figures 2 et 3 permettent de visualiser les interactions nicotine-AChBP dans les 

différents complexes et le Tableau II en rassemble les principales distances interatomiques. 

Pour les deux conformères A et B de la nicotine, plusieurs interactions sont ainsi observées 

entre le fragment N-méthyle pyrrolidinium et des acides aminés de la composante principale 

du site. Une liaison H entre le N1H+ du cycle pyrrolidine et le carbonyle de la liaison 

peptidique du Trp 143 est en premier lieu obtenue. Par ailleurs, des interactions mettant en 
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jeu des groupes CH au voisinage de la charge positive du groupe du cycle pyrrolidine sont 

également visibles. Elles concernent les méthylènes C5’H et C6’H directement liés à l’N1 

portant la charge positive. Ces groupement interagissent ainsi avec le cycle à six du noyau 

indole du Trp 143 et un groupe hydroxyle de la chaîne latérale de la Tyr 89 pour le premier 

et avec le cycle benzénique de la Tyr 192 pour le second. Dans le cas de la nicotine, des 

interactions sont également obtenues à l’issue de l’optimisation de géométrie entre le cycle 

pyridine et des acides aminés de la composante complémentaire du site actif de l’AChBP. 

Une de ces interactions est en fait relayée par une molécule d’eau formant une liaison H avec 

l’N1 sp2 du cycle, la molécule d’eau étant « fixée » par deux liaisons H avec le carbonyle et 

le NH peptidique des résidus Leu 102 et Met 114, respectivement. Une seconde implique en 

tant que donneur de liaison H un CH aromatique (C4H) du cycle pyridine et le groupe 

hydroxyle de la chaîne latérale de la Tyr 192.  

 Ces deux interactions contribuent à stabiliser le complexe de la nicotine B par rapport 

à celui de la nicotine A et expliquent la différence de 7,0 kJ mol-1 de la variation d’énergie 

de fixation (ΔEfix) en faveur du second complexe.  

 Le Tableau II représente les distances interatomiques des différentes interactions 

évoquées ci-dessus dans les différents complexes. La distance entre le carbone C2 du noyau 

pyridine de la nicotine et le carbonyle de la liaison peptidique du Trp 143 a également été 

notée. Ce paramètre, sélectionné par Dougherty,2 permet de situer la position relative du 

cycle pyridinique de la nicotine par rapport au Trp 143. 
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Tableau II- Distances (Å) des principales interactions pour les différents complexes obtenus avec la nicotine et 

pour le premier site de la structure cristalline (1uw6). 

 Structure 

exp 

Nicotine A Nicotine A  

+ H2O 

Nicotine B Nicotine B  

+ H2O 

NH CO(Trp143)
d +  

 1,81 1,82 1,84 1,77 1,75 

5 'C Ce(Trp143)
d a  2,52 2,37 2,38 2,40 2,41 

2NH(met 114) OHd  1,93  2,00  1,66 

2NH(Leu 102) OHd  2,92  2,63  2,74 

5 2OHdC    3,76   

1 2N OHd  2,84    2,94 

5'C OH(Tyr 89)d  2,38 2,52 2,53 2,42 2,63 

6'C Ce(Tyr 192)
d b  2,78   2,66 2,54 

a : Ce(Trp 143) correspond au centroïde du cycle à 6 du Trp 143; b : Ce(tyr 192) correspond au centroïde du 

cycle à 6 de la Tyr 192. 

 

 L’examen du Tableau II montre globalement des valeurs très proches des distances 

relatives aux différentes interactions pour les deux conformères, les deux seules exceptions 

notables concernant les interactions mettant en jeu la molécule d’eau. Pour le conformère B, 

un racourcissement significatif est en effet visible pour la distance entre le NH peptidique de 

la Met 114 et la molécule d’eau. Par contre, la comparaison avec les valeurs expérimentales 

révèle des tendances contradictoires. Ainsi, la distance N1H+···OC (Trp 143) est en accord 

remarquable avec les données cristallographiques. Pour un autre groupe de paramètres, un 

racourcissement significatif est opéré lors des optimisations de géométrie. Ce comportement 

s’applique à l’ensemble des distances établies avec la molécule d’eau et pourrait refléter 

l’incertitude du positionnement de cette molécule dans la structure cristallographique. Cette 

tendance est également observée pour deux distances relatives à des interactions cation-π : 
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C5’H···Ce (Trp 143) et C6’H···Ce (Tyr 192). Enfin, une dernière interaction est au contraire 

allongée lors de la relaxation de géométrie : C5’H···OH (Tyr 89). 

 

 Pour comparer les deux structures optimisées avec la structure expérimentale, nous 

avons superposé les atomes homologues des différentes structures (les atomes lourds du 

ligand, du squelette peptidique et des chaînes latérales des acides aminés impliqués ont été 

considérés, ce qui correspond à un total de 24 paires atomiques), le complexe 

cristallographique étant utilisé comme référence. La Figure 4 montre le résultat de ces 

superpositions. Les valeurs de RMSD obtenues pour les conformères A et B, respectivement 

de 0,353 et 0,387, indiquent la  validité de la méthodologie théorique mise en œuvre, les 

déviations par rapport à la structure expérimentale étant faibles. De façon cohérente, la 

superposition est meilleure pour le complexe avec la nicotine B.       

 

 

 

Figure 4- Superposition du complexe du modèle 

de l’AChBP de la nicotine B (bleu) avec la 

structure de référence cristallographique est en 

vert.   

 

 

 Dans l’ensemble, l’étude de ce premier complexe avec la nicotine confirme 

l’importance du Trp 143 dans l’interaction avec le ligand, les deux contributions (liaison H 

NH+···OC et une interaction cation-π) obtenues, étant conservées par les simulations. Par 

ailleurs, nos résultats mettent clairement en évidence le rôle joué par la molécule d’eau relai 
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en interaction avec l’N1 sp2 de la pyridine. Enfin, une liaison H faible et une interaction de 

type cation-π entre des CH polarisés par la charge positive du cycle pyrrolidine de la 

nicotine (C5’H et C6’H, respectivement) et un groupe hydroxyle du noyau phénolique de la 

Tyr 89 et le noyau aromatique de la Tyr 192 ont également été identifiées à la suite de 

l’optimisation. Ces tendances sont en accord avec les données expérimentales obtenues avec 

l’AChBP1, 3 et avec les éléments du pharmacophore nicotinique des nAChRs récemment 

confirmés expérimentalement par Dougherty.3 Nos données sont également cohérentes avec 

les résultats d’approches de modélisation moléculaire mettant en œuvre des méthodes 

classiques, qu’elles soient de type mécanique moléculaire,4, 5 ou dynamique moléculaire.6 

  

 I.2- Complexe ACh-AChBP 

  Dans le cas de l’ACh, aucune structure expérimentale de complexe n’est disponible, 

seule une structure avec la carbamylcholine (Figure 5)1 est répertoriée (entrée 1UV6) dans la 

PDB. Sur la base de l’analogie structurale entre les deux composés (le méthyle de la fonction 

ester de l’ACh est « simplement » substitué par un NH2 dans la carbamylcholine), et dans la 

mesure où (i) ils présentent une flexibilité importante (ii) trois sites sur les cinq que compte 

le pentamère de l’AChBP sont occupés dans la structure cristallographique (iii) la résolution 

de la structure est moyenne (2,5 Å), nous avons positionné l’ACh manuellement dans le site 

de la structure optimisée du complexe avec la nicotine plutôt que de considérer une des 

géométries de départ observée expérimentalement pour la carbamylcholine. Dans la 

littérature, les différences d’affinité entre la nicotine, d’une part, et l’ACh et la 

carbamylcholine, d’autre part, ont fait l’objet de discussions essentiellement basées sur les 

conséquences enthalpiques de la perte de la liaison H NH+···OC (Trp 143) existant dans le 

complexe avec la nicotine.1, 7 En fait, des interactions plus faibles, faisant intervenir le 
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méthylène en position 3 de la carbamylcholine, ont été suggérées sur la base des données 

structurales.1 Pour positionner la molécule d’ACh dans le site optimisé de l’AChBP, nous 

avons considéré plusieurs points de repère fondés sur les éléments du pharmacophore 

nicotinique à savoir (i) la composante principale de l’interaction, c’est-à-dire l’interaction du 

groupe ammonium de l’ACh avec le noyau indole du Trp-143 (un des groupes méthyle 

polarisé positivement du fait de la proximité de la charge positive de la fonction ammonium 

est situé au-dessus du cycle à six du noyau indole) (ii) l’orientation du méthylène en position 

3 lié à l’N quaternaire par rapport au carbonyle du Trp 143 (iii) l’orientation de la fonction 

carbonyle de l’ACh par rapport aux résidus impliqués dans l’interaction avec la nicotine 

(Leu 102 et Met 114). Par ailleurs, l’ACh étant, comme la carbamylcholine, particulièrement 

flexible (cf. chapitre 3.II), nous avons pris en compte pour cette étude les trois conformations 

principales (t+g, t-g, et tt) suggérées d’après des études de RMN multi-impulsionnelles à 

l’état solide dans l’environnement du récepteur.8 Pour chacune de ces conformations, trois 

positions de départ sur la base des critères évoqués précédemment ont été étudiées, c’est-à-

dire un ensemble de neuf géométries. Enfin, pour chaque cas, l’implication d’une molécule 

d’eau ayant été démontrée dans le cas de la nicotine, nous avons également considéré chaque 

complexe en présence d’une molécule d’eau. Au total, dix-huit structures ont donc été 

optimisées. 

 

 

 

 

Figure 5- Structure chimique et numérotation de 

l’ACh et de la carbamylcholine 
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Tableau III- Variation des énergies (en kJ mol-1) de complexation (ΔEcpx), de fixation (ΔEfix) et de relaxation 

du ligand ΔErel (L) et du modèle de site ΔErel (MS) pour les complexes les plus stables optimisés avec l’ACh. 

Systèmea ΔEcpx ΔEfix ΔErel (L) ΔErel (MS) 

ACh-tt-1 -297,4 -282,3 11,0 4,1 

ACh-tt-3 -297,4 -282,3 11,0 4,1 

ACh-tt-3 + H2O -285,0 -257,5 7,0 20,5 

ACh-t+g-1 -271,1 -250,2 16,0 5,0 

ACh-t+g-3 -259,5 -246,1 7,6 5,8 

ACh-t+g-3+H2O -279,8 -259,8 7,2 12,8 

a La notation utilisée est de type ACh-xi-n : xi désigne le type de conformation de l’ACh (tt, t+g ou t-g) et n 

désigne l’orientation de l’ACh dans le site.  
 

Le Tableau III rassemble les différentes valeurs énergétiques obtenues pour les complexes 

les plus stables (situés à moins de 40 kJ mol-1 du minimum absolu trouvé). En réalité, la 

variation d’énergie de fixation ΔEfix calculée pour tous les complexes se situe sur une 

gamme de l’ordre 70 kJ mol-1, étalée de -282 à -212 kJ mol-1. Ce résultat est 

significativement différent du comportement observé avec la nicotine (gamme 

correspondante d’une dizaine de kJ mol-1) et est cohérent avec la grande flexibilité 

conformationnelle de l’ACh et les multiples positions qu’elle peut adopter dans le site de 

l’AChBP. Par ailleurs, les complexes les plus stables (ΔEfix de 282,3 kJ.mol-1) apparaissent 

situés plus haut en énergie que les structures obtenues avec la nicotine, d’environ 2 kJ mol-1, 

cette tendance étant en accord avec l’affinité plus importante de la nicotine par rapport à 

l’ACh. Contrairement au ligand précédent, l’examen du Tableau III montre que les 

complexes les plus stables correspondent à des structures sans molécule d’eau. Dans les trois 

complexes les plus bas en énergie, les conformations de l’ACh sont soit de type tt ou t+g. La 

flexibilité conformationnelle importante de l’ACh est confirmée par les valeurs des énergies 
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de relaxation correspondantes ΔErel (L) (de 7,2 à 16,0 kJ mol-1), c’est-à-dire 

significativement plus élevées que les valeurs de l’ordre de 7 à 8 kJ mol-1 obtenues avec la 

nicotine. Par contre, en accord avec les tendances observées dans le cas de la nicotine, les 

structures conduisant aux termes de relaxation les plus élevés pour le modèle du site (ΔErel 

(MS)) correspondent toutes à des complexes avec des molécules d’eau. La variation de ce 

terme est d’ailleurs remarquable, les structures sans molécule d’eau conduisant à des valeurs 

de l’ordre de 4 à 6 kJ mol-1. L’examen de la différence entre les termes énergétiques de 

fixation et de complexation, témoignant du degré de relaxation de l’ensemble des partenaires 

conduit, en considérant l’ensemble des complexes, à des valeurs variant de 9 à 28 kJ mol-1, 

c’est-à-dire significativement supérieures à la gamme obtenue dans le cas de la nicotine. Ces 

résultats mettent de nouveau indirectement en relief d’une part la contribution notable de la 

relaxation de l’ACh du fait de la grande variété de structures qu’elle peut adopter et d’autre 

part les réorientations significatives de la molécule d’eau dans le site.  

 Les Figures 6 et 7 montrent les interactions de l’ACh pour deux des complexes les 

plus stables obtenus et le Tableau IV présente les distances interatomiques des principaux 

contacts pour les quatre complexes les plus bas en énergie. Ces données montrent tout 

d’abord que les contacts majoritaires du ligand sont établis avec la composante principale du 

site, c’est-à-dire le Trp 143. Ainsi, un des méthyles de la tête ammonium de l’ACh se 

positionne au-dessus du cycle à six du noyau indole du Trp, les distances entre l’H le plus 

proche et le centroïde du cycle variant de 2,30 à 2,62 Å selon les complexes. Selon les 

structures, le méthylène en position 3 ou 4 de l’ACh est également à proximité du carbonyle 

peptidique du Trp 143. Enfin, le carbonyle de la fonction acétyle de l’ACh est en interaction 

avec la molécule d’eau relai pontant le ligand avec le carbonyle et le NH peptidique des 

résidus Leu 102 et Met 114. Dans les complexes où la molécule d’eau est absente, des 
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contacts entre le groupe méthyle de la fonction ester de l’ACh et les mêmes résidus sont 

établis. Ces derniers sont cohérents avec l’hypothèse de Sixma et coll., qui ont suggéré que 

la meilleure affinité de l’ACh vis-à-vis de l’AChBP par rapport à la carbamylcholine (de 

l’ordre d’un facteur 10) pourrait être liée à des contacts faibles (de type van der Waals ou des 

liaisons H faibles) de cette extrémité de l’ACh avec des résidus de la composante 

complémentaire.1 D’autres interactions, plus secondaires, sont également observées selon les 

complexes. Une interaction entre un des groupes méthyles de la tête ammonium et la 

fonction hydroxyle de la Tyr 89 est ainsi parfois obtenue (Figure 7). L’implication de ce 

résidu dans l’interaction est en accord avec les études de mutagénèse dirigée ayant montré 

une baisse de l’affinité des ligands lorsque le résidu Tyr dans la position correspondante 

dans les nAChRs est muté en Phe.9 

 

Figure 6- Structure optimisée du complexe AChtt-1 (en bleu : partie complémentaire du site, en vert : partie 

principale, en violet : la nicotine). Les liaisons hydrogène sont représentées par des pointillés jaunes et les 

contacts faibles par des pointillés blanc. 
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Figure 7- Structure optimisée du complexe AChtg-

3 + H2O (en bleu : partie complémentaire du site, 

en vert : partie principale, en violet : nicotine. Les 

liaisons hydrogène sont représentées par des 

pointillés. 

 

Tableau IV- Distance des principales interactions (Å) pour les différents complexes obtenus avec l’ACh. 

 AChtt-1 AChtt-3 AChtt-3  

+ H2O 

ACht+g-3  

+ H2O 

4C H CO(Trp143)d  2,32 2,32 2,46 2,43 

1C H Ce(Trp143)
d a  2,30 2,30 2,62 2,62 

2NH(Met114) OHd    1,7 1,69 

NH(Met114) CO(ACh)d  2,19 2,19   

2CO(Leu102) OHd    1,69 1,69 

8CO(Leu102) HCd  2,04 2,04   

2CO(ACh) OHd    1,86 2,65 

1C H OH(Tyr89)d  3,45 3,45 2,65 2,67 

a : Centroïde du cycle à 6 du Trp 143. 

 

 Le Tableau IV montre que la stabilité supérieure des complexes sans molécule d’eau 

est attribuable, selon nos résultats, d’une part à un raccourcissement de l’interaction cation –

π (de l’ordre de 0,1 Å) et d’autre part, à des interactions de l’extrémité C-terminale du ligand 

avec les résidus Leu 102 et Met 114 de la partie complémentaire du site. Plus précisément, 

une liaison H entre le NH peptidique de la Met 114 et le carbonyle de l’ACh est d’une part 

observée, et d’autre part une interaction faible entre le méthyle de la fonction ester de l’ACh 
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et le carbonyle de la Leu 102 est obtenue. On peut noter que l’interaction avec la fonction 

hydroxyle de la Tyr 89 n’est pas systématiquement présente. Dans le même ordre d’idée, des 

tendances contradictoires concernant l’interaction entre l’ACh et le carbonyle du Trp 143 

sont obtenues d’après nos calculs. En effet, dans les complexes les plus stables, le méthylène 

impliqué dans les interactions avec le carbonyle n’est pas le CH2 en position 3, directement 

lié à l’N quaternaire, mais le CH2 en position 4. Quoiqu’il en soit, une telle interaction est 

effectivement obtenue lors de nos simulations, les valeurs de distances correspondantes, de 

l’ordre de 2,3 à 2,5 Å suggérant une contribution non négligeable.     

Comme pour la nicotine, nous avons superposé les structures des quatre complexes les plus 

stables sur la structure expérimentale obtenue avec la carbamylcholine (Figure 8) en 

considérant les atomes des Carbones alpha du squelette peptidique (27 paires au total). Les 

valeurs faibles de RMSD correspondantes, systématiquement de l’ordre de 0,15 Å, 

témoignent de la conservation de la position du Trp 143. Ce type de superposition permet de 

visualiser les différences de position du ligand dans le site de l’AChBP. Ainsi, la Figure 8 

montre clairement une orientation significativement différente de l’extrémité opposée à la 

tête ammonium pour les deux ligands. Cependant, une différence significative pour la tête 

ammonium est également apparente. Ainsi, si une interaction entre un groupe méthyle lié à 

l’azote quaternaire est effectivement conservée dans la structure théorique, on mesure une 

distance de 1,4 Å entre les deux atomes d’azote à l’issue de la simulation. Ce résultat montre 

donc une « translation » significative du ligand dans le site actif lors de l’optimisation de 

géométrie et indique la nécessité d’études complémentaires pour explorer de façon plus 

complète l’orientation de ce ligand très flexible dans le site. Il explique par ailleurs les 

différences significatives de contacts observés par rapport à la structure expérimentale avec 

la carbamylcholine, en particulier au niveau du méthylène en position 3. 
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Figure 8- Complexe ACh-tt-1 (en vert) superposé 

à la structure cristalline de l’entrée 1Uv6 (en 

saumon). 

 

 

 I.3- Complexe épibatidine-AChBP 

 Pour l’épibatidine (Figure 9), comme pour la nicotine, une structure expérimentale 

(entrée 2BYQ) est disponible dans la PDB. Cependant, cette structure est caractérisée par 

une résolution très moyenne (3,4 Å) et plusieurs conformations pour le ligand ont été 

suggérées dans le site sur la base des observations cristallographiques.10 Pour quatre des 

structures, le cycle pyridinique est orienté de la même façon que dans les complexes avec la 

nicotine, c'est-à-dire avec l’azote sp2 N1’ positionné vers la molécule d’eau. La cinquième 

conformation présente une orientation opposée (rotation de l’ordre de 180° autour de la 

liaison intercycle). Par ailleurs, les contacts du cycle saturé dans l’environnement du site de 

l’AChBP sont significativement différents selon l’interface dimérique du récepteur. En effet 

des interactions d’un N7H+ avec la fonction hydroxyle de la Tyr 93 sont parfois observées en 

plus de l’interaction du second N7H+ avec le carbonyle peptidique du Trp 143. Ces données, 

cohérentes avec l’existence de plusieurs minima énergétiques pour la forme protonée sur l’N 

sp3 de l’épibatidine,11 pourraient également être liées à la résolution moyenne de la structure. 

Pour nos simulations, nous avons donc considéré trois points de départ, basés sur les 
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observations expérimentales, l’une des structures présentant une orientation inversée du 

cycle pyridine (Epi-2), les deux autres correspondant à des orientations différentes du cycle 

saturé (Epi-1 et Epi-3). Pour les raisons déjà évoquées, nous avons également considéré les 

mêmes structures en présence d’une molécule d’eau, le nombre de géométries étudiées pour 

ce ligand étant donc de six au total. Le Tableau VI regroupe les différents paramètres 

énergétiques pour les six complexes modélisés. 

 

 

 

Figure 9- Structure chimique et numérotation de 

l‘épibatidine. 

 

Tableau VI- Variation des énergies (en kJ mol-1) de complexation (ΔEcpx), de fixation (ΔEfix) et de relaxation 

du ligand ΔErel (L) et du modèle de site ΔErel (MS) pour les complexes les plus stables optimisés avec 

l’épibatidine. 

Système ΔEcpx ΔEfix ΔErel (L) ΔErel (MS) 

Epi 1  -316,0 -305,9 6,3 3,8 

Epi 2 -316,1 -288,8 15,8 11,5 

Epi 3 -320,5 -297,2 11,3 12,1 

Epi 1 + H2O -334,4 -302,7 5,7 25,9 

Epi 2 + H2O -321,8 -268,0 17,8 36,0 

Epi 3 + H2O -334,1 -286,6 10,2 37,3 

 

 Les valeurs des paramètres énergétiques répertoriés dans le Tableau VI montrent tout 

d’abord que les complexes avec l’épibatidine sont caractérisés par des énergies de 

complexation et de fixation les plus basses dans la série des trois composés étudiés. Les 

termes de complexation et de fixation sont situés sur une gamme de l’ordre de 20 kJ mol-1, 
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c’est-à-dire proches des valeurs obtenues dans le cas de la nicotine. Cependant, une 

différence majeure est notable dans la mesure où la valeur la plus basse de l’énergie de 

complexation ne correspond pas, contrairement aux ligands précédents, à la valeur la plus 

stable de l’énergie de fixation. En d’autres termes, du fait de contributions très importantes 

des termes de relaxation (les différences entre énergies de complexation et de fixation sont 

comprises entre 32 et 54 kJ mol-1 avec les molécules d’eau), le gain énergétique provenant 

de l’apparition éventuelle de liaisons H avec la molécule d’eau apparaît compensé par 

l’importante réorganisation structurale consécutive à son positionnement optimal. C’est 

pourquoi, de façon surprenante, les complexes avec molécules d’eau n’apparaissent pas 

comme les plus stables sur la base des énergies de fixation. Ces résultats sont donc à 

considérer avec précaution et peuvent provenir d’un mauvais positionnement de la molécule 

d’eau au départ de nos simulations. 

 
Figure 10- Structure optimisée du complexe epi1 + H2O. Les liaisons hydrogène sont représentées par des 

pointillés avec en bleu la partie complémentaire du site, en vert la partie principale et en violet le ligand.  
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Figure 11- Structure optimisée du complexe epi2 

+ H2O. Les liaisons hydrogène sont représentées 

par des pointillés avec en bleu la partie 

complémentaire du site, en vert la partie principale 

et en violet le ligand.  

 

Les Figures 10 et 11 montrent les interactions de l’épibatidine dans l’environnement de 

l’AChBP pour les complexes les plus stables et le Tableau VII liste les distances 

interatomiques des principaux contacts. Ces résultats indiquent tout d’abord la présence de 

deux interactions entre le groupe ammonium du cycle saturé de l’épibatidine et le Trp 143, 

d’une part entre un N7H+ et le carbonyle peptidique du Trp 143, et d’autre part entre le 

second N7H+ et le cycle à six du noyau indole du Trp 143. Par ailleurs, le CH en position 4 

du cycle saturé, directement lié à l’azote ammonium, apparaît en interaction avec le groupe 

hydroxyle de la Tyr 89. Un contact dans lequel un autre groupe CH (C5H) du cycle saturé 

serait impliqué en tant que donneur est également obtenu, cette fois dans une interaction de 

type cation-π, avec le nuage électronique du cycle à six de la Tyr 185. Dans le complexe 

Epi2 où l’orientation du cycle saturé n’est pas compatible avec ces interactions, le groupe 

C1H remplace le N7H+ dans l’interaction cation-π, la liaison H N7H+···OC(Trp 143) étant 

maintenue. Dans ce cas, l’interaction avec le second N7H+ est remplacée par une liaison H 

avec le groupe hydroxyle de la Tyr 89. Ce résultat est en accord avec la structure décrite 

expérimentalement.12  
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Du côté pyridinique, donc de la composante complémentaire du site, les complexes avec 

molécules d’eau montrent les liaisons H classiquement observées, entre l’N sp2, l’eau et les 

fonctions carbonyle et NH du squelette peptidique des résidus Leu 102 et Met 114. De plus, 

des interactions exploitant le caractère donneur de liaison H des CH du cycle pyridine, 

accentué par la présence du Cl,11 sont également observées dans certains complexes. C’est le 

cas pour l’interaction entre le C4’H et le groupe hydroxyle de la Tyr 192. On peut également 

noter que pour les complexes présentant une orientation opposée de l’N sp2, les trois 

interactions avec la molécule d’eau sont maintenues par l’intermédiaire du C5’H du cycle 

pyridine.  

 

Tableau VII- Distance des principales interactions (en Å) pour les différents complexes obtenus avec 

l’épibatidine. 

 Epi 1 Epi 1 + 

H2O 

Epi 2 Epi 2 + 

H2O 

Epi 3 Epi 3 + 

H2O 

+N H CO(Trp143)
d  2,15 2,31 1,77 1,79 1,79 1,80 

+N H Ce(Trp143)
d a  2,09 2,08     

1C H CE(Trp143)
d a    2,42 2,46 2,43 2,42 

CO(Leu102) HOHd   1,63  1,79  1,65 

CO(Leu102) HOHd   1,87  1,72  1,88 

'1
N HOHd   1,93     

'5
HOHdC     2,17  1,89 

4C H OH(Tyr89)d  2,51 2,47     

+N H OH(Tyr89)
d    2,53 2,48 2,65 2,66 

5C H Ce(Tyr185)
d b  2,54 2,52 2,38 2,32 2,47 2,44 

a : Centroïde du cycle à 6 du Trp 143. b : Centroïde du cycle à 6 de la Tyrosine 185. 
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Le Tableau VII montre une évolution significative des distances des différentes interactions 

du ligand avec l’AChBP pour les complexes étudiés. Globalement, le nombre d’interactions 

de l’épibatidine dans le site de l’AChBP est le même pour les différentes conformations mais 

la nature des atomes impliqués est différente, de sorte que les distances, donc la force des 

interactions, peuvent être significativement différentes. Ainsi, la distance N7H+···OC avec le 

carbonyle du Trp 143 varie de l’ordre de 0,3 Å selon les complexes. Par ailleurs, 

l’interaction de type cation-π établie entre le second N7H+ et le cycle à six du noyau indole 

est significativement la plus courte dans le complexe le plus stable, dans la mesure où elle 

serait remplacée dans les autres structures par une interaction impliquant un CH (C1H) 

polarisé du cycle. Par ailleurs, cette « permutation » en terme d’interactions s’observe 

également avec l’hydroxyle de la Tyr 89, dans la mesure où l’interaction impliquant ce 

groupement avec le N7H+ est remplacée par un CH du cycle saturé. Finalement, la structure 

apparaissant la plus stable d’après nos résultats est cohérente avec  les éléments du 

pharmacophore nicotinique, en particulier l’implication essentielle du Trp 143, à la fois par 

l’intermédiaire du CO peptidique et du cycle à 6 chaînons du noyau indole. Les interactions 

plus secondaires mises en évidence sur la base de nos simulations sont par ailleurs en 

majorité plus courtes que dans les autres minima obtenus. Enfin, la géométrie de 

complexation expérimentale retenue par Hansen et coll.10 correspond bien à un des minima 

que nous avons obtenus. Nous pensons que ces différents arguments constituent des 

indications supplémentaires validant l’approche théorique que nous avons utilisée.  
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Figure 12- Superposition des complexes Epi1 (en 

bleu), Epi2 (en vert) et Epi 3 (en jaune) sur une des 

structures cristallines (en vert). 

 

La superposition des trois structures optimisées sans molécule d’eau sur les atomes 

de carbone alpha du squelette peptidique (Figure 12) illustre les différences de conformation 

et d’orientation de l’épibatidine dans l’environnement de l’AChBP, la structure 

expérimentale retenue par Hansen et coll. apparaissant en magenta. Cette représentation met 

en particulier en évidence la différence d’orientation, décisive pour l’affinité, du cycle 

saturé. 

 

 

II] Comparaison de la structure et des énergies d’interaction de quelques 

ligands avec l’AChBP. 

 Le Tableau VIII rassemble les variations relatives des énergies de fixation (δΔEfix) 

des complexes les plus stables de l’épibatidine et de la nicotine par rapport à celui du plus 

stable du ligand endogène de l’AChBP que constitue l’ACh, considérée donc comme ligand 

de référence, fixant le zéro énergétique. Pour cette comparaison relative, nous n’avons 

considéré que les énergies de fixation, qui renferment l’ensemble des contributions 

énergétiques du processus d’interaction. Nous présentons dans le Tableau VIII les résultats 



180                                                                        Etude des interactions de quelques agonistes 

obtenus pour les formes directement comparables, c’est-à-dire d’une part les plus stables 

avec molécule d’eau, et d’autre part sans molécule d’eau. Les deux dernières colonnes 

indiquent également les résultats obtenus en considérant la forme la plus basse 

énergétiquement pour les trois complexes, qu’elle contienne ou non de l’eau.  

 

Tableau VIII- Variation des énergies relatives de fixation δΔEfix (en kJ.mol-1) des minima énergétiques de 

l’épibatidine et de la nicotine par rapport à ceux de l’ACh.  

Systèmes Complexes 

sans eau 

δΔEfix Complexes 

avec eau 

δΔEfix Complexe le plus 

stable 

δΔEfix 

ACh ACh-tt-1(3) (-282,3) 

0,0 

ACh-t+g-3 (-259,8) 

0,0 

ACh-tt-1(3) (-282,3) 

0,0 

Nicotine Nicotine-A (-275,3) 

+7,0 

Nicotine-B (-284,3) 

-24,5 

Nicotine-B+H2O (-284,3) 

-2,0 

Epibatidine Epi-1 (-305,9) 

-23,6 

Epi-1 (-302,7) 

-42,9 

Epi-1 (-305,9) 

-23,6 

 

Les résultats rassemblés dans le Tableau VIII montrent des différences significatives 

et contradictoires, selon les systèmes considérés. Ainsi, pour les complexes sans molécule 

d’eau, les structures obtenues avec la nicotine sont moins stables de l’ordre de 7 kJ mol-1 par 

rapport aux correspondants avec l’ACh. Dans le cas des complexes avec molécules d’eau, on 

obtient la séquence d’affinité ACh<Nicotine<Epibatidine. Cependant, l’examen des valeurs 

absolues d’énergies de fixation obtenues pour les différents complexes indique que le 

complexe le plus stable obtenu en présence d’eau dans le cas de l’ACh possède une énergie 

de l’ordre de 22 kJ mol-1 supérieure aux complexes du même ligand sans molécule d’eau. 

Pour cette raison, ces résultats ne nous ont pas paru pertinents à sélectionner pour notre 

comparaison. La dernière colonne du tableau présentant les énergies relatives par rapport à 



Chapitre 5                                                                                                                  181 

l’ACh pour les complexes les plus stables, avec ou sans molécule d’eau, conduit également à 

l’ordre ACh<Nicotine<Epibatidine, bien que la différence obtenue dans le cas de la nicotine 

par rapport à l’ACh, de l’ordre de 2 kJ mol-1 ne paraisse pas significative. Sur la base de la 

discussion précédente, nous avons toutefois retenu ces dernières valeurs, et donc les 

géométries correspondantes, pour l’étude relative des différentes interactions mises en jeu 

dans la reconnaissance des trois ligands par l’AChBP. 

L’ordre ACh<Nicotine<Epibatidine obtenu à partir de nos résultats correspond à celui 

observé sur la base des mesures expérimentales d’affinité.13 En effet, des constantes de 

dissociation Kd respectives de 890, 86 et 0,16 nM ont été déterminées par ITC pour 

l’interaction de l’ACh, de la nicotine et de l’épibatidine avec l’AChBP extraite de Lymnea 

stagnalis (L-AChBP). Le même ordre est obtenu vis-à-vis de l’AChBP provenant d’Aplysia 

californica (A-AChBP), mais dans des proportions différentes. Dans la mesure où la 

structure 1UW6 que nous avons utilisée en tant que référence pour le positionnement des 

différents ligands est de type L-AChBP, nous avons considéré ces résultats comme point de 

repère expérimental. Les variations d’enthalpie libre correspondant à ces constantes de 

dissociation sont donc respectivement de -34,5, -40,3 et -55,9 kJ mol-1, ce qui conduit à des 

variations relatives δΔG par rapport à l’ACh de l’ordre de -6 kJ mol-1 pour la nicotine et de   

-21,4 kJ mol-1 pour l’épibatidine, écarts relatifs en accord remarquable avec nos tendances 

théoriques, les différentes valeurs n’étant bien sûr absolument pas directement comparables. 

L’ordre d’affinité ACh<Nicotine<Epibatidine a déjà été reproduit par des simulations 

mettant en œuvre des méthodes classiques14, 15 sur des modèles des nAChRs mis au point par 

des méthodes d’homologie. Aujourd’hui, les complexes avec ces trois ligands ou certains 

d’entre eux (fréquemment la nicotine ou l’épibatidine) sont souvent utilisés comme 

« référence » dans des approches de modélisation ciblant le site de l’AChBP pour du 
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criblage virtuel exploitant des chimiothèques de produits chimiques beaucoup plus 

diversifiés 5, 16, 17 ou dédiées à l’étude d’agonistes particuliers.18-20 Cependant, à notre 

connaissance, des études basées sur la mise en œuvre de méthodes mixtes de type QM/QM’ 

font toujours défaut dans la littérature, aucune étude systématique d’analyse des trois ligands 

« de référence » de même que de l’influence d’une molécule d’eau n’ayant été publiée. Ces 

méthodes permettent de s’affranchir des problèmes de non-universalité des champs de force 

utilisés par les méthodes classiques et donc de décrire avec précision les propriétés 

structurales et énergétiques des complexes.   

Une fois les complexes sélectionnés sur un plan énergétique, nous avons étudié les variations 

relatives des distances interatomiques des interactions communes aux trois ligands, par 

rapport aux données structurales mesurées dans le cas de l’ACh. Ces contacts sont : (i) la 

distance entre l’azote ammonium de l’ACh et l’O de la fonction carbonyle du Trp 143 +N O
d  

(ii) la distance entre l’N ammonium de l’ACh et le centroïde du cycle à six du noyau indole 

du Trp 143 (iii) la distance entre le carbone C4 de l’ACh et l’O de la Tyr 89. Par ailleurs, 

nous avons également comptabilisé dans chacun des complexes le nombre total 

d’interactions, qu’il s’agisse de liaisons H ou d’interactions de type cation-π. Le Tableau IX 

rassemble ces différentes données et la Figure 13 montre les géométries et les interactions 

obtenues dans ces trois complexes. 
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Tableau IX- Distances interatomiques (en Å) des interactions conservées pour les trois ligands avec leur 

variation relative. 

Agoniste Nb de 

contacts 

+N OC(Trp143)
d  Δd +N Ce(Trp143)

d Δd 
n

a
C OH(Tyr89)d  Δd 

ACh 5 3,6 0 4,4 0 4,1 0 

Nicotine 6 2,8 -0,8 4,4 0,0 3,7 -0,4 

Epibatidine 6 3,0 -0,6 3,0 -1,4 3,3 -0,8 

a : n=1 pour l’acétylcholine, n=5’ pour la nicotine et n=4 pour l’épibatidine. 

 

 
Figure 13- Structure des trois complexes les plus stables pour chaque ligand (en vert celui de l’ACh, en violet 

celui de la nicotine et en bleu celui de l’épibatidine). Les paramètres géométriques des trois interactions 

communes aux trois agonistes sont également indiqués (avec le carbonyle peptidique et le noyau indole du Trp 

143 d’une part et le groupe hydroxyle de la chaîne latérale de la Tyr 89, d’autre part).  

 

Le Tableau IX et la Figure 13 montrent une évolution significative des distances 

interatomiques des contacts entre la partie « ammonium » des agonistes et des résidus de la 

composante principale du site. Ainsi la distance entre l’azote ammonium des ligands et 

l’oxygène de la fonction carbonyle peptidique du Trp 143 est sensiblement raccourcie. Nous 

attribuons cette évolution à la variation de substitution de l’azote dans chacun des ligands, 

puisque d’un ligand quaternaire (ACh), l’azote devient tertiaire dans la nicotine et secondaire 

dans l’épibatidine. Cette modification d’environnement autour de l’azote permet un 

rapprochement du ligand des résidus en interaction et donc une optimisation des contacts. 
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Une tendance comparable est observée pour la distance entre l’azote ammonium et le 

centroïde du cycle à six chaînons du noyau indole du Trp 143. On peut noter un 

raccourcissement beaucoup plus significatif dans le cas de l’épibatidine, dans la mesure où 

les interactions entre les CH polarisés de la nicotine et de l’ACh ((N1(2)
+C)H···π) sont 

remplacées dans ce cas directement par une interaction (N7
+)H···π. Ces variations 

structurales ont été rapportées par Dougherty pour les mêmes ligands vis-à-vis des nAChRs 

à travers une approche combinant des mesures d’électrophysiologie, des expériences de 

mutagénèse dirigée et des calculs quantiques sur un modèle ligand-Trp 143 simplifiant le 

site.7 La troisième interaction observée dans les différents ligands, qui met en jeu un CH 

polarisé (C4H) directement lié à l’azote ammonium et l’oxygène de la fonction hydroxyle de 

la Tyr 89, est plus longue pour la nicotine par rapport à l’épibatidine, mais ces contacts sont 

significativement plus courts que ceux observés avec l’ACh. Nous attribuons cette différence 

à la plus grande « dispersion » de la charge positive sur l’ensemble des CH dans le cas de 

l’ACh par rapport à la nicotine et à l’épibatidine, pour lesquelles la suppression d’un ou de 

deux groupes méthyle, respectivement, induit une localisation supérieure de la charge, donc 

une polarisation plus importante.  

A cette modification significative des paramètres géométriques des interactions communes 

aux trois agonistes permettant d’ores et déjà de rationaliser la séquence d’affinité observée, 

l’apparition de nouvelles interactions dans le cas de la nicotine et de l’épibatidine peut 

également expliquer l’évolution mise en évidence. C’est le cas concernant le même fragment 

ammonium des trois ligands pour une interaction de type cation···π entre un CH polarisé 

directement lié à l’azote ammonium des ligands (C6’ et C4’, respectivement dans le cas de la 

nicotine et de l’épibatidine) et le centroïde du cycle benzénique de la Tyr 192. L’évolution 

des distances de ces contacts est ainsi en accord avec la séquence d’affinité 
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ACh<Nicotine<Epibatidine obtenue sur la base des paramètres énergétiques. D’autres 

contacts impliquent le second élément du pharmacophore nicotinique et des résidus de la 

composante complémentaire du site. Dans le cas de la nicotine, en particulier, on note 

l’implication d’une molécule d’eau relai assurant la jonction entre l’N sp2 pyridinique et les 

groupes CO et NH du squelette peptidique des résidus Leu 102 et Met 114. Comme nous 

l’avons évoqué plus haut, la présence d’une molécule d’eau ne conduit pas au complexe le 

plus stable dans le cas de l’ACh, puisque, d’une part, une interaction directe entre le 

carbonyle de la fonction acétyle de l’ACh et le NH peptidique de la Met 114 est observée, 

une interaction faible entre l’un des CH du groupe méthyle de l’ACh et le carbonyle de la 

Leu 102 étant d’autre part obtenue dans le complexe le plus stable. Ce résultat est en 

contradiction avec l’étude théorique menée par Schapira et coll., qui ont obtenu un minimum 

dans lequel une molécule d’eau joue un rôle de relai semblable par docking de l’ACh sur un 

modèle des nAChRs mis au point par des méthodes de modélisation par homologie.15 Dans 

le même ordre d’idée, dans le cas de l’épibatidine, une nouvelle interaction impliquant en 

tant que donneur de liaison H un CH du cycle pyridine est notable (entre le CH en position 

4’ et la fonction hydroxyle de la Tyr 192). Cependant, contrairement à l’interaction avec la 

nicotine et l’ACh, aucun contact ne paraît exploiter le caractère accepteur de liaison H de l’N 

sp2 du cycle pyridine. Ce comportement est cohérent avec la diminution de ce potentiel du 

fait de l’effet électroattacteur du chlore en position ortho, le même effet étant responsable de 

l’augmentation  du caractère donneur des CH pyridiniques.   

Nos résultats a priori contradictoires concernant le rôle de la molécule d’eau pour les 

différents ligands sont cohérents avec un pouvoir accepteur de liaison H plus faible de 

l’oxygène de la fonction carbonyle de l’ACh par rapport à l’N sp2 pyridinique de la 

nicotine21 et avec la diminution du potentiel accepteur de liaison H de l’N sp2 de 
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l’épibatidine du fait de la présence du chlore. Cependant, ils doivent être confirmés par une 

étude explorant plus systématiquement la position de la molécule d’eau dans le site de 

reconnaissance. Des simulations par dynamique moléculaire ont ainsi récemment montré, 

aussi bien dans le cas de la nicotine et de la carbamylcholine, un temps de présence très 

élevé d’une molécule d’eau (environ 92% de la durée de la simulation) entre le site accepteur 

de liaison H des ligands et les groupes NH et CO des résidus Met 114 et Leu 102 de 

l’AChBP.6 Par ailleurs, cette étude a mis en évidence la flexibilité plus importante de la 

poche de fixation de l’AChBP dans le cas de la carbamylcholine par rapport à la nicotine. 

La Figure 14 montre la superposition des trois complexes les plus stables sur les carbones α 

du modèle de l’AChBP. Cette représentation met en lumière les différences de position des 

ligands dans le site de fixation.  

 

Figure 14- Superposition des trois complexes (en vert : l’acétylcholine, en violet : la nicotine, en bleu : 

l’épibatidine). 

 

III] Conclusion 

L’approche théorique mise en œuvre dans le cadre de ce chapitre, fondée sur 

l’utilisation d’une méthode mixte QM/QM’ (ONIOM2), a permis (i) de mettre en lumière les 

caractéristiques propres aux interactions des trois ligands avec le modèle du site de fixation 
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de l’AChBP (ii) de suggérer, sur un plan structural, des paramètres impliqués dans les 

évolutions énergétiques pouvant rationaliser en partie les variations d’affinité.  

Dans le cas de la nicotine, un des chefs de file historique des agonistes des nAChRs,  

nos résultats, en cohérence avec des données expérimentales et théoriques de la littérature, 

montrent le rôle stabilisant exercé par une molécule d’eau « relai » assurant la jonction entre 

le ligand et des résidus de la protéine. En ce qui concerne l’ACh, les données obtenues 

reflètent la grande flexibilité conformationnelle de la molécule, plusieurs positions de départ 

et conformations distinctes conduisant à des minima dissemblables, significativement 

différents sur un plan énergétique. Pour ce ligand, le minimum le plus stable ne correspond 

pas à un complexe avec une molécule d’eau, des interactions « directes » ACh-AChBP étant 

issues des simulations. Enfin, l’étude de l’épibatidine met en évidence les contraintes plus 

importantes exercées par la présence du ligand dans le site de fixation, des contributions 

significativement plus grandes de termes de relaxation étant obtenues. Ce comportement est 

en accord avec l’encombrement plus important du cycle saturé de l’épibatidine par rapport 

au cycle pyrrolidine de la nicotine. Pour cet agoniste également, la structure la plus stable 

n’implique pas de molécule d’eau. Ce comportement est cohérent avec une diminution 

significative du potentiel accepteur de liaison H de l’N sp2 du fait de la présence du chlore en 

ortho, une interaction supplémentaire mettant en jeu un CH polarisé du cycle pyridine 

pouvant par ailleurs compenser cette perte de stabilisation. 

Dans une seconde partie, nous avons comparé les complexes les plus stables des trois 

ligands avec l’AChBP et exprimé d’une façon relative la variation d’énergie de fixation 

obtenue  à l’issue de nos calculs, en considérant comme valeur de référence celle du ligand 

endogène de l’AChBP (et des nAChRs) que constitue l’ACh. Cette méthodologie a conduit à 

la séquence d’affinité suivante : ACh<Nicotine<Epibatidine, qui correspond à l’ordre 
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expérimental d’affinité établi par des mesures d’ITC. L’analyse de l’évolution relative de 

paramètres géométriques clés des interactions ligand-AChBP nous a permis de rationaliser 

cette évolution. Ainsi, les liaisons H et interactions cation-π impliquant le fragment 

ammonium des ligands et le Trp 143, sont renforcées (raccourcies) selon cette séquence. Par 

ailleurs, de nouvelles interactions impliquant des CH polarisés des ligands nicotiniques 

faisant défaut dans le cas de l’ACh sont révélées par nos simulations. Des liaisons H entre de 

tels groupements et le groupe hydroxyle de la Tyr 89, sont ainsi obtenues, de même qu’une 

interaction cation-π impliquant des groupements analogues et le noyau aromatique de la Tyr 

192. 

Dans l’ensemble, les résultats obtenus dans ce chapitre, validés par leur bon accord 

avec les données expérimentales disponibles, fournissent une description structurale précise 

permettant une rationalisation du comportement observé pour les trois ligands. Cependant, 

des données contradictoires ayant été obtenues en ce qui concerne le rôle controversé d’une 

molécule d’eau, ces travaux doivent notamment être complétés par une analyse plus 

systématique de la position de départ de cette molécule.  
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 Les nAChRs sont à l’heure actuelle des cibles prometteuses pour le traitement de 

nombreuses pathologies telles que la maladie d’Alzheimer, la schizophrénie ou encore la 

dépendance au tabac. Leur nature transmembranaire, l’existence de différents états 

interconvertibles, leur grande hétérogénéité structurale et de combinaison rendent leur 

caractérisation difficile. Dans ce contexte, la découverte d’une protéine présentant un degré 

d’homologie significatif avec les nAChRs, l’AChBP, puis sa résolution structurale par 

diffraction des rayons-X, sous forme libre et complexée, ont constitué une avancée décisive 

dans la connaissance de leur structure. Dans ce travail de thèse, nous avons combiné 

différentes approches expérimentales et théoriques pour (i) déterminer les caractéristiques 

structurales, conformationnelles et des propriétés physicochimiques pertinentes pour la 

compréhension du mode d’action de ligands des nAChRs, de quelques agonistes et/ou 

modulateurs allostériques des nAChRs (ii) caractériser de façon approfondie un motif 

original constitué de cinq acides aminés faisant intervenir un réseau de liaisons H complexe 

dans l’environnement du Trp 143, essentiel dans la fonction biologique de l’AChBP (et des 

nAChRs) (iii) comparer les variations relatives de paramètres énergétiques et structuraux 

obtenues lors de la complexation de trois agonistes avec un modèle du site de fixation de 

l’AChBP, grâce à une méthode mixte de type ONIOM-2 (QM/QM’).  

 

 Nous avons étudié dans un premier temps les caractéristiques conformationnelles de 

trois agonistes des nAChRs : la nicotine, l'épibatidine et l'acétylcholine (ACh) et de deux 

modulateurs allostériques de ces récepteurs, la codéine et la galanthamine. Dans le cas de la 

nicotine et de l'ACh, seules des méthodes théoriques ont été utilisées. Ces études nous ont 

permis à la fois de déterminer les caractéristiques de ces composés au niveau de théorie que 

nous avons sélectionné (DFT avec la fonctionnelle MPWB1K) mais également d’obtenir des 
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structures de départ pour les calculs ultérieurs dans l’environnement du site de fixation des 

agonistes dans l’AChBP. Pour l'épibatidine, une étude expérimentale en phase gazeuse par 

spectroscopie IRMPD au Centre Laser Infrarouge d’Orsay a également été réalisée, les 

données obtenues ayant été interprétées à l’aide de calculs de chimie quantique. Ces travaux 

nous ont permis de montrer qu’en phase gazeuse, l’épibatidine existe sous la forme d’un 

mélange de deux espèces protonées, l’une majoritaire (environ 85 %) sur l’azote bicyclique 

saturé, l’autre (de l’ordre de 15 %) sur l’azote pyridinique. Par ailleurs, des analyses 

conformationnelles nous ont permis de caractériser les minima énergétiques des différentes 

formes protonées. En ce qui concerne la galanthamine et la codéine, modulateurs 

allostériques des nAChRs, bien que ces deux molécules soient très proches sur le plan 

structural, nous avons mis en évidence des différences de comportement significatives entre 

les deux composés en terme d’interactions moléculaires grâce à la combinaison d’approches 

expérimentales (spectroscopie IRTF, RMN) et théoriques (calculs DFT) et à l’exploitation 

de structures cristallographiques obtenues par diffraction des rayons X. La confrontation de 

ces informations avec les tendances observées dans l’environnement de certains de leur(s) 

récepteur(s) biologique(s) (AChE et AChBP) a effectivement mis en évidence une diversité 

de contacts des deux ligands avec l’AChE, en particulier avec le résidu « clé » Trp 84, alors 

qu’au contraire ils paraissent adopter un même mode d’interaction avec l’AChBP.   

 L’analyse structurale de données cristallographiques provenant de la banque de 

données des protéines et l’exploitation de calculs de chimie quantique ont été effectuées de 

façon conjointe et ont révélé, dans une seconde étape, de nouvelles informations sur 

l’arrangement tridimensionnel et les interactions établies au niveau d’un motif impliqué dans 

le site actif de l’AChBP. Ce motif comprend le Trp 143 nécessaire à la fixation des agonistes 

et un résidu Asp 85 apparaissant comme hautement conservé dans la famille des canaux 
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ioniques, qui, quoique n’interagissant pas directement avec l’agoniste, exerce un rôle 

déterminant dans la fonction du récepteur. La confrontation des approches mises en œuvre 

nous a permis de (i) révéler de nouvelles liaisons H intervenant dans l’architecture du motif 

(ii) montrer l’importance d’un effet coopératif dans le maintien du réseau complexe 

d’interactions.  

 Dans une dernière étape, nous avons déterminé les caractéristiques énergétiques et 

structurales des complexes entre trois ligands (la nicotine, l’ACh et l’épibatidine) et un 

modèle du site de fixation de l’AChBP, mis au point en sélectionnant tous les résidus 

compris dans une sphère d’un rayon de 7 Å centrée sur le ligand. Une étude théorique fondée 

sur l’utilisation d’une méthode mixte ONIOM2 (QM/QM’) a ensuite été réalisée sur ce 

système. Ce travail, qui constitue à notre connaissance la première étude avec une méthode 

mixte de ces systèmes biologiques importants, nous a permis de décrire de façon précise les 

variations énergétiques et structurales liées au changement de ligand dans le site de fixation. 

Pour chaque ligand, plusieurs conformations ont été étudiées, de même que l’influence de la 

présence d’une molécule d’eau. Pour l’ACh, plus flexible, plusieurs positions de départ ont 

également été testées. L’approche mise en oeuvre, validée par le bon accord avec les 

données expérimentales disponibles, a conduit à l’ordre d’affinité 

ACh<Nicotine<Epibatidine, en accord avec la séquence expérimentale. Cette séquence a été 

rationalisée par l’évolution de paramètres structuraux clés des interactions entre le fragment 

ammonium des ligands et les résidus de la composante principale du site de l’AChBP, en 

particulier des interactions par liaison H et cation-π avec le Trp 143. Parallèlement au 

renforcement des interactions précédentes selon l’ordre d’affinité établi, de nouvelles 

interactions ont également été mises en évidence pour la nicotine et l’épibatidine par rapport 

à l’ACh, en cohérence avec la plus grande affinité de ces ligands.     
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Perspectives 

 L’utilisation conjointe des approches expérimentales et théoriques mises en œuvre 

dans le chapitre dédié à l’analyse approfondie des caractéristiques des ligands nous paraît 

tout d’abord prometteuse pour une compréhension fine de leur comportement, des 

différences subtiles telles que celles existant dans la galanthamine et la codéine pouvant 

conduire, comme nous l’avons démontré, à des propriétés physicochimiques et des potentiels 

d’interactions significativement différents. Par ailleurs, les études menées dans différents 

environnements (gazeux, solution diluée dans différents solvants, état solide, site de fixation 

du récepteur) permettent d’appréhender de façon globale les propriétés de ces ligands et 

donc d’obtenir des informations très complémentaires. 

 Les caractéristiques structurales du motif de type coude-β mises en évidence dans le 

chapitre quatre doivent être complétées par des études d’alignement de séquence (i) 

d’AChBP extraites de différentes espèces (ii) de différents isotypes des nAChRs (en 

particulier α7 et α4β2). L’importance de ce motif, démontrée sur la base de ce travail dans le 

cas de l’AChBP, nécessite en effet des études complémentaires dans le cas des nAChRs.  

 Les études réalisées dans le chapitre cinq, quoique prometteuses, doivent être 

complétées et/ou affinées par des investigations avec des modèles plus sophistiqués. Tout 

d’abord, comme nous l’avons suggéré, la surface d’énergie potentielle d’interaction des 

différents ligands en  présence d’eau doit être explorée de façon plus complète, par exemple 

par des études de dynamique moléculaire réalisées en amont. Par ailleurs, sur un plan plus 

fondamental, l’étude des interactions d’autres formes chimiques des ligands, en particulier 

des isomères optiques lorsqu’il en existe (nicotine, épibatidine) serait intéressante. D’autre 

part, la mise en œuvre d’un protocole ONIOM2 plus élaboré, qui permettrait la relaxation 

géométrique d’un plus grand nombre d’atomes, affinerait les premiers résultats obtenus dans 
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ce travail. Enfin, la décomposition de l’énergie totale de fixation en différentes paires ligand-

résidu permettrait de déterminer la contribution relative des différents acides aminés du site. 

Dans l’ensemble, des travaux tels que ceux présentés dans le cadre de cette thèse devraient 

être utiles au développement rationnel de nouveaux ligands des nAChRs. La complexité de 

ces cibles et les variations énergétiques mises en jeu lors des processus de reconnaissance 

moléculaire récepteur-ligands restent cependant toujours des défis importants. 
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Abréviations 

  

ACh : acétylcholine 

AChBP : acetylcholine binding protein 

AChE : acétylcholinestérase 

Asp : aspartate 

Cod : codéine 

Cys : cystéine 

DEC : domaine extracellulaire 

DIC: domaine intracellulaire 

DTM : domaine transmembranaire 

Gal : galanthamine 

His : histidine 

IRMPD : Infrared Multiphoton Dissociation (dissociation multiphotonique infrarouge) 

IRTF : infrarouge à transformée de Fourrier 

LBD : ligand binding site 

Liaison H : liaison hydrogène 

Leu : leucine 

LGIC : ligand-gated ion channel (canaux ioniques activés par des ligands) 

mAChRs : récepteurs muscariniques de l’acétylcholine 

MA : maladie d’Alzheimer 

Met : Méthionine 

MP : maladie de Parkinson 

nAChRs : récepteurs nicotiniques de l’acétylcholine 

PDB : Protein Data Bank 
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RMN : résonance magnétique nucléaire 

Ser : sérine 

TDA : trouble déficitaire de l’attention 

Thr : thréonine 

Trp : tryptophane 

Tyr : tyrosine 

Val : valine 
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The gas phase structures of epibatidine, one of the most potent agonists of nicotinic acetylcholine

receptors (nAChRs), are determined by means of infrared multiphoton dissociation (IRMPD)

spectroscopy and quantum chemistry calculations. Comparison of the experimental and theoretical

spectra provides evidence that about 15% of epibatidine is protonated on the Nsp2 nitrogen in the

gas phase. In contrast, the computational study of deschloroepibatidine shows that in the gas

phase, the molecule is present only protonated on the Nsp2 nitrogen. The main minima of the

Nsp2 protonated forms of the two molecules are strongly stabilized by intramolecular CH� � �Nsp3

hydrogen bonds. The fundamental insights obtained in the present study on these two important

nAChRs agonists show how subtle chemical modifications can

have a deep impact on important physicochemical properties.

1. Introduction

Epibatidine 1a (Scheme 1), first isolated by Daly and

co-workers from the skin of the Ecuadorean poison frog,

Epipedobates tricolor,1 has attracted considerable interest since

it is one of the most potent agonists of nicotinic acetylcholine

receptors (nAChRs).2 With nicotine and acetylcholine, few

other nicotinic agents have had such an influence on nACh

receptor research as has epibatidine.3 Though its high toxicity

prevents any therapeutic applications, it has provided

an attractive lead for the design of new ligands selective

for distinct nAChR subtypes and possibly for the treatment of

nervous system disorders.4–7 Furthermore, in the case of

nicotinoid ligands, it has been shown recently that very subtle

effects only ‘‘observable’’ at the atomic level have proved very

crucial for understanding the basis for their differential action on

brain compared with muscle ACh receptors.8 The therapeutic

potential of epibatidine has led to investigations devoted to the

characterisation of its conformational properties9–11 and of

its interactions, through X-ray crystallography, with the

AcetylCholine Binding protein (AChBP), a surrogate of the

ligand binding domain of nAChRs.12,13 However, the low

resolution of the structure of the epibatidine–AChBP complex

(3.40 Å)13 prevents a detailed analysis, at the atomic level, of

the binding features of this ligand. From a molecular modeling

point of view, several studies aimed at elucidating the binding

of epibatidine and other agonists to nAChRs isotypes have

been published, in order to gain insights, at the atomic level, on

the geometric and energetic features of their recognition by the

nAChRs.14–16 However, the results of such investigations can

be strongly dependent on the level of theory used, in particular

on the parameters of the force field. In this context, a detailed

knowledge of the conformational features of the ligand can be

an important prerequisite.

Infrared Multiphoton Dissociation (IRMPD) spectroscopy

is a powerful tool for the structural elucidation of small

molecules of biological interest in the gas phase, when used

in conjunction with quantum chemistry calculations. IRMPD

can also be used to determine the protonation site of

biomolecular ions, e.g. aminoacids and small peptides in the

gas phase.17–20 In the case of nAChRs ligands such as nicotine

2a (Scheme 1), IRMPD spectroscopy has thus shown that,

contrary to the Nsp3 protonation in water, the molecule is

protonated on the Nsp2 nitrogen in the gas phase.21 This result

is in contrast to previous conclusions learnt from gas phase

Scheme 1 Chemical structures of epibatidine (1a), deschloroepibatidine

(1b), nicotine (2a) and nornicotine (2b).
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basicity measurements by Fourier Transform Ion cyclotron

resonance (FT-ICR), which had proposed that nicotine exists

in the gas phase as a mixture of Nsp3 and Nsp2 protonated

forms.22 On the contrary, nornicotine 2b (Scheme 1) was

unambiguously found to exist only in the Nsp2 protonated

form.22 These studies have shown that the intrinsic basicity of

nicotinic ligands is strongly dependent on structural effects

such as intramolecular hydrogen bonding and polarisability

effects. Indeed, it has been shown through a theoretical

investigation that nicotinoid ligands with a secondary amino

nitrogen should be protonated on the pyridine nitrogen in the

gas phase, except when electron-withdrawing substituents on

the pyridine ring decrease the intrinsic pyridine basicity and

therefore favour the Nsp3 nitrogen.23

In the present study, we report the structural features of

protonated epibatidine in the gas phase through a combined

experimental and theoretical approach. Apart from the obvious

interest of such properties for this ligand, the question of the

protonation site of the molecule in the gas phase is challenging

because of the chemical environment of the two nitrogen atoms.

Epibatidine possesses a secondary amino nitrogen that should

be, in the gas phase, a weaker protonation site than the pyridine

nitrogen. However, the presence of the chlorine substituent on

the pyridine ring might induce a decrease of its proton affinity

giving finally priority to the amino nitrogen. The case

of deschloroepibatidine 2b, which has no chlorine substituent

on the pyridine ring, has therefore also been addressed

computationally. The data reported herein provide evidence

that in the gas phase, epibatidine exists as a mixture of Nsp2

and Nsp3 protonated forms, the first representing about 15% of

the whole species. Conversely, according to the theoretical

calculations, deschloroepibatidine 1b exists in the gas phase

only in the Nsp2 protonated form.

2. Experimental and theoretical methods

The experiments have been carried out using the Free Electron

Laser (FEL) facility of CLIO (Orsay, France) coupled to an

electrospray ionization-ion trap mass spectrometer (Bruker

Esquire3000+). The experimental procedure used in the

present work has been described previously.24 The ions

selected according to their mass absorb photons that bring

them from a vi = 0 to a vf = 1 vibrational state. Internal

vibrational redistribution (IVR) takes place between two

photon absorptions and brings back ions to their initial vi = 0

vibrational state while the acquired internal energy is

redistributed over other modes. The stepwise absorption of

multiple photons induces then dissociation. Infrared

absorption is next monitored through detection of the ionic

fragmentation yield. The average power of the FEL is in the

order of 600 mW and the irradiation time was set to 500 ms in

order to ensure a good signal-to-noise ratio and to avoid a

saturation effect. Within these experimental conditions, the

fragmentation rate is relatively weak and only reaches 0.04 for

the most intense transitions. It is worth noting that in IRMPD

experiments, fragmentation yields involve highly excited

vibrational states and thus depend upon IVR rates. An

IRMPD spectrum is thus not identical to a linear absorption

spectrum but, in a first approximation, it reflects the true IR

absorption spectrum at least for the band position.

Epibatidine was prepared by dissolution of the commercial

dihydrochloride hydrate salt in water. Ions were produced

from the solution using electrospray ionization. The desired

ionic species were isolated and confined within the ion trap

where they then experienced multiple collisions with helium

buffer gas (10�5 mbar in the Paul trap) for 40 ms prior to

irradiation by the IR-FEL. The IR-FEL beam was then

focused and introduced into the center of the ion trap of the

mass spectrometer. The resulting mass spectra were recorded

following laser irradiation and ten mass spectra were

accumulated for each wavelength. IRMPD spectra were

acquired by scanning the wavelength in steps of B4 cm�1.

The interpretation of the experimental gas phase IRMPD

spectra has been realised through quantum chemistry

calculations. All the calculations were carried out using the

Gaussian0325 and Jaguar6.026 packages. In a first step,

systematic scans of the potential energy surfaces of epibatidine

in its various protonated forms (monoprotonated on Nsp3 or

Nsp2) have been realised at the HF/6-31G(d,p) level. The

rotation around the intercyclic C3–C20 bond, which appears

to be the main degree of freedom, has been studied through the

C2–C3–C20–C30 dihedral angle (Scheme 1). The geometry of the

minima found on the energetic profiles has subsequently been

optimised with DFT calculations. For deschloroepibatidine,

the chlorine atom was substituted by an hydrogen atom in

all minima identified for the various protonated forms of

epibatidine, and a full optimisation of their geometries was

carried out. We have selected the B3PW91 functional which has

recently been used with success for the analysis of IRMPD

results for nicotinic ligands.21 These calculations have been

made with a 6-311++G(d,p) basis set. The vibrational

frequencies for each minimum of the various protonated

forms of epibatidine and deschloroepibatidine have then

been computed at the same level of theory (B3PW91/

6-311++G(d,p)). Since intramolecular hydrogen bonding

interactions have been shown to occur in nicotinic ligands in

the gas phase,22 single point calculations with the Local-MP2

(LMP2) methodology have been realised on the previously

optimised geometries with a triple zeta basis set: LMP2/

cc-pVTZ//B3PW91/6-311++G(d,p). Indeed, LMP2 calculations

have been shown to reduce greatly the BSSE contribution,27

particularly difficult to estimate in the case of intramolecular

hydrogen-bond interactions. The infrared absorption spectra,

covering the whole experimental spectral range from 1000 to

1800 cm�1, have afterwards been simulated from the calculated

frequencies ncal using the B3PW91/6-311++G** level with

the linearly dependent scaling factor nexp = 0.955ncal + 25.7

(in cm�1). For this part of the procedure, each line of the

spectrum is convoluted by a Lorentzian (15 cm�1 fwhm). The

linearly dependent scaling factor used has recently provided

fair agreements between predicted and experimental spectra

for nicotine and acetylcholine in the gas phase.21,28 The

IRMPD experiments being conducted at 300 K, for a

given ionic species, different populated conformations

are simultaneously observed and the experimental IRMPD

spectrum is consequently a weighted sum of the different

corresponding spectral contributions. For this reason, the
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theoretical spectra computed for the various conformations of

the different protonated species have been weighted according

to their computed Gibbs energies DG by using a Boltzmann

distribution, as applied byMacleod et al. for the determination

of the conformational features of carbohydrates from the gas

phase to an aqueous solution.29

3. Results and discussion

Structural features of epibatidine and deschloroepibatidine

cations

Epibatidine and deschloroepibatidine 1a and 1b appear as

fairly rigid molecules since their main degrees of freedom is

the rotation around the intercyclic bonds. In the gas phase, the

molecules can be protonated either on the pyridine or on the

amino nitrogen, these chemical species being, respectively,

designated hereafter as Nsp2+ and Nsp3+. For Nsp3+, two

distinct categories of conformations are possible. These

structures are homologs to those pointed by Elmore and

Dougherty in the case of nicotine30 and reported by Graton

et al. for other nicotinoid ligands.22 They distinguish

themselves by the relative orientations of the two nitrogen

atoms with respect to the intercyclic bond. When the two

nitrogen atoms are on the same side, the conformer is labeled

A, whereas it is designated as B when they are opposite.

A second degree of freedom appears when the protonation

occurs on the pyridine nitrogen. It refers to the orientation of

the NH bond of the amino nitrogen with respect to the pyridine

ring. The conformers are then labeled as syn or anti. The

optimised geometries found for the Nsp3+ ((1) to (3)) and

Nsp2+ ((4) to (8)) forms of epibatidine are shown in Fig. 1 and

2, respectively. The energetic parameters computed at the

B3PW91 and LMP2 levels of theory, the corresponding

probabilities of existence (Pi) and the intercyclic

C2–C3–C20–C30 dihedral angles are gathered in Tables 1 and

2 for epibatidine and deschloroepibatidine, respectively. A

comparison of the dihedral angles j shows that identical

conformers are found for both molecules. For the amino

protonated form, the minima observed at 2701 (1,10) and

3501 (2,20) correspond to A conformers, while the third

structure, at 901 (3,30), corresponds to a B one. The

energetics reported in Tables 1 and 2 clearly indicate that

among them, those close to 2701 are for both molecules the

lowest energy minima. However, the Gibbs energies computed

for these three Nsp3+ conformers in the case of epibatidine are

all situated within a narrow energetic range, the variation in

free energy being 4 and 9 kJ mol�1, respectively, at the

B3PW91 and LMP2//B3PW91 levels, suggesting that

epibatidine in the Nsp3+ form should exist in the gas phase

as a mixture of all minima. These results confirm the tendencies

pointed out by Campillo et al. using various levels of theory.9

The same trends are observed in Table 2 for

deschloroepibatidine, the variation in free energies being

3 and 12 kJ mol�1, respectively, at the B3PW91 and LMP2//

B3PW91 levels for the same conformers. On the other hand,

Fig. 1 Optimized geometries of the three energetic minima of

the Nsp3 protonated form (Nsp3+) of epibatidine at the B3PW91/

6-311++G(d,p) level.

Fig. 2 Optimized geometries of the five energetic minima of the Nsp2

protonated form (Nsp2+) of epibatidine at the B3PW91/6-311++G(d,p)

level.

Table 1 Relative gas phase energy values (in kJ mol�1) and inter-ring
dihedral angles (in degrees) computed for the various monoprotonated
forms of epibatidine 1a

Conformer type

B3PW91a LMP2//B3PW91b

jc DG Pi (%) DG Pi (%)

Nsp3+ A (1) 273 3.51 15.6 0.00 57.4
Nsp3+ A (2) 350 6.41 4.8 2.02 25.5
Nsp3+ B (3) 86 7.19 3.5 8.79 1.7
Nsp2+ Atrans (4) 308 0.00 64.0 3.91 11.8
Nsp2+ Btrans (5) 124 4.12 12.1 6.87 3.6
Nsp2+ Asyn (6) 276 29.77 0.0 33.96 0.0
Nsp2+ Bsyn (7) 101 29.22 0.0 34.46 0.0
Nsp2+ Asyn (8) 351 33.14 0.0 35.59 0.0

a B3PW91/6-311++G(d,p). b LMP2/cc-pVTZ//B3PW91/6-311++G(d,p).
c j=C2–C3–C20–C30 dihedral angle.

Table 2 Relative gas phase energy values (in kJ mol�1) and inter-ring
dihedral angles (in degrees) computed for the various monoprotonated
forms of deschloroepibatidine 1b

Conformer type

B3PW91a LMP2//B3PW91b

jc DG Pi (%) DG Pi (%)

Nsp3+ A (10) 275 22.72 0.0 15.95 0.1
Nsp3+ A (20) 348 25.81 0.0 17.68 0.1
Nsp3+ B (30) 85 26.13 0.0 28.13 0.0
Nsp2+ Atrans (40) 307 0.00 86.5 0.00 85.4
Nsp2+ Btrans (50) 124 4.61 13.5 4.42 14.3
Nsp2+ Asyn (60) 278 29.84 0.0 30.86 0.0
Nsp2+ Bsyn (70) 100 28.67 0.0 30.82 0.0
Nsp2+ Asyn (80) 348 32.29 0.0 31.41 0.0

a B3PW91/6-311++G(d,p). b LMP2/cc-pVTZ//B3PW91/6-311++G(d,p).
c j=C2–C3–C20–C30 dihedral angle.
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the optimised geometries of Nsp2+ epibatidine and

deschloroepibatidine can be splitted up into anti and syn

isomers, as shown in Fig. 2 on the example of epibatidine for

structures ((4) and (5)) and ((6), (7) and (8)), respectively.

Table 1 shows that the trans isomers of epibatidine are

strongly preferred energetically, the syn isomers being higher

in energy from about 30 to 36 kJ mol�1 depending on the level

of theory. This behaviour also applies to deschloroepibatidine,

the syn isomers being located at about 29 to 32 kJ mol�1 above

the trans isomers, according to the level of theory. Fig. 2

reveals that this conformational preference can be attributed

to the existence of intramolecular CH� � �Nsp3 hydrogen-bonds.

Such interactions have been pointed out in the gas phase in

Nsp2 protonated nicotine and nornicotine22 and have also been

suggested to occur in the neutral form of epibatidine through

a thorough computational study.9 The present results

clearly indicate that this interaction partly explains the

conformational preferences observed in the gas phase of the

Nsp2+ form of epibatidine and deschloroepibatidine. Fig. 2

and Tables 1 and 2 further demonstrate that the antiA ((4) (40))

and B ((5), (50)) isomers behave differently, the CH� � �Nsp3

hydrogen bond being significantly shorter (2.29 Å) in (4)

compared to the one occurring in (5) (2.35 Å). This stronger

interaction leads to a greater conformer population for (4) and

(40), whatever the level of theory. This trend is probably due to

the better hydrogen bond donating ability of the CH in ortho of

the positive Nsp2 nitrogen in (4) compared to the one involved

in the hydrogen bond in (5), located in para.

Site of protonation of epibatidine and deschloroepibatidine

The question of the relative proportions of the two protonated

forms of epibatidine and deschloroepibatidine can be

addressed by considering the theoretical Gibbs energies

computed at the B3PW91/6-311++G(d,p) and LMP2/cc-

pVTZ//B3PW91/6-311++G(d,p) levels. However, Table 1

shows that these energetic parameters, and the resulting

conformer populations (Pi), are markedly different at the two

levels of theory in the case of epibatidine. Indeed, the Nsp2+

form is predicted to be the main one (the total population of

the Nsp2+ conformers is of about 76%) at the DFT level. In

contrast, the Nsp3+ species are predicted to be the preferred

species (total population of about 85%) at the LMP2 level of

theory. These discrepancies could be attributed to the energetic

overstabilisation of the protonated Nsp2+ conformers with

intramolecular CH� � �Nsp3 hydrogen bonds at the DFT level

(Table 1: (4) and (5) conformers). Indeed, the DFT results can

suffer from BSSE due to the intramolecular hydrogen bond

interaction and LMP2 calculations have been shown to correct

this deficiency.31–35 Table 2 shows that the energetic correction

brought by the LMP2 calculations follows the same trend for all

the conformations of epibatidine and deschloroepibatidine.

Thus, (1)–(2) and (10)–(20) conformers of epibatidine and

deschloroepibatidine are stabilized by the LMP2 calculations.

This is not the case for (4)–(8) and (40)–(80) conformers, for

which the LMP2 correction induces a destabilization varying

from about 3 to 5 kJ mol�1 for epibatidine whereas it comes to

very close energetics in the case of deschloroepibatidine. In fact,

the weak difference in energy between the Nsp3+ and Nsp2+

species in the case of epibatidine (from 3.5 to 7.2 kJ mol�1)

compared to deschloroepibatidine (from 22.7 to 26.1 kJ mol�1)

(compare the energy difference between (4) and (1)–(3)

conformers and between (40) and (10)–(30), respectively) leads

to the predilection of different conformations for the two

molecules. In our opinion, these results can be attributed to

the chlorine atom effect, which induces a decrease of the basicity

of the Nsp2 nitrogen, and consequently leads to a stabilization

of the Nsp3+ conformers. In any case, we believe that

the LMP2 results are more reliable to estimate the

relative proportions of Nsp2+ and Nsp3+ forms of

epibatidine and deschloroepibatidine in the gas phase. From

the theoretical data, epibatidine should exist as a mixture of

Nsp2+ (15%) and Nsp3+ (85%) in the gas phase, whereas

deschloroepibatidine appears to exist only in the Nsp2+ form.

IRMPD spectra

The spectral features of the three Nsp3+ conformers ((1), (2)

and (3)) of epibatidine are quasi-identical. This observation

can also be made for the computed spectra of the populated

Nsp2+ conformers ((4) and (5)) of the molecule. To compare

the experimental IRMPD spectrum of epibatidine (Fig. 3a) to

the theoretical spectra, we have therefore selected the

computed spectrum of the main Nsp3+ (1) and Nsp2+ (4)

conformers in Fig. 3b and c, respectively. Experimentally, four

intense bands are observed, positioned at 1121, 1151, 1457 and

1579 cm�1. These bands are satisfyingly reproduced in the

calculated spectra of the three Nsp3+ conformers. The first

two, located on the low frequency range, can be assigned to

strongly coupled C–Cl stretching and C–C–H in-plane bending

modes, respectively. The band at 1457 cm�1 can safely be

ascribed to in-plane bending vibrations of the methylene

groups involved in the 7-azabicyclo[2.2.1]heptane moiety.

Lastly, the band at 1579 cm�1 can be assigned to the

in-plane bending vibrations of the NH2
+ group of the

azabicyclo[2.2.1]heptane ring in Nsp3+ and the pyridine ring

vibrations. A new band at 1523 cm�1, absent in the calculated

Fig. 3 Comparison between (a) the experimental IRMPD spectrum of

protonated epibatidine and simulated spectra corresponding to the two

lowest-energy conformations: (b) Nsp3+ conformer (1) and (c) Nsp2+

conformer (4) calculated at the B3PW91/6-311++G(d,p) level.
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spectrum of the Nsp3+ isomers, becomes apparent when

the vertical axis of the experimental spectrum is expanded

(top spectrum of Fig. 3a). This absorption is attributable to the

coupling of the stretching vibrations of the pyridine ring bonds

with in-plane bending vibrations of the aromatic CH

vibrations specific to Nsp2+ (Fig. 3c). This band suggests

that the Nsp2+ form is also present in the gas phase.

It is worth noticing that the bands appearing between 1200

and 1400 cm�1 in the computed spectra of the main Nsp3+

and Nsp2+ conformers (Fig. 3b and c, respectively) are not at

all visible experimentally (Fig. 3a). The first two, located

at about 1200 and 1300 cm�1, correspond to out-of-plane

wagging vibrations of the methylene groups of the

7-azabicyclo[2.2.1]heptane ring. The third one, appearing at

1400 cm�1, can be assigned to in-plane bending of pyridinic

CH groups coupled with out-of-plane bending of the saturated

CH group located at the inter-ring junction. The fact that these

absorptions are not observable on the experimental spectrum

illustrates the difference between an IRMPD spectrum and a

linear absorption spectrum, the experimental intensities of an

IRMPD spectrum being related to the spectral dependence of

the fragmental yields.

To assess the presence of both Nsp3+ and Nsp2+ forms, a

calculated spectrum taking into account the weighted contribu-

tion of all the epibatidine energetic minima has been computed

through a Boltzmann distribution based on the free energies

computed at the LMP2//B3PW91 level. The fair agreement

found by superposition of this spectrum with the experimental

IRMPD spectrum observed in Fig. 4 confirms this interpretation.

The computed spectrum of deschloroepibatidine, taking into

account the weighted contribution of the two minima ((40) and

(50)), is shown in Fig. 4c. It is clearly seen that the main

component of the spectrum is located at 1535 cm�1. This

band, homologous to the one observed at 1523 cm�1 in the

case of epibatidine, corresponds to the intense stretching

vibrations of the pyridine ring bonds coupled with in-plane

bending vibrations of the aromatic CH vibrations specific to

Nsp2+. The weak band at 1602 cm�1 can be assigned to the

pyridine ring vibrations. The band located at 1453 cm�1 is

composed of in-plane bending vibrations of methylene groups

of the 7-azabicyclo[2.2.1]heptane moiety coupled with in-plane

bending vibrations of the pyridinic CH. Lastly, the bands at

1201 and 1329 cm�1 can be assigned to rocking vibrations of

methylene groups of the 7-azabicyclo[2.2.1]heptane ring.

Fig. 4, which compares the weighted computed spectra

of epibatidine and deschloroepibatidine to the experimental

IRMPD spectrum of epibatidine, allows us to distinct

unambiguously the gas phase protonation site of the two

molecules. In agreement with the trends pointed out in a

thorough theoretical investigation on the gas phase protonation

site of nicotinoid ligands,23 the protonation site of

deschloroepibatidine, which has a secondary amino nitrogen, is

the pyridine nitrogen. In contrast, epibatidine appears

preferentially protonated on the Nsp3 nitrogen of the

7-azabicyclo[2.2.1]heptane ring, the population of the Nsp3+

andNsp2+ species being, respectively, 85 and 15%.We attribute

this partial reverse of the gas phase protonation site to the strong

electron-attracting effect of the chlorine atom which induces a

decrease of the intrinsic basicity of the N sp2 pyridine nitrogen.

Conclusions

We have shown, through IRMPD spectroscopy and quantum

chemistry calculations, that epibatidine, one of the most potent

agonist of nAChRs, exists in the gas phase as a mixture of

Nsp2+ (about 15%) and Nsp3+ (85%) protonated forms

whereas deschloroepibatidine appears to exist only

protonated on the pyridine Nsp2 nitrogen. These results are

in agreement with the conclusions drawn from a theoretical

investigation of the gas phase protonation site of nicotinoid

ligands.23 Furthermore, they show how subtle modification of

chemical structure can lead to significant changes in terms of

important physicochemical properties.

From a structural point of view, we have shown that the

Nsp2+ species of the two ligands are strongly stabilized by the

existence of CH� � �Nsp3 hydrogen bonds.

From a theoretical point of view, the discrepancies observed

between the DFT and LMP2 conformers free energies in the

case of epibatidine lead us to recommend LMP2//DFT

calculations for such investigations, the LMP2 method

having proven to overcome some deficiencies of DFT, in

particular for BSSE corrections in case of the occurrence of

hydrogen bond interactions.

Finally, we believe that the information obtained in the

present work is important for a full characterization of the

physicochemical properties of nAChRs ligands, for example to

set up quantitative structure–activity relationships, but also in

view of a deep understanding of their interactions with their

biological targets.
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Codeine: An Experimental and Theoretical Study
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Introduction

Neuronal nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) have
been shown to be involved in the pathogenesis of several
diseases of the central nervous system (CNS). The neurode-
generative Alzheimer�s and Parkinson�s diseases are thus as-
sociated with altered numbers of nAChR subtypes. nAChRs
are also responsible for tobacco dependence and behaviou-
ral effects of nicotine.[1] The design of drugs with minimum
side effects that specifically target single nAChR subtypes
requires detailed structural information on the various
nAChR subtypes and on their complexes with ligands. In
the last decade, significant efforts have been made, and our

knowledge regarding nAChR structure and its relation to
function has been dramatically increased by the determina-
tion of various X-ray crystal structures of the free and
ligand-bound molluscan ACh-binding proteins (AChBPs),
which are soluble protein homologues of the extracellular
domains (ECDs) of nAChRs.[2–9] These data have provided
an understanding at the atomic level of the structure of
nAChRs and have complemented the general information
gained through electron microscopy studies on Torpedo
nAChR.[10]

In the field of Alzheimer�s disease (AD), acetylcholin-ACHTUNGTRENNUNGesterase inhibitors (AChEI) remain, despite a debate on
their efficiency, the first and the most developed drugs.
However, an alternative means to increase nicotinic func-
tions in the brain of AD patients is to sensitise the nAChRs
to activation by the endogenous agonist(s) by using the so-
called nicotinic allosteric potentiating ligands (APLs),[11–14]

which include, for example, drugs such as galanthamine, an
alkaloid currently approved for the treatment of AD, and
the morphine derivative codeine. Molecular-modelling stud-
ies have been used to gain information on the possible loca-
tion of the APL binding site in nAChRs[15,16] and have been
confirmed through site-directed mutagenesis and electro-
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Abstract: Structural features of gal-
anthamine and codeine, two allosteric
potentiating ligands of nicotinic acetyl-
choline receptors (nAChRs), have
been investigated through experimental
studies in solution by FTIR and NMR
spectroscopy and by quantum chemical
calculations in the isolated state. The
infrared spectra accumulated in sol-
vents of various polarities show that
the intramolecular OH···O hydrogen
bond in galanthamine is stronger than
the corresponding interaction in co-
deine. Molecular electrostatic potential
calculations allow rationalisation of the
experimental trends. NOE measure-
ments on the two ligands in the same
solvent range show significant differen-
ces. In apolar solvents, the NMR spec-
troscopic data indicate the occurrence
of CH···O hydrogen-bond interactions,

whereas in the more polar solvents, a
trans orientation of the methoxy group
with respect to the furanyl oxygen
atom is favoured. A natural bond orbi-
tal (NBO) analysis provides evidence
that these stabilising interactions origi-
nate in the hyperconjugation between
the lone pairs of the furanyl oxygen
atoms, n(O), and the methoxy anti-
bonding s* ACHTUNGTRENNUNG(C�H) orbitals within the
two molecules. Despite the strong
structural similarities between the two
allosteric modulators, FTIR equilibri-
um constants measurements of hydro-
gen-bond complexation combined with

quantum chemistry calculations point
out the significant increase of hydro-
gen-bond accepting strength of gal-
anthamine relative to codeine. This in-
crease is mainly assignable to the stron-
ger hydrogen-bond basicity of the hy-
droxyl group, and to a lesser extent to
the higher hydrogen-bond accepting
strength of the amino nitrogen of gal-
anthamine in comparison with the cor-
responding groups of codeine. An anal-
ysis of the interactions that occur be-
tween the two ligands and acetylcho-
line esterase (AChE) suggests signifi-
cant differences with Trp84, a key
component of the AChE catalytic
active site. In contrast, both ligands
appear to interact similarly with acetyl-
choline binding protein (AChBP).

Keywords: codeine · FTIR spec-
troscopy · galanthamine · hydrogen
bonds · NMR spectroscopy ·
quantum chemistry
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physiological experiments.[16] These theoretical studies agree
with the binding site of galanthamine observed in the crys-
tallographic structure of a co-crystal with AChBP.[17] Despite
the obvious interest of such data, crystal structure coordi-
nates give a misleadingly static view of interactions, whereas
macromolecular complexes are not characterised by a single
structure but rather by an ensemble of structures. Further-
more, even if very high-resolution structures are now avail-
able for AChBP (up to 1.76 �), the inherent complexity of
protein structures prevents a detailed analysis of the net-
work of protein–ligand interactions that can lead to mislead-
ing interpretations.[18] On the other hand, docking and scor-
ing algorithms suffer from imperfections that do not allow
one to have the required accuracy or necessitates expert
knowledge to optimise their performance.[19,20] In this con-
text, it is our opinion that physicochemical studies aimed at
providing a comprehensive understanding of the structural
features and interactions of the biological ligands can be
helpful in the drug-design process.

Following our previous studies on nicotinic ligands,[21–26]

we focus in the present work on the relative structural and
hydrogen-bond (HB) properties of galanthamine (1) and co-

deine (2). Despite their strong chemical and structural simi-
larities, these two ligands show significantly different behav-
iours in terms of biological activity. Galanthamine has a
dual-mode action (AChEI and nAChR APL), which ex-
plains its position as a lead compound in the field of neuro-
degenerative disorders,[27,28] whereas codeine is a recognised
nAChR APL but not a known AChEI. In this paper, we
present the results obtained from FTIR and NMR spectro-
scopic measurements in solution and from quantum chemis-
try calculations (local MP2 and DFT) in the isolated state.
In a first step, the combined approach allows us to point out
the differences between galanthamine and codeine in terms
of intramolecular CH···O and OH···O interactions. The theo-
retical investigations, which are carried out on the basis of
molecular electrostatic potential calculations and the analy-
sis of natural bond orbital (NBO) descriptors, allow for a ra-
tionalisation of the experimental observations. Then a com-
prehensive investigation of the HB accepting strength of
galanthamine and codeine has been carried out. The results
allow us to highlight the greater HB basicity of galantha-
mine relative to codeine. The experimental and theoretical
analyses allow us to discriminate between the contribution
of the various HB sites of the two molecules, thereby en-
lightening the role of the hydroxyl group in this increase of
HB basicity.

Finally, a comparison of the behaviour of the two mole-
cules in protein environments (AChBP and AChE) has
been carried out from previously determined crystallograph-
ic structures of galanthamine co-crystals. This analysis sug-
gests significant differences with respect to the interactions
of the two ligands with AChE that might be partly at the
origin of their different biological activity. With AChBP, the
key interactions involved in the binding appear to be con-
served for the two ligands, which is in agreement with their
nAChR APL effect.

Results and Discussion

Structures of galanthamine and codeine

Experimental insights from infrared and NMR spectra : As
previously suggested by Carroll and co-workers,[29] the infra-
red spectrum of a dilute solution of galanthamine in CCl4 is
typical of a structure that shows an intramolecular O�H···O
hydrogen bond. Indeed, we observe in Figure 1a a fairly

Figure 1. Hydroxyl nOH absorption region of galanthamine (4 � 10�3
m) dis-

solved in a) CCl4, b) C2Cl4 and c) c-C6H12.
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sharp band (Dn1=2
=27 cm�1) at 3570 cm�1, significantly shift-

ed from cyclohexenol (3618 cm�1), a model compound that
cannot provide any intramolecular interaction. Moreover,
the low concentration used (about 4.10�3 molL

�1) prevents
any intermolecular association; the n(OH) vibration ob-
served is thus necessarily attributed to an intramolecular in-
teraction. This chelation phenomenon is likely to be sensi-
tive to the variation in temperature. Recently, in the case of
another nAChRs ligand, lobeline, we were able to estimate
the proportion of the O�H···N chelated conformer in C2Cl4

by using a temperature interval from �5 to +100 8C.[22]

Using the same solvent and temperature range (Figure 1b),
we do not observe any spectral evolution of the galantha-
mine solution. This shows that galanthamine remains fully
chelated in C2Cl4 within this temperature interval. This fea-
ture of the molecule is conserved in CCl4 within a tempera-
ture range from �5 to + 55 8C.

Figure 2 shows that the codeine features appear more sen-
sitive to the solvent. In a recent FTIR study of N-methylco-

deinium iodide,[30] no intramolecular O15H···O hydrogen
bonding has been reported; the occurrence of an intermo-
lecular OH···I� was suggested. Our results in C2Cl4 solution
show that the hydroxyl absorption of codeine is very similar
to the one observed for galanthamine, the n(OH) vibration
being located at 3570 cm�1 (Figure 2b). However, in CCl4,
an additional absorption band around 3620 cm�1 and fav-
oured by the temperature increase is observable at higher
frequency (Figure 2a). This band is roughly at the same
wavenumber as the n(OH) stretching vibration of cyclohexe-
nol, and codeine consequently shows a weak amount of un-
chelated hydroxyl group in CCl4. Thus, codeine remains
fully chelated in C2Cl4 and this intramolecular interaction is
found to be partially disrupted in CCl4.

Dissolved in cyclohexane, galanthamine (Figure 1c) and
codeine (Figure 2c) remain both fully chelated since their
spectra do not show any high frequency band around
3620 cm�1, as observed for cyclohexenol. Nevertheless, a
shoulder, which is favoured by the temperature increase, is
observed on the nOH···O band at a slightly higher frequency.
The weak frequency shift from the main O15H···O4 band
should thus be due to the perturbation of this O15H···O4 in-
teraction. Since no specific solute–solvent interaction can
occur in cyclohexane, a modification of the O15H···O4 sur-
roundings could explain this frequency shift instead. Besides
the hydroxyl group, the methoxy substituent is likely to
move toward the immediate proximity of the furanyl oxygen
atom through its rotation around the Car�O bond and could
therefore imply a perturbation of the nOH···O band.

With a hydrogen-bond acceptor solvent, such as acetoni-
trile, the codeine and galanthamine behaviours now show
significant discrepancies. Indeed, in ternary codeine/CCl4/
CH3CN solutions with an increasing proportion of CH3CN,
the chelated O15H···O4 band decreases in favour of a broad
band at lower frequency (Figure 3b). This new band is at-
tributed to the O15H···N�C intermolecular HB complex. Fi-
nally, in pure acetonitrile, almost all codeine is dechelated
and associated with the solvent instead. On the contrary,
galanthamine remains mainly chelated, even in pure aceto-
nitrile as observed in Figure 3a in which the intramolecular
O�H···O band is redshifted on account of the solvent effect,
but is still predominant.

HB acceptor strength of organic bases can be assessed
from the determination (through FTIR measurements) of
their equilibrium constants of HB complexation with the
reference donor 4-fluorophenol (pFP) in CCl4 at 25 8C,
which leads to the pKBHX hydrogen-bond basicity scale.[31]

Hexamethylphosphoramide (HMPA, pKBHX =3.56[32]) is
then a much stronger HB acceptor than acetonitrile
(pKBHX =0.91[33]). The addition of a small amount of HMPA
in CCl4 is thus sufficient to clearly induce a rupture of a sig-
nificant proportion of the intramolecular hydrogen bond, re-
placed by an intermolecular O15H···O=PACHTUNGTRENNUNG(NMe2)3 hydrogen
bond between codeine as well as galanthamine and HMPA
(Figure 4). As shown above with acetonitrile, galanthamine
consistently appears to have the most robust chelation, as il-
lustrated by the weaker relative proportion of intermolecu-

Figure 2. Hydroxyl nOH absorption region of codeine (4 � 10�3
m) dissolved

in a) CCl4, b) C2Cl4 and c) c-C6H12.
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lar (�3350 cm�1) toward intramolecular (�3570 cm�1)
bands relative to codeine. With HMPA it is also more obvi-
ous that the frequency shift of the OH band upon intermo-
lecular complexation is significantly greater with codeine
than galanthamine (263 vs. 224 cm�1). This therefore strong-
ly suggests that the unchelated hydroxyl group of codeine
would be a better hydrogen-bond donor than the galantha-
mine one in unchelated conformations.

In addition to the infrared study, we have carried out an
NMR spectroscopy investigation of galanthamine and co-
deine solutions by using the following solvents in descending
order of polarity: [D6]DMSO, CD3CN, CD2Cl2, CCl4 (with
5 % CD2Cl2) and c-C6D12 to probe (through 1D NOE meas-
urements) the existence of secondary C14H···O4 interactions
in the two ligands as a function of the solvent polarity.
Table 1 gathers the results obtained by monitoring the dipo-
lar interactions between the methoxy hydrogen atoms and
the close phenyl hydrogen atom H2. Significant differences

are observed in the various solvents, the trends being very
similar for the two ligands. Table 1 shows a clear decrease of
the nuclear Overhauser enhancement from [D6]DMSO to c-
C6D12. This observation suggests that in polar solvents the
methoxy group is mainly in the surroundings of the phenyl
hydrogen atom. On the contrary, weak values below 10 % of
NOE enhancements are observed in apolar solvents, thereby
indicating an increase of the distance between the two
chemical groups that could favour the occurrence of a stabil-
ising C14H···O4 interaction between the methoxy group and
the furanyl oxygen. It is worth noticing that the presence of
this stabilising interaction could also explain, on the infrared
spectra in cyclohexane (Figures 1c and 2c), the shoulder ob-
served on the main O�H band of galanthamine and codeine.
These experimental observations therefore constitute anoth-
er piece of evidence in favour of the hypothesis that the che-
lated O15H···O4 band should be perturbed by the methoxy
substituent.

Quantum chemistry calculations : Theoretical investigations
have been realised to support and complete the various ex-
perimental results. In a previous work,[25] we thoroughly
studied the gas-phase galanthamine structure by using vari-
ous Hartree–Fock (HF), post-HF and DFT methods. We
have shown that its main structural features are 1) a strong
preference for the O15H···O4 chelated conformer, 2) a chair
conformation of the tetrahydroazepine ring, 3) a slight pref-
erence for an axial orientation of the N-methyl substituent
and 4) a favoured trans orientation of the methoxy group
with respect to the dihydrofuran ring. The experimental
FTIR and NMR spectroscopic data obtained above have led
us to reconsider the case of galanthamine and codeine, with
special attention devoted to the methoxy substituent orien-
tation and its ability to provide stabilising C14H···O4 intra-
molecular interactions with the furanyl oxygen within the
two ligands.

Galanthamine : In this study, only the chair conformation of
the nitrogen ring has been considered since the boat confor-
mer has previously been predicted to be present in insignifi-
cant proportion.[25] Table 2 shows the relative stabilities of
the various conformers considered in this work computed at
the LMP2/aug-cc-pVTZ(-f)//MPWB1K/6-31 +GACHTUNGTRENNUNG(d,p) level

Figure 3. Hydroxyl nOH absorption region of a) galanthamine (4 � 10�3
m)

and b) codeine (4 � 10�3
m) dissolved in various CCl4/CH3CN mixtures.

Figure 4. Hydroxyl nOH absorption region of a) galanthamine (4 � 10�3
m)

and b) codeine (4 � 10�3
m) dissolved in CCl4 in the presence of HMPA

(1 � 10�2
m).

Table 1. Evolution of the nuclear Overhauser enhancement (h) of the
phenyl hydrogen atom (H2) of galanthamine and codeine under methyl
Me14 irradiation in solvents of varying polarities, from [D6]DMSO to c-
C6D12.

[a]

Solvent h(H2) [%]
Galanthamine Codeine

[D6]DMSO 16 16
CD3CN 13 11
CD2Cl2 10 13
CCl4

[b] 9 7
c-C6D12 7 6

[a] The NOE of one peak was measured as the other one was kept satu-
rated. [b] With 5% of CD2Cl2.
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of theory. The axial position of the N-methyl substituent ap-
pears preferred; the relative populations of the gauche iso-
mers for the methoxy group represent more than one half of
the whole population. The computed data in the isolated
state show therefore that the presence of a stabilising inter-
action between the methoxy group and the furanyl oxygen
is effective, a trend that allows us to rationalise the experi-
mental observations in apolar solvents. An NBO analysis of
these gauche isomers provides evidence that this weak stabi-
lisation originates in the hyperconjugation between the lone
pair of the furanyl oxygen, n(O), and the methoxy antibond-
ing s*

(C�H) orbital (Eð2Þn!s* = 3.8 kJ mol�1). This value is on the
same order of magnitude as hyperconjugation energies com-
puted recently for C14H···O4 interactions in HB complexes
between ethers and haloforms (with Eð2Þn!s* ranging from 3.5
to 20.1 kJ mol�1).[34]

Codeine : Using a similar strategy, the structure of codeine
has been investigated with a focus on the following degrees
of freedom: 1) the hydroxyl group orientation, 2) the confor-
mation of the piperidine ring, 3) the position of the N-
methyl substituent and 4) the gauche–trans orientation of
the methoxy substituent with respect to the furanyl oxygen.
Only two structures appear to coexist in significant propor-
tion in the isolated state (Table 3). Both isomers present a
chelated hydroxyl group and a chair conformation of the pi-
peridine ring with the N-methyl substituent in equatorial po-

sition. They only differ by the gauche–trans orientation of
their methoxy group (Figure 5). It is worth noticing that,
unlike galanthamine, the axial–equatorial equilibrium of the

N-methyl group in codeine is definitely in favour of the
equatorial isomer. The boat conformers of the piperidine
ring are also notably destabilised (from about 31 to
54 kJ mol�1) as are as the unchelated hydroxyl conformers
(from about 18 to 32 kJ mol�1). The methoxy group orienta-
tion and its potential interaction with the furanyl oxygen
consequently appear to be the main degree of freedom of
codeine in the isolated state. Despite the chemical similari-
ties of the two ligands, their conformational features are
therefore very different, since in contrast, the positions of
both methoxy and N-methyl groups lead to six different
local minima in galanthamine spread over less than
4 kJ mol�1. The structural features of codeine obtained in
the present work, in solution and in the gas phase agree well
with those reported in the crystalline state. Indeed, neutral
codeine structures[35,36] unambiguously show an O15H···O4 in-
tramolecular interaction (dH···O =2.140 and 2.147 �, respec-
tively) as well as in an N-methylcodeinium iodide struc-
ture[30] despite the O15H···I� intermolecular interaction
argued by the authors. A trans orientation of the methoxy
substituent is found in both neutral codeine structures,
whereas it adopts a gauche orientation in the N-methylco-
deinium iodide structure, with a clear C14H···O4 intramolecu-
lar interaction.

At the LMP2/aug-cc-pVTZ(-f)//MPWB1K/6-31+G ACHTUNGTRENNUNG(d,p)
level of theory, the methoxy gauche–trans conformers of co-
deine are found with a population ratio of 63:37. In the case
of galanthamine, the relative proportion of gauche isomers
is slightly weaker: 57 % of the whole population. In agree-
ment with this trend, the hyperconjugation energy between
the furanyl oxygen lone pair, nO, and the antibonding orbital
of the methoxy group s*

(C�H) computed from the NBO anal-
ysis in the gauche conformer of codeine is somewhat stron-
ger (by 1 kJ mol�1) for codeine than for galanthamine. The

Table 2. Relative Gibbs energies, DG8, and populations, pi, of galantha-
mine conformers with corresponding structural features.

OH
orientation

N-Ring
conformation

N-Methyl
position

MeO
orientation

DG8[a] pi
[b]

chelated chair axial trans 0.0 28.6
gauche 1 0.9 19.6
gauche 2 1.8 13.7

equatorial trans 1.8 14.0
gauche 1 1.1 18.1
gauche 2 3.9 6.0

open chair axial gauche 1 17.2 0.0
gauche 2 18.6 0.0

[a] In kJ mol�1 at the LMP2/aug-cc-pVTZ(-f)//MPWB1K/6-31+G ACHTUNGTRENNUNG(d,p)
level of theory. [b] Conformer population [%].

Table 3. Relative Gibbs energies, DG8, and populations, pi, of codeine
conformers with corresponding structural features.

OH
orientation

N-Ring
conformation

N-Methyl
position

MeO
orientation

DG8[a] pi
[b]

chelated chair equatorial gauche 0.0 63.3
trans 1.4 36.3

axial trans 13.4 0.3
gauche 15.3 0.1

boat equatorial trans 31.3 0.0
axial trans 54.0 0.0

open chair equatorial trans 20.4 0.0
gauche 18.3 0.0

axial trans 32.6 0.0
gauche 32.4 0.0

[a] In kJ mol�1 at the LMP2/aug-cc-pVTZ(-f)//MPWB1K/6-31+G ACHTUNGTRENNUNG(d,p)
level of theory. [b] Conformer population [%].

Figure 5. Optimised structures of codeine showing the chelated hydroxyl
group, the chair conformation of the piperidine ring with its N-methyl
substituent in equatorial position and the a) trans and b) gauche orienta-
tion of the methoxy group.
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stabilising C14H···O4 intramolecular interaction therefore ap-
pears effective in both ligands in the isolated state and
seems to be stronger in codeine. A direct consequence of
this interaction is that the furanyl and hydroxyl surroundings
in codeine should be more disturbed by the methoxy group.
These theoretical trends are consistent with the IR spectra
recorded in cyclohexane (Figures 1c and 2c), which suggest
the presence of two gauche and trans conformers. In the nOH

stretching region, a greater contribution of the shoulder at
high wavenumber is observed in the codeine spectra relative
to the galanthamine one. The measured blueshift between
the main band and the shoulder is also slightly greater in co-
deine solution (about 10 cm�1 vs. 7 cm�1). The predicted
blueshift of + 15 cm�1 found in codeine is in good agree-
ment with the experimental data and much more significant
than the weak blueshift (+2 cm�1) found for galanthamine.

Experimental FTIR results suggest that the galanthamine
intramolecular O15H···O4 interaction is stronger than the co-
deine one and is thus more difficult to break to form an in-
termolecular interaction with a hydrogen-bond acceptor
(Figures 3 and 4). Given the relative energies gathered in
Tables 2 and 3, both values of 17.2 and 18.3 kJ mol�1, ob-
tained for galanthamine and codeine, respectively, are com-
parable to those computed in guaiacol[37,38] for the energy
stabilisation brought by the intramolecular HB between the
phenolic hydroxyl and methoxy groups (around
18 kJ mol�1). Relative to codeine, a slightly larger destabili-
sation (about 10 %) of the unchelated conformers of gal-
anthamine confirms the somewhat greater robustness of its
intramolecular O15H···O4 interaction. This behaviour is cor-
roborated by theoretical descriptors such as the electrostatic
potentials Va(r) and Vmin and the interaction energies Eð2Þn!s*
(Table 4). Galanthamine is indeed found to present a stron-
ger interaction between the furanyl oxygen lone pairs n(O)

and the antibonding s*
(O�H) orbital with the NBO analysis. It

is even stronger than the interaction energy that occurs in
guaiacol found at the same level of theory (Eð2Þn!s* =

14.2 kJ mol�1) or at the MP2/6-31+G ACHTUNGTRENNUNG(d,p) level (Eð2Þn!s* =

16.9 kJ mol�1).[38] In the chelated conformers, the consider-
ation of the minimum electrostatic potential value, Vmin, cal-
culated around the hydroxyl oxygen atom, is also instructive.
The galanthamine value is significantly more negative than
the codeine one (Table 4), thereby suggesting in galantha-
mine a stronger charge transfer from the furanyl oxygen to
the hydroxyl group, which therefore results in a stronger
electron density on the hydroxyl oxygen lone pairs. On ac-
count of the stronger intramolecular interaction, the gal-

anthamine hydroxyl group seems to act with more difficul-
ties as a hydrogen-bond donor, as observed in ternary solu-
tions with hydrogen-bond acceptors such as acetonitrile and
HMPA. Indeed, the larger stabilisation induced by the intra-
molecular O15H···O4 interaction decreases the availability of
its hydroxyl group. For codeine, the slightly larger electro-
static potential value, Va(r), calculated around the hydroxyl
hydrogen atom for the unchelated conformers, seems to in-
dicate that it must be a stronger HB donor than the galanth-
amine one (Table 4). Furthermore, this feature is consistent
with the greater frequency shift observed upon intermolecu-
lar complexation with HMPA.

Hydrogen-bond acceptor sites of codeine and galanthamine :
With an endocyclic nitrogen, a methoxy group, a furanyl
and a hydroxyl oxygen, codeine, as well as galanthamine,
shows no fewer than four potential acceptor sites for hydro-
gen bonding. Moreover, the presence of several conformers
makes the evaluation of the corresponding individual affini-
ties difficult. Nevertheless, a first simplification comes from
the furanyl oxygen. Both compounds are found in CCl4 or
C2Cl4 to be present almost exclusively with their hydroxyl
group chelated to this atom, and the consideration of the
electrostatic potential molecular surface of the two conform-
ers of codeine points out the absence of a complexation site
specific to the furanyl oxygen. Indeed, this site either shows
a common nucleophilic region with the methoxy oxygen
(Figure 6a) or is no longer available to a hydrogen-bond
donor when involved in intramolecular interaction with both
hydroxyl and methoxy groups (Figure 6b). From this point
of view, codeine has the same behaviour as galanthamine.[26]

A first experimental qualitative characterisation of these
hydrogen-bond acceptor sites can be carried out by consid-
ering the behaviour of galanthamine and codeine in the
presence of four hydroxyl hydrogen-bond donors. pFP is the
reference hydrogen-bond donor (HBD) used for the pKBHX

determination, MeOH is usually selected for the Dn(OH)

Table 4. Comparison of weighted theoretical descriptors characterising
the hydroxyl moieties of galanthamine and codeine, interaction energies
Eð2Þn!s*, electrostatic potential values, Vmin and Va(r) [kJ mol�1].

Galanthamine Codeine

chelated conformers
Eð2Þn!s* 18.6 16.2
Vmin ACHTUNGTRENNUNG(O15) �241.6 �227.6
unchelated conformers
Va(r)ACHTUNGTRENNUNG(H16) 849.6 851.7

Figure 6. Molecular electrostatic potential maps of a) trans and b) gauche
conformers of codeine. A common nucleophilic region between the fur-
anyl and the methoxy oxygen atoms is found for the trans conformer,
whereas the lone pairs of the furanyl oxygen atom are no longer avail-
able in the gauche conformer.

www.chemeurj.org � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Chem. Eur. J. 2011, 17, 11637 – 1164911642

J. Graton et al.

www.chemeurj.org


frequency-shift measurements, and 2,2,2-trifluoroethanol
and ethanol show intermediate hydrogen-bond acidity and/
or basicity. The following trends can be drawn from the cor-
responding IR spectra (Figure 7). With the acidity decrease

in the hydrogen-bond donor (pFP>CF3CH2OH>EtOH�
MeOH),[39] one can observe a decrease in the Dn(OH) fre-
quency shifts for the complexation bands 1 and 2 (Table 5).
On account of their Dn(OH) values, complexes 1 and 2 can
only be attributed to the association of the hydrogen-bond
donor on the nitrogen site and on the chelated hydroxyl

oxygen, respectively. With methanol, the frequency shifts of
n(OH) upon associations greater than 375 cm�1 can indeed
be found for amines, amine-N-oxides, amidines or anions.[31]

Complex 1 thus corresponds unequivocally to the associa-
tion on the endocyclic nitrogen (Dn(OH)=379 and 381 cm�1

for codeine and galanthamine, respectively (Figure 6d)). In
the aromatic ether family, by using pFP as HBD the greatest
Dn(OH) value ever measured (219 cm�1 for 2,6-dimethylani-
sole)[31] is significantly weaker than the frequency shift of
complex 2 (Dn(OH)=241 and 279 cm�1 for codeine and gal-
anthamine, respectively (Figure 6a)). With their two vicinal
oxygen atoms on the aromatic moiety, galanthamine and co-
deine are expected to possess a strong hydrogen-bond ac-
ceptor site rather than two weak aromatic ether sites.
Indeed, three-centred complexes are the most stable interac-
tion geometry found in structures such as 1,2-dimethoxyben-
zene with hydrogen-bond donors, as shown, for example,
with water.[40] A strong basicity increase results in the lone
pairs overlap, illustrated on the pKBHX scale by the great dif-
ference between anisole and 1,2-dimethoxybenzene
(pKBHX =�0.07 and 1.16, respectively).[31] Despite this basic-
ity increase, the frequency-shift value of pFP upon complex-
ation with 1,2-dimethoxybenzene is still rather weak
(149 cm�1) and even weaker than that observed for the two-
centred complex with anisole (168 cm�1).[31] As a conse-
quence, complex 2 observed in galanthamine and codeine
spectra cannot be attributed to the association of HBD on
their aromatic ether group but rather on their hydroxyl
group. These values (Dn(OH)= 241 and 279 cm�1) are con-
sistent with the value found for b-N,N-dimethylamino-1-phe-
nylpropanol (324 cm�1), which contains a chelated hydroxyl
group and shows the strongest hydrogen-bond basicity ever
measured in the alcohol family.[22] A third complex 3, which
occurs on the aromatic ether site, can be guessed for the
strongest HBDs used, pFP and 2,2,2-trifluoroethanol, but is
no more detectable when using ethanol and methanol on ac-
count of the energy loss of the codeine and galanthamine
n(OH) stretching vibration (hachured area on Figure 6). In
the isolated state, the optimisation of the pFP···galantha-
mine and pFP···codeine 1:1 HB complexes formed on the
various acceptor sites has been carried out to obtain the the-
oretical frequency shifts of the pFP n(OH) stretching vibra-
tion upon complexation. The nitrogen, hydroxyl and me-
thoxy complexes show Dn(OH) around 600, 280 and
160 cm�1, respectively, thus validating the experimental attri-
bution.

Finally, a fourth complex (4), around 3400 cm�1, appears
in the presence of ethanol and methanol, especially for the
codeine solutions (Figure 6c and d). Actually, these two
HBDs contain hydroxyl oxygen atoms with a hydrogen-
bond basicity (pKBHX = 1.02 and 0.82, respectively)[41] on the
same order of magnitude than acetonitrile (pKBHX =0.91).[33]

This fourth band is therefore attributed to a HB complex in
which ethanol (or methanol) no longer plays the role of
HBD but rather acts as a hydrogen-bond acceptor (HBA)
complexed with the hydroxyl moiety of unchelated codeine.
As found with CH3CN and HMPA, the relative proportion

Figure 7. Hydroxyl nOH absorption region of a) pFP, b) CF3CH2OH,
c) EtOH and d) MeOH dissolved in CCl4 with a small amount of galanth-
amine (non-bold) and codeine (bold).

Table 5. Experimental Dn(OH) frequency shifts [cm�1] of various HB
donors upon complexation with the nitrogen and hydroxyl HB-acceptor
sites of codeine and galanthamine.

HBA! Nitrogen site Hydroxyl site
HBDfl codeine galanthamine codeine galanthamine

p-fluorophenol �800 �800 241 279
2,2,2-trifluoroethanol 517 508 179 229
ethanol 411 405 95 135
methanol 379 381 104 124
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of complex 4 is significantly weaker in galanthamine solu-
tions on account of the more robust chelation for this
ligand. With the weaker acceptor ability of trifluoroethanol
and pFP hydroxyl groups, these peculiar interactions are no
longer observed (Figure 6a and b). Since the quantitative
determination of the HB basicity is carried out with pFP in
CCl4 solution, these complexes that do not occur with this
reference HBD will not falsify the experimental measure-
ments.

Hydrogen-bond basicity of codeine and galanthamine :
Given the three HB acceptor sites found above, we will now
focus on the comparison of their interaction strengths with
pFP, the reference hydrogen-bond donor used to build the
pKBHX scale. Galanthamine is not stable enough in CCl4 to
allow the determination of the complexation equilibrium
constant in this solvent, so the measurements have therefore
been carried out in C2Cl4. Numerous amines precipitate in
CCl4 but do not react with C2Cl4. Moreover, equilibrium
constant values are not significantly different in this solvent
and can therefore be directly compared with those measured
in CCl4.

[42] Despite the strong structural similarities between
galanthamine and codeine, their apparent equilibrium con-
stants are significantly different, Kapp = 88.4 and
50.8 L mol�1, respectively. Galanthamine therefore gains
75 % of whole hydrogen-bond basicity by comparison with
codeine. One must keep in mind that this equilibrium con-
stant is global, that is to say, it corresponds to the sum of in-
dividual equilibrium constants on each acceptor site, weight-
ed by the fractional population of each conformer [see
Eq. (1) in the Experimental Section]. Determining the
origin of this basicity increase (global; on all acceptor sites
or only some of them) appears useful in gaining a deeper
understanding of the behaviour of the ligands during molec-
ular recognition process.

In ideal cases, the global apparent constant can be experi-
mentally separated into individual equilibrium constants,
provided that each acceptor site holds a spectroscopic probe
significantly perturbed by hydrogen-bond complexation. For
example, the KC=O and KN equilibrium constants in cotinine
have been measured individually thanks to the shift of the
amide carbonyl group nC=O and the pyridine nitrogen n1

stretching vibrations, respectively.[43] Unfortunately, none of
the acceptor sites in galanthamine or codeine holds such a
spectroscopic probe, and their individual constants are con-
sequently not directly reachable. Nevertheless, we have
shown above that the HBD nOH stretching mode was signifi-
cantly shifted towards low frequencies upon complexation.
Moreover, it is well established that this frequency shift is
significantly correlated to the HB basicity, provided that the
pKBHX–Dn(OH) relationship is considered inside a homoge-
neous family (defined as a set of bases that hold the same
HBA atomic site within the same function and subfunction
with comparable steric hindrance).[33,42,44–49] Hence, an in-
crease in HB basicity is followed by an increase in the fre-
quency shift when considering equivalent acceptor sites. The
comparison of frequency shifts (Figure 6 and Table 5) re-

veals that whatever the HBD used, the hydroxyl site (com-
plex 2) of codeine appears significantly less basic than the
galanthamine one. The nitrogen sites of codeine and gal-
anthamine (complex 1) seem to show equivalent HB basici-
ties, but tertiary amines are very sensitive to steric effects,
thereby leading to a significant decrease in HB basicity de-
spite a strong frequency shift in sterically hindered
amines.[50] For this reason, the nitrogen sites of galanthamine
and codeine must be compared with caution on the basis of
the frequency-shift values, since their methyl group is either
on an axial or equatorial position. On account of the energy
loss around 3570 cm�1, the position of the third complex on
their methoxy group is also difficult to estimate with enough
accuracy.

Quantum chemistry calculations support these experimen-
tal observations and supply further quantitative data. For
each significant conformer of galanthamine and codeine, the
calculated Vmin values are gathered in Table 6 for the nitro-

gen, the hydroxyl and the methoxy sites. The corresponding
equilibrium constants, calculated using the calibration line
(3) (see later; [Eq. (3)]), are also reported in this table. As
suggested by the experimental results, the two main accept-
or sites were found to be the nitrogen and the hydroxyl
oxygen atoms. The methoxy oxygen atom remains a weak
HB acceptor site whatever the gauche or trans conformer
considered. As expected, the hydroxyl site is notably influ-
enced by the secondary C14H···O4 interaction in the gauche
conformation since the bifurcated intramolecular HB indu-
ces a significant weakening of electron density on the hy-
droxyl oxygen lone pairs, thereby leading to a decrease by a
factor close to two of the corresponding equilibrium con-
stants relative to the one predicted for the trans conforma-
tion. In galanthamine, one can see that the nitrogen atom is
a significantly stronger HB acceptor in the equatorial con-
formation relative to the axial one.

In Table 7, the mean equilibrium constants, K̄calcd, on each
acceptor site are calculated from the weighting by the popu-
lation of the respective conformers, and the total equilibri-
um constants are obtained by following Equation (1) (see

Table 6. Minimum electrostatic potential (Vmin) [kJ mol�1] calculated at
the MPWB1K/6-31 +G ACHTUNGTRENNUNG(d,p) level of theory and predicted equilibrium
constants (Kcalcd) [dm3 mol�1] on the HB-acceptor sites of galanthamine
and codeine.

Structure Nitrogen site N14 Hydroxyl site O4 Methoxy site O13

Vmin Kcalcd Vmin Kcalcd Vmin Kcalcd

Gal-ax-trans �233.6 26.4 �247.8 50.0 �179.4[a] 2.3
Gal-ax-gauche1 �227.0 19.6 �239.0 33.6 �180.3[b] 2.4
Gal-ax-gauche2 �229.7 22.2 �229.0 21.5 �173.3[b] 1.8
Gal-eq-trans �252.6 61.9 �250.9 57.4 �182.7[a] 2.7
Gal-eq-gauche1 �245.7 45.5 �241.0 36.8 �183.1[b] 2.7
Gal-eq-gauche2 �248.2 50.9 �232.0 24.6 �175.9[b] 2.0
Cod-eq-gauche �227.9 20.4 �223.5 16.8 �181.8[b] 2.6
Cod-eq-trans �234.4 27.3 �234.7 27.8 �176.8[a] 2.1

[a] Vmin value located between the furanyl and methoxy oxygen atoms.
[b] Vmin value located on the methoxy oxygen atom.
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the Experimental Section). As experimentally shown, gal-
anthamine appears to be a stronger HB-acceptor compound
than codeine. In addition, theoretical results show that the
contribution comes from both nitrogen and especially hy-
droxyl oxygen atoms, since their individual equilibrium con-
stants increase by 50 and 100 % from codeine to galantha-
mine, respectively.

Comparison of the galanthamine and codeine interactions in
AChBP and AChE environments : To probe the interactions
differences between the two alkaloids and their biological
targets, we have used crystallographic structures of galantha-
mine complexes with AChBP and AChE as templates since
no Protein Data Bank (PDB) entry is available for codeine.
The strong interest in galanthamine derivatives as promising
AChE inhibitors has indeed led to a significant number of
studies devoted to the structural characterisation of their
complexes with the enzyme.[51–54] In the same vein, the APL
activity of galanthamine and codeine towards nAChRs has
recently led to the resolution (through X-ray crystallogra-
phy) of a complex between galanthamine and AChBP.[17]

Figure 8 shows the overlay of codeine and galanthamine
on their pharmacophoric elements (see the molecular mod-
elling paragraph in the Experimental Section) in the binding
site of AChE. The interactions of codeine with AChE

appear very similar to galanthamine. Indeed, some of the
specific interactions with AChE residues come out to be
preserved together with the mediated HB interactions with
conserved water molecules.[55] The hydroxyl group (O15H) of
codeine is thus close to the carboxylate group of Glu199
and to the water molecule (W1 in Figure 8), which is itself
involved in a characteristic network that includes Ser200
and the main chain NH groups of the oxyanion hole resi-
dues (Gly118 and Gly119). It is worth noting that, as with
galanthamine, the oxygen atoms of the methoxy group (O13)
and of the furanic ring (O4) appear well positioned to partic-
ipate in HB with the same water molecule. However, a close
examination of the environment of the two alkaloids in the
vicinity of their saturated ring nitrogen atom suggests signif-
icant differences. First, contrary to galanthamine, the nitro-
gen atom of codeine is not correctly oriented for HB inter-
actions with the water molecule (W2 in Figure 8) that is en-
gaged in a strong HB with the nitrogen atom of galantha-
mine (dACHTUNGTRENNUNG(N···O)= 3.3 �).[53,55] This observation must of
course be considered with caution on account of the mobili-
ty of water molecules in protein crystallographic structures.
More importantly, as shown in Figure 9, none of the carbon

atoms of the saturated ring of codeine are close to the pyr-
role ring of Trp84. This feature is noticeable since Trp84 is
involved in the so-called anionic subsite of the catalytic site
(CAS) of AChE, thereby making p-cation interactions with
the quaternary group of acetylcholine.[56–59] Furthermore, the
double bond of the cyclohexene ring is too far (distance be-
tween the centroids is approx. 5.8 �) to be involved in a p–
p stacking interaction with Trp84 as observed with galantha-
mine (distance between the centroids is approximately
4.4 �). In contrast, no significant differences are noticeable
with regards to the distances between the centroids of the
saturated ring of galanthamine or codeine and Phe330, an-
other aminoacid that belongs to the anionic subsite.

Using the same approach, Figure 10 shows the overlay of
galanthamine and codeine in the binding site of AChBP. In
contrast with the previous observations with AChE, all in-
teractions with the protein environment appear now to be

Table 7. Weighted predicted equilibrium constants (K̄calcd) [dm3 mol�1] on
the HB-acceptor sites of galanthamine and codeine.

Structure Nitrogen
site N14

Hydroxyl
site O4

Methoxy
site O13

Ktot,calcd Ktot,exp

galanthamine K̄calcd 34.4 40.0 2.4 76.7 88.4
pKBHX 1.54 1.60 0.37

codeine K̄calcd 22.9 20.8 2.3 46.1 50.8
pKBHX 1.36 1.32 0.38

Figure 8. Overlay of codeine and galanthamine in the binding site of
AChE (1QTI PDB entry).

Figure 9. Key interactions between a) galanthamine and b) codeine with
selected binding-site residues of AChE (1QTI). The distances between
the rings are indicated with respect to their centroids (spheres in the fig-
ures).
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conserved for the two ligands (for the oxygen atoms as well
as for the atoms of the saturated nitrogenated rings). The
phenolic hydroxyl of Tyr188 is in close proximity to the O13,
O4 and O15 oxygen atoms of the two ligands and might give
rise to HB interactions. On the nitrogenated side of the two
ligands, the nitrogen atom of neither molecule is correctly
positioned to allow the formation of an HB interaction with
the main chain carbonyl group of Trp147, as shown in
Figure 11. However, this interaction can be replaced in the
two molecules by one in which the positively charged
methyl group (C19H) fulfils this role (d(C19···OTrp147) of 2.87
and 2.99 �, respectively, for galanthamine and codeine).
Furthermore, it is worth noting that the same methyl group
can be involved in interactions with the electronic cloud of
Trp147 (dACHTUNGTRENNUNG(C19···Ce)= 3.62 and 3.43 �, respectively, in gal-
anthamine and codeine), thus fulfilling the requirement of
cation–p interaction necessary for binding to nAChRs.
Lastly, the distances between the centroids of the saturated
nitrogenated ring of galanthamine or codeine to the centroid

of Tyr195 are of the same order of magnitude (respective
values of 6.5 and 6.2 �).

On the whole, this analysis allows us to point out signifi-
cant differences in terms of interactions between galantha-
mine and codeine with AChE that might partly explain the
difference in biological activity of the two molecules with re-
spect to this enzyme. With regards to the interactions of the
two molecules with AChBP, this preliminary study does not
point out important changes in key interactions with
AChBP, an observation that might be at the origin of the
APL activity of the two ligands.

The comparison between the protein-bound and isolated
ligand structures can only be made on galanthamine, since
no bound structures of codeine are available. The hydroxyl
(O15H) group of galanthamine is consistently involved in an
intermolecular interaction with the carboxylate group of
Glu199 in AChE. This behaviour is in agreement with the
much stronger HB basicity of the carboxylate group of
Glu199 relative to the O4 furanic oxygen. Furthermore, a
trans orientation of the methoxy group with respect to the
furanic oxygen O4 is systematically observed in the AChE
environment, whereas it is either found in a gauche or trans
orientation in the AChBP binding site. These observations
are in line with the flexibility, according to the chemical en-
vironment, of the OH···O and CH···O structural features
pointed out experimentally in solution and theoretically
through quantum chemistry calculations, the intramolecular
interactions being preferred in apolar media. The low values
of the rotation barriers involved in galanthamine (C6�O15

and C3�O13) explain this ease of adaptation to the chemical
environment.[25]

This analysis of the respective behaviours of galanthamine
and codeine in protein (AChE and AChBP) environments
suggests interesting trends with regard to their difference of
biological activities. However, they must be considered with
caution and require further molecular modelling investiga-
tions (molecular docking, molecular dynamics and QM/MM
studies) that are beyond the scope of this paper.

Conclusion

This work shows that C14H···O4 and O15H···O4 intramolecu-
lar interactions have a significant influence on the confor-
mational preferences of galanthamine and codeine. These
intramolecular interactions are strongly dependent on the
environment; they are preferentially observed in apolar sol-
vents and in the isolated state. The intramolecular O15H···O4

HB is significantly stronger in galanthamine; the C14H···O4

interactions have similar features in the two molecules. The
global HB-accepting strength of galanthamine is about 75 %
greater than codeine, mainly because of the greater HB ba-
sicity of the hydroxyl group.

Altogether, the various experimental and theoretical in-
vestigations conducted in solution and in the isolated state
in the present work provide, for the first time, a detailed
comparison of the structural and HB properties of these two

Figure 10. Overlay of codeine and galanthamine in the binding site of
AChBP (2PH9 PDB entry).

Figure 11. Key interactions between a) galanthamine and b) codeine with
selected binding site residues of AChBP (2PH9 PDB entry). The distan-
ces between the rings are indicated with respect to their centroids
(spheres in the figures).
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alkaloids of biological interest. In particular, it allows us to
point out how subtle chemical differences can lead to signifi-
cant changes in terms of HB properties that can have an
impact on their behaviour in molecular-recognition process-
es. With regard to receptor and enzyme environments, a
comprehensive molecular modelling study through docking,
molecular dynamics and QM/MM studies would be of
strong interest to complement this preliminary study and de-
cipher in depth the binding of the galanthamine and codeine
to AChE and AChBP.

Experimental Section

FTIR spectroscopy : Infrared spectra were recorded using a Fourier trans-
form spectrometer Bruker Tensor 27 at a resolution of 1 cm�1. We carried
out the characterisation of the n(OH) stretching vibration of galantha-
mine and codeine, and the effect of the solvent or the co-solute, by using
either KBr cells of 0.2 and 0.1 cm path lengths, or infrasil quartz cells of
1 and 0.2 cm path lengths when a temperature variation was needed.
These latter cells were thermostat-controlled by a Peltier effect regula-
tion in the range �5 to +100 8C depending on the solvent used. Thermo-
dynamic measurements of hydrogen-bonding complexation were ob-
tained following the standard procedure[32] from the absorbance decrease
in the OH absorption of pFP (n(OH) =3614 cm�1; e=

237 dm3 mol�1 cm�1) in dilute ternary pFP–base–CCl4 solutions at 25 8C,
and leading to pKBHX values.[31] When the basicity measurement was car-
ried out on polybasic compounds or on several conformers in thermody-
namic equilibrium, the decrease in absorbance of the OH vibration band
was due to the sum of the various complexations at the different sites of
the same molecule and/or on the multiple conformers. In these situations,
it can be shown that the apparent equilibrium constant Kapp measured by
the standard method is the sum of the equilibrium constants Ki,j on the
different sites j, weighted by the fractional population pi of each confor-
mer i found in solution [Eq. (1)]. The important condition is that the sol-
utions are diluted enough so that only 1:1 complexes are present in solu-
tion.

Kapp ¼
X

i;j

piKi;j ð1Þ

NMR spectroscopy : All 1H NMR spectra were recorded at 298 K with a
5 mm dual probe using a Bruker Avance 400 DPX spectrometer operat-
ing at 9.4 T, except for the sample in CCl4, which was studied using a
Bruker Topspin 500 spectrometer operating at 11.7 T. Using the Avance
400 DPX spectrometer, free induction decays (FIDs) were accumulated
in 16 K channels, with a spectral width of 7 ppm, an acquisition time of
2.9 s, using 908 read pulses of a duration between 11.4 and 12.2 ms, and 16
to 32 transients. Using the Topspin 500 spectrometer, FIDs were accumu-
lated in 32 K channels, with a spectral width of 8 ppm, an acquisition
time of 4.13 s. The standard 1H spectrum of galanthamine was interpreted
using the attribution made in a preliminary work[29] and COSY spectros-
copy performed on the sample in C6D12 solvent.

Further details on the experimental methods are available in the Sup-
porting Information.

Computational methods : Theoretical calculations were performed using
Gaussian 03[60] and Jaguar[61] program packages.

Conformational study : On account of their excellent performance-to-cost
ratio, DFT methods constitute a very appealing approach. The MPWB1K
functional, recently developed by Truhlar and Zhao,[62] gives improved
results relative to many other DFT functionals for energy-barrier predic-
tions and non-bonded interactions such as hydrogen bonding.[62–65] In the
present work, we selected the 6-31+G ACHTUNGTRENNUNG(d,p) basis set to carry out a con-
formational study of codeine and galanthamine. The harmonic frequen-

cies were computed to characterise the stationary points and to estimate
the zero-point vibrational energy (ZPVE) corrections.

Due to the ability of codeine and galanthamine to show stable conforma-
tions including intramolecular interactions, single-point calculations were
carried out at the LMP2/aug-cc-pVTZ(-f)//MPWB1K/6-31+G ACHTUNGTRENNUNG(d,p) level
of theory.[66] Estimated ZPVE corrections and thermodynamic parame-
ters from MPWB1K/6-31+G ACHTUNGTRENNUNG(d,p) harmonic frequencies were used at the
LMP2/aug-cc-pVTZ(-f)//MPWB1K/6-31+G ACHTUNGTRENNUNG(d,p) level. The population
of the various conformers was evaluated from the computed Gibbs ener-
gies through a Boltzmann distribution according to the relation [Eq. (2)]:

pi ¼
e�DGi=RT

Pn
i¼l e�DGi=RT

ð2Þ

Characterisation of HB properties: Galanthamine and codeine are present
in several conformations in CCl4 and the conformers may have different
HB basicities. Thus, theoretical calculations must take into account the
flexibility of the monomer to gain a better insight into the structural de-
pendence of the HB basicity. In recent works,[22, 67] we have shown that a
weighting of the electrostatic potentials or interaction energies by Boltz-
mann populations provides satisfactory descriptions of the experimental
HB basicities.

Since the original work of Murray and Politzer,[68–71] it has been consis-
tently shown that HB basicity and the minimum electrostatic potential
are pretty well correlated on account of the mainly electrostatic character
of the HB interaction. When calculated at the molecular surface, defined
by the 0.001 eBohr�3 contour of the electronic density,[72] the so-called
Vs,min values lead however to family-dependent (by atomic site and chem-
ical function) relationships with HB basicity.[24, 42, 50, 73, 74] An alternative to
this drawback can be the calculation of the absolute minimum value,
Vmin, of the electrostatic potential since “there is usually not a parallel,
nor even a one-to-one correspondence between Vmin and Vs,min, at least in
part because the latter reflect to a greater extent the overlapping of nega-
tive regions associated with different atoms”.[75] As a consequence some
authors rather chose the Vmin descriptor for HB basicity predic-
tion.[70, 73, 76, 77] For a training set that contained 45 oxygen and nitrogen
compounds, we found that the pKBHX parameter is indeed pretty well cor-
related with the Vmin descriptor [Eq. (3)].[78] This sample contains the
main chemical functions found in organic chemistry and listed in the
pKBHX database,[31] such as nitriles, pyridines, amines, ethers, ketones, al-
dehydes and sulfoxides.

pKBHX ¼ �1:95 ðVmin=100Þ�3:14

correlation coefficient ðrÞ ¼ 0:982,

standard deviation ðsÞ ¼ 0:15,

number of points ðnÞ ¼ 45

ð3Þ

HB acidity can be equally well characterised by an electrostatic descrip-
tor such as Vs,max or rather Va(r) as recently recommended by Kenny.[76]

The Va(r) descriptor is defined as the molecular electrostatic potential
calculated at a distance r=0.55 � from the donor hydrogen atom along
the axis defined by the vector formed by the hydrogen and the atom to
which it is bonded. The Va(r) values have been calculated on the hydrox-
ylic hydrogen atom of the unchelated conformers for the characterisation
of their HB acidity.

In the natural bond orbital (NBO) approach,[79] a hydrogen bond is
viewed as an interaction between an occupied non-bonded natural orbital
of the acceptor atom n(A) and the unoccupied anti-bonding orbital of the
DH bond s*(DH). The NBO interaction Eð2Þn!s* is estimated at the
MPWB1K/6-31+ GACHTUNGTRENNUNG(d,p) level in the case of intramolecular interactions
that occur in galanthamine and codeine structures, between oxygen lone
pairs, n(O), and O�H or C�H anti-bonding orbitals s*(OH) and s*(CH).

Further details on the computational methods are available in the Sup-
porting Information.
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Structure et interactions moléculaires d’agonistes et de modulateurs allostériques des 
récepteurs nicotiniques de l’acétylcholine 

 
La découverte de l’acétylcholine binding protein (AChBP) a permis des avancées majeures dans 

la caractérisation des récepteurs nicotiniques de l’acétylcholine (nAChRs). Dans le cadre de ce travail, 
une approche combinant la mise en œuvre de méthodes expérimentales et de calculs quantiques issus de 
la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) a été utilisée pour (i) déterminer les conformations de 
basse énergie et les interactions d’une série de ligands des nAChRs (l’ACh, la nicotine, l’épibatidine, la 
galanthamine et la codéine) (ii) mettre à jour un motif structural de l’AChBP jouant un rôle majeur dans 
l’interaction avec les agonistes (iii) étudier la complexation de trois ligands avec un modèle 
tridimensionnel du site de fixation par une méthode mixte QM/QM’. Ainsi, malgré l’importante 
similitude structurale de la galanthamine et de la codéine, la confrontation des résultats obtenus au cours 
de ce travail révèle des différences d’interactions par liaison H significatives entre les deux composés. Par 
ailleurs, le motif structural mis à jour, qui comprend le Trp 143, impliqué dans la fixation des agonistes, 
et l’Asp 85, hautement conservé dans la famille des canaux ioniques, a été caractérisé de façon 
approfondie, l’influence d’un effet coopératif sur le réseau de liaison H formé étant démontrée. Enfin, 
l’ordre énergétique d’interaction ACh<Nicotine<Epibatidine rapporté dans la littérature a été reproduit 
par nos simulations, validées par le bon accord des résultats obtenus avec les données expérimentales 
disponibles. Cette séquence d’affinité a été rationalisée par une analyse fine de paramètres géométriques 
clés des interactions agonistes-AChBP. 
 
Mots clés : Acétylcholine binding protein (AChBP)-agonistes des nAChRs- calculs théoriques- liaison 
hydrogène  
 
Structure and molecular interactions of agonists and allosteric modulators of nicotinic 
acetylcholine receptors   
 
 The discovery of the Acetylcholine Binding Protein (AChBP) has allowed major breakthroughs 
in the characterization of nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs). In this work, a combined approach 
based on the use of various experimental methods and of theoretical calculations from density functional 
theory (DFT) has allowed to (i) determine the conformations and interactions of five nAChRs ligands 
(ACh, nicotine, epibatidine, galanthamine and codeine) in various environments (ii) shed light on a 
structural motif of AChBP playing a key role in the agonist binding (iii) study the complexation of ACh, 
nicotine and epibatidine with a three dimensional model of the AChBP binding site through a mixed 
QM/QM’ approach. Thus, despite the important similarities of galanthamine and codeine, the 
confrontation of the results obtained from the various approaches used in this work reveals significant 
differences of hydrogen-bond interactions of the two compounds. Furthermore, the structural motif we 
have found, which includes the Trp 143, involved in the agonists binding, and the Asp 85, highly 
conserved in the ion channels family, has been deeply characterized, the influence of a cooperative effect 
on the H-bond network formed being demonstrated. Finally, the energetic ranking of interaction of the 
three ligands ACh<Nicotine<Epibatidine reported in the literature has been reproduced by our 
simulations, the results obtained being validated by their good agreement with the experimental data 
available. This affinity sequence has been rationalized by a comprehensive analysis of key geometric 
parameters of agonists-AChBP interactions. 
 
Keywords : Acetylcholine binding protein (AChBP)- nAChRs agonists- theoretical calculations - 
hydrogen-bonding 
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