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Introduction générale

La connaissance de la structure des molécules est cruciale dans tous les secteurs de
la chimie. En effet, toute synthése organique s’achéve par un controle précis du produit
obtenu. De méme, I'extraction et I'isolement d’une substance d’origine naturelle sont suivis
par une étape de détermination de structure.

L’analyse structurale a pour but la connaissance de la nature et de I’enchainement
des atomes ainsi que la détermination de la configuration absolue des éventuels centres
asymétriques. Elle peut s’apparenter & une véritable enquéte sur l'identité et les liens des
constituants d’une molécule. Ainsi, une structure est obtenue a partir de 1’assemblage
d’informations et du recoupement d’indices fournis par de multiples techniques d’analyse.

La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est une technique expérimentale devenue
incontournable dans le processus d’analyse des molécules organiques car il s’agit d’une
méthode trés informative a tous niveaux (nature et proximité des atomes). La RMN
ne se limite évidemment pas a ’analyse des petites molécules en solution mais posséde
également un grand potentiel dans I'analyse de systémes complexes comme les protéines
et pour 'analyse de produits en phase solide.

L’étude d’une structure est constituée par un ensemble d’actions répétées a chaque
nouvelle analyse. De ce constat nait le challenge de I'automatisation de l'analyse des
structures.

Les travaux de ce manuscrit se limitent au cadre de ’analyse structurale de petites
molécules organiques. L’étude de systémes plus complexes comme les protéines nécessite
des techniques expérimentales et une méthodologie d’interprétation des données diffé-
rentes. [’objectif de la thése est le développement de logiciels d’aide a I'interprétation des
spectres RMN.

La premiére partie du manuscrit situe le sujet de I’étude en rappelant le contexte et
en faisant un point sur ’état de 'art dans le domaine. Elle permet ainsi d’introduire les
méthodes et les outils d’aide a I'analyse structurale. Les expériences de RMN sont brie-
vement rappelées avant une présentation successive des outils de prédiction des spectres
RMN, puis de I’évolution des logiciels d’élucidation structurale et enfin des logiciels de

vérification de structure.

La seconde partie traite des améliorations qui ont été apportées au logiciel d’élucida-
tion structurale LSD durant cette thése. Tout d’abord le logiciel est présenté en détail
afin d’appréhender son principe de fonctionnement et les causes des modifications. Les

multiples améliorations visent & faciliter 'utilisation du logiciel et & le rendre plus effi-



16 Introduction générale

cace. Elles concernent le générateur de structure ainsi que la présentation des résultats.
Les modifications sont abordées avec des exemples d’applications permettant de valider

leur apport.

La troisiéme partie concerne le développement et la mise au point d'un logiciel d’aide
a lattribution des signaux RMN. Ce travail s’appuie sur des travaux antérieurs du labo-
ratoire otl les travaux présentés dans ce manuscrit ont été réalisés. Le logiciel CASA a
été réécrit en totalité en gardant ’essence du logiciel de base et en ajoutant un outil de
prédiction des déplacements chimiques afin d’affiner ’analyse. Des exemples ont été choi-
sis pour montrer les diverses fonctionnalités du logiciel et permettre de mettre en lumiére
un effet de bord tout a fait intéressant du logiciel. En effet celui-ci peut étre assimilé a
un logiciel de vérification de structure. Enfin, nous verrons comment le lien peut étre fait
entre les deux logiciels mentionnés ci-dessus par 'utilisation de LSD comme générateur

de structure alternative en cas de doute lors de la vérification d’une structure avec CASA.



CHAPITRE 1
Méthodes et outils d’aide a analyse

structurale par RMN

1.1 L’analyse structurale

1.1.1 Introduction

Le probléme de la détermination de structure est un probléme aussi vieux que la chimie.
De tous temps, les chimistes ont cherché a identifier et décrire 'ensemble des éléments
constituants une molécule. Cet ensemble d’éléments peut étre présenté de plusieurs facons.
La formule brute est une maniére trés résumée et compacte de représentation. Par exemple
la formule brute du benzéne est CgHg. Par opposition, la formule développée est une
représentation détaillée permettant d’avoir accés a la description des liens entre les atomes.
Par définition, une molécule ne posséde qu’une formule brute mais la réciproque n’est pas
vraie. Une formule brute peut étre associée a plusieurs structures ayant le méme nombre
de constituants agencés differemment. Ces structures sont appelées isoméres (217 pour la
formule brute du benzéne en excluant les atomes chargés). Ce principe d’isomérie constitue
une des raisons d’étre de la détermination de structure.

Les premiers pas réalisés sur le chemin de la détermination structurale ont été guidés
par l'idée d’imaginer tous les isoméres possibles d’une formule brute et de trouver des
indices permettant de faire la différence entre ces isoméres. Ce chemin se transforme
rapidement en un véritable labyrinthe doté de multiples allées ou il est nécessaire de
posséder des méthodes et des outils pour se diriger et choisir la direction pour enfin
atteindre le but fixé.

Les méthodes et les outils fournissant les indices permettant d’avoir accés a la structure
d’une molécule n’ont cessé de s’affiner au cours du temps. L’évolution des techniques
expérimentales et des progrés technologiques a permis la naissance de méthodes d’analyse
et de raisonnements nouveaux.

Pour un chimiste actuel, qu’il s’agisse d’'un chimiste organicien voulant analyser un
produit de synthése ou un chimiste des substances naturelles souhaitant connaitre la struc-
ture d’une molécule extraite d’une plante, le recours aux méthodes d’analyse modernes
est inévitable. La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) a acquis une place prépondé-
rante dans le processus d’analyse structurale des petites molécules en solution car cette

technique permet d’avoir acces a des informations sur les atomes pris individuellement et
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aussi des informations de proximité de ces atomes.

Lorsqu’il s’agit d’analyser la structure d’une molécule, un chimiste peut se retrouver
dans deux cas de figure. Dans la premiére situation, il a une idée de la structure de la
molécule analysée car il s’agit d’un produit de réaction attendu. Dans ce cas, il cherche
uniquement a vérifier si le produit obtenu est le bon. Dans la seconde situation, il est
en présence d’une substance totalement ou partiellement inconnue. Il peut s’agir d’une
substance naturelle extraite d’une plante, d’un sous-produit de réaction inattendu en syn-
thése organique ou d’un produit issu de la dégradation d’un médicament dans I'industrie

pharmaceutique. Il s’agit alors d’établir la structure.

1.1.2 Aide a ’analyse par ’automatisation

Les méthodes et les régles utilisées en analyse structurale constituent un processus
répétitif appliqué pour chaque nouvelle structure en cours d’étude. Comme toute action
amenée a étre répétée, on peut s’interroger sur la pertinence de son automatisation. Dans
le cas de l'analyse structurale, ’automatisation a ’avantage de pouvoir réduire le temps
nécessaire a ’analyse d’une structure. Le rendement d’analyse est donc augmenté et les
chimistes peuvent se concentrer sur les problémes de synthése ou de purification.

Toutes les étapes du traitement peuvent étre automatisées. L’enregistrement des
spectres RMN de maniére automatique est aisément réalisable, notamment avec 1'uti-
lisation d’un passeur d’échantillon. L’étape limitante dans le processus demeure l'inter-
prétation des spectres. L’accélération de cette étape passe donc par le développement
d’outils informatiques d’aide a I'analyse structurale.

Ces logiciels sont développés avec la volonté d’imiter le comportement humain en ti-
rant les avantages de 'utilisation d’un ordinateur : la rapidité de calcul et I'exhaustivité
des solutions sans aucun parti pris. Ce dernier argument est trés important si ’on consi-
dére toute la rigueur dont doit faire preuve un scientifique dans sa démarche. Il devrait
convaincre toute personne réfractaire a 'utilisation d’un logiciel d’aide a ’analyse struc-
turale. Un logiciel ne s’arréte pas a la premiére solution trouvée, il considére toutes les
hypothéses. Le raisonnement d’un cerveau humain peut parfois étre influencé par une so-
lution a laquelle il s’attend et ne pas chercher a savoir si d’autres solutions existent. Pour
preuve, de nombreuses structures décrites dans la littérature se sont révélées inexactes
[1, 2|.

1.1.3 Les différents outils pour I’analyse structurale automatique

Les outils d’aide a I'analyse structurale par RMN forment 3 familles principales qui
possédent des liens comme nous le verrons dans la suite du manuscrit.

Tout d’abord la prédiction des spectres RMN est certainement 1’outil le plus utilisé.
La prédiction peut étre utilisée soit de maniére indépendante par un expérimentateur, soit

couplée a un logiciel d’analyse structurale. En effet, elle peut étre utilisée afin de classer
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les résultats obtenus par un générateur de structure ou afin de vérifier une structure par
comparaison des déplacements chimiques.

Cela nous améne aux deux autres familles de programmes informatiques créés pour
I'analyse structurale. Ce sont des systémes dits experts [3-8|, d’une part les logiciels
d’élucidation structurale regroupés sous le terme anglais de CASE systems (I’acronyme
CASE signifiant Computer-Assisted Structure Elucidation) et d’autre part les logiciels de
vérification ASV (Automatic Structure Verification).

Les efforts consentis par de nombreux groupes de chercheurs dans le domaine vont
étre présentés dans la suite du manuscrit avec des réalisations qui ont suivi ’évolution
technologique de la technique expérimentale ainsi que I’évolution de l'informatique. Cette
description permettra d’introduire des concepts utiles a la compréhension des chapitres

suivants.

1.2 Meéthodes de prédiction des spectres RMN

1.2.1 Introduction

Pouvoir prévoir les propriétés des molécules, par exemple pour ’évaluation de nou-
veaux médicaments potentiels, peut constituer un avantage afin d’éviter de longues étapes
de synthése. A Iéchelle plus modeste de la RMN, la prédiction des propriétés magnétiques
des atomes permet de faire une comparaison entre un spectre simulé et un spectre expéri-
mental pour valider ou non une structure. L’interprétation doit évidemment tenir compte
de l'incertitude sur la prédiction.

Cette partie ne concerne que la prédiction des spectres 3C et 'H qui sont les consti-
tuants majoritaires des molécules organiques. Les méthodes de prédiction peuvent étre
appliquées a d’autres noyaux. On peut citer le F, le 3'P ainsi que d’autres noyaux plus
exotiques rencontrés dans les produits de synthése.

Il existe plusieurs types de prédiction :

— les modéles élaborés a partir de bases de données;;

— les méthodes utilisant directement des bases de données ;

— les calculs quantiques.

1.2.2 Spectres RMN 1D

Les spectres RMN 'H (figure 1.2) fournissent une triple information. Chaque signal
est associé a trois parameétres : son déplacement chimique, sa multiplicité et son intégrale.
Le déplacement chimique, mesuré en ppm, représente la fréquence de résonance v des
noyaux. Cette fréquence dépend de l'environnement chimique du ou des protons corres-
pondants. L’intégration permet de savoir combien de protons équivalents sont impliqués

dans un signal. Par exemple les 3 protons d’un groupement méthyle CH3 apparaissent
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FI1GURE 1.1 — Structure de la quinidine

VO b o

FIGURE 1.2 — Spectre RMN 'H (CDCIl;, 600 MHz) de la quinidine
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sur le spectre au méme déplacement chimique avec une aire du signal trois fois plus im-
portante que pour un proton CH. La multiplicité des signaux résulte du phénoméne de
couplage scalaire entre noyaux. Lorsque des noyaux sont couplés, on observe un éclate-
ment du signal de ces noyaux en plusieurs raies d’intensités relatives et d’espacements
caractéristiques. L’espacement est égal a la valeur de la constante de couplage J mesurée
en Hertz. Lorsque la différence des fréquences des noyaux couplés est forte devant la valeur
de la constante de couplage J, on est en présence d’un spectre au premier ordre ou les
constantes de couplage sont facilement mesurables. Si ce n’est pas le cas, on observe un
spectre dit au second ordre dont la forme des multiplets est difficile & interpréter et ou il

est difficile d’extraire les valeurs des constantes de couplage.

Les spectres '3C (figure 1.3) sont généralement enregistrés de maniére a ce qu’on n’ob-
serve pas le couplage 13C —H. Les signaux ne sont donc pas éclatés. Ils sont uniquement
caractérisés par leurs déplacements chimiques.

FIGURE 1.3 — Spectre RMN 3C (CDCl;, 600 MHz) de la quinidine

Les spectres DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) [9] per-
mettent de déterminer la multiplicité des carbones. Le plus utilisé est le spectre DEPT-135

(figure 1.4) sur lequel les signaux CH et CH3 sont de signe opposé aux signaux CHo.
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FIGURE 1.4 — Spectre RMN DEPT (CDCl;, 600 MHz) de la quinidine

1.2.3 Prédiction des déplacements chimiques *C

Les atomes de carbone constituent le squelette des molécules organiques. L utilisation
de la prédiction des déplacements chimiques 3C est donc une méthode efficace pour
I'analyse d’une structure. Un spectre RMN !3C réalisé dans des conditions de découplage
du 'H et en I'absence d’autres noyaux ayant des propriétés magnétiques, est constitué de
simples résonances. Chaque atome de carbone d’une molécule est associé a un signal ne

possédant qu’une propriété : le déplacement chimique.

1.2.3.1 Reégles d’additivité

Les pionniers de la prédiction des déplacements chimiques *C sont Grant et Paul.
Leur méthode proposée en 1963-64 repose sur des régles d’additivité déterminées empi-
riquement [10, 11]. Elle a été appliquée a la famille des alcanes en utilisant des valeurs
d’incréments représentant les effets de I'environnement de ’atome de carbone sur son
déplacement chimique jusqu’a 5 atomes autour de I’atome central en question. Le dépla-

cement chimique est calculé a ’aide de la relation suivante :
50 (Z) =B + Z Ajnij
J

ou d¢ (i) est le déplacement chimique du i-iéme atome de carbone, B est une constante
égale au déplacement chimique du méthane, n;; est le nombre d’atomes de carbone séparés

par j liaisons du i-iéme carbone et A; est le parameétre additionnel attribué aux carbones
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en position j. Les valeurs des paramétres A; sont obtenues par régression linéaire sur des
valeurs de déplacements chimiques d’alcanes standards.

D’autres modéles ont ensuite été construits pour d’autres familles de composés prises
individuellement. Les résultats de ces modéles incrémentiels étant assez satisfaisants, Clerc
et Sommerauer ont développé un programme capable de prédire les déplacements chi-
miques *C de molécules appartenant & des familles vari¢es [12]. Le principe étant de
choisir le modéle linéaire le plus adapté pour chaque atome de carbone de la molécule
afin de calculer la valeur du déplacement chimique. Cette approche était toutefois assez
limitée car la prédiction ne pouvait étre réalisée que sur des atomes de carbone hybridés
sp? et les valeurs d’incréments ne pouvaient pas étre modifiées par 'utilisateur.

Ces limitations et restrictions ont par la suite été levées par Fiirst et Pretsch avec le
logiciel C13Shift [13-16|. Leur travail est basé sur de larges bases de données permettant
de construire des modeéles de prédiction pour des classes de molécules trés diverses. Le
programme est capable d’effectuer des calculs a partir de paramétres définis pour des
atomes de carbone hybridés sp? et pour des carbones hybridés sp? et sp. Il peut également
prendre en compte des paramétres supplémentaires donnés par 'utilisateur pour gagner
en précision lors de la prédiction. Les valeurs d’incréments peuvent étre modifiées et de
nouvelles régles d’additivité ajoutées. L’algorithme de prédiction est appliqué a chaque
atome de carbone de la structure. Il analyse et détecte le type de carbone, puis sélectionne
et applique automatiquement le modéle de régles d’additivité le plus approprié.

Une autre approche a été décrite par Chen et Robien [17]. Leur logiciel OPSI (Optimi-
zed Prediction of 13C - NMR Spectra using Increments) corrige 'inconvénient des autres
programmes qui possédent des tables de régles définies de maniére statique. OPSI n’utilise
pas de paramétres prédéfinis, ils sont déterminés de maniére dynamique a chaque nouvelle
prédiction. Le programme divise la structure cible en une série de sous-structures. Une
recherche par similarité est ensuite effectuée dans une base de données pour chaque sous-
structure. Les résultats de cette recherche sont utilisés pour modéliser des régles utilisant
des paramétres additionnels. Les modéles obtenus sont finalement utilisés pour le calcul

des déplacements chimiques de la structure donnée en entrée.

1.2.3.2 Fragments centrés sur un atome

Cette autre méthode repose aussi sur de larges bases de données et a été mise au point
toujours en se basant sur I'idée que le déplacement chimique dépend de ’environnement
de I'atome de carbone.

L’implémentation la plus connue et la plus utilisée de cette idée est le systeme des
codes HOSE (Hierarchically Ordered Spherical description of Environment) présenté par
Bremser en 1978 [18, 19]. Les codes HOSE permettent de caractériser 'environnement de
chaque atome. La figure 1.5 montre comment le codage est réalisé. Les atomes voisins de

I’atome central sont classés par ordre de priorité a l'intérieur de sphéres dont le nombre
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peut étre variable.

focus atom

pattern coding for sphere numbers:

LEE

FIGURE 1.5 — Codage des codes HOSE

A partir d’une base de molécules associées a leur spectre RMN 3C, un algorithme
extrait les codes HOSE de tous les atomes de carbone. Ces codes sont regroupés dans un
dictionnaire de codes HOSE. Chacun des codes est couplé a une valeur de déplacement
chimique. Cette valeur est la moyenne des déplacements chimiques de tous les carbones
enregistrés dans la base de données possédant un code HOSE identique. La prédiction des
déplacements chimiques se déroule ensuite en plusieurs étapes. Tout d’abord les atomes de
carbone de la structure cible sont identifiés et le code HOSE de chacun d’eux est déterminé.
Ces codes HOSE sont ensuite recherchés dans le dictionnaire de codes afin d’en extraire
une valeur de déplacement chimique. Lorsque que le code est absent du dictionnaire, des
codes similaires sont choisis pour calculer une estimation du déplacement chimique.

Le défaut de ce systéme de codage est 'absence d’information sur la géométrie des
molécules, ce qui peut affecter la précision de la prédiction. Schutz et al ont tenté de
corriger ce défaut par I'introduction de descripteurs 3D pour modifier le codage des codes
HOSE [20].

D’autres systémes de codage incluant la géométrie de la structure dans le codage de
I’environnement des atomes, avec des niveaux de complexité différents, ont été proposés
par Gray et al [21] puis par Gastmans et al [22]. Small a décrit un systéme ot I'environ-
nement des carbones est codé sous forme de vecteur tenant compte de la topologie et de
la géométrie de la molécule [23]. Si la similarité entre un vecteur de la molécule cible et
ceux de la base de données n’est pas assez importante, la prédiction est effectuée a 'aide
d’un modeéle linéaire. Celui-ci est construit en utilisant des descripteurs pour les propriétés
topologiques, géométriques et électroniques de I'environnement de ’atome de carbone.

Les auteurs du programme de la société ACD /Labs ont reporté un systéme de prédic-

tion des déplacements chimiques basé sur une méthode utilisant un codage des environ-
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nements des atomes [8]. Les détails concernant le codage et I’algorithme de prédiction ne

sont toutefois pas communiqués.

1.2.3.3 Réseaux de neurones artificiels

L’architecture des réseaux de neurones artificiels peut étre comparée a un modéle in-
formatique simplifié du cerveau humain. Il s’agit en effet de plusieurs couches de neurones
qui envoient des signaux a d’autres neurones en fonction du signal recu en entrée. D’une
maniére générale, les réseaux de neurones artificiels permettent de construire des modéles
empiriques de systémes pour lesquels les régles de dépendance entre une donnée d’entrée
et une donnée de sortie sont trés complexes. Les modéles sont obtenus par un entraine-
ment du réseau de neurones a l'aide de données de référence. Un réseau de neurones, une
fois entrainé, est capable de fournir un signal de sortie pour un signal d’entrée absent
des données d’entrainement. Le résultat ne nécessite pas de longs temps de calcul, il est

obtenu de maniére instantanée.

Structural descriptors

Input
Layer

Hidden
Layer

Output

FIGURE 1.6 — Schéma d’un réseau de neurones artificiels

Afin de prédire des déplacements chimiques en utilisant des réseaux de neurones ar-
tificiels, il est nécessaire de décrire le type des atomes et I’environnement chimique de
chaque atome pris individuellement. Il faut donc définir et optimiser un certain nombre
de descripteurs pour les atomes de carbone. Les descripteurs servent de données d’entrée
aux réseaux qui fournissent une valeur de déplacement chimique en sortie (figure 1.6).

La prédiction des spectres RMN 13C a I'aide de réseaux de neurones artificiels a été
réalisée pour de nombreuses familles de composés. On peut citer les travaux de Kvasnicka
pour les alcanes 24|, de Anker et Jurs pour les stéroides |25], de Doucet et al pour les
alcanes [26|, de Kvasnicka et al pour les benzénes monosubstitués [27|, de Panaye et al
pour les cyclohexanes substitués par des groupements méthyles [28], de Miyashita et al
pour des composés halogénés [29], de Clouser et Jurs pour les tétrahydropyranes [30], de

Mitchell et Jurs pour les monosaccharides [31], de Clouser et Jurs pour les ribonucléosides
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[32] et de Ivanciuc et al pour les carbones hybridés sp? et sp® dans les alcénes non cycliques
[33, 34].

Meiler et al ont développé le programme C_SHIFT permettant une prédiction rapide
des déplacements chimiques en utilisant des réseaux de neurones artificiels 35, 36]. Leffi-
cacité du programme a été prouvée avec des tests sur des substances naturelles complexes.

La société ACD/Labs a également testé la performance des réseaux de neurones arti-
ficiels et a démontré qu’ils permettent une estimation précise et rapide des déplacements
chimiques [37-39].

1.2.3.4 Calculs quantiques

Les calculs quantiques permettent le calcul des déplacements chimiques 3C. Ils ne
peuvent étre réservés qu’a des petits systémes car les temps de calcul sont dépendants du
nombre d’atomes et peuvent prendre plusieurs heures.

La révision de la structure de I’hexacyclinol par Rychnovsky est un bon exemple
d’application de calculs des déplacements chimiques [40]. La figure 1.7 montre la premiére

structure proposée (& gauche) et la structure révisée (a droite).

FIGURE 1.7 — Structures successivement proposées pour 1’hexacyclinol

Bagno et Saielli présentent également des résultats trés intéressants concernant la

prédiction de spectres de substances naturelles complexes [41].

1.2.4 Prédiction des spectres 'H

Les méthodes décrites pour la prédiction des déplacements chimiques *C ont égale-
ment été appliquées a la prédiction de spectres 'H. Le principe des méthodes est inchangé,
nous passerons donc sur les détails en ne présentant que les applications. La difficulté du
probléme est cependant accrue car la simulation d’un spectre 'H nécessite une estimation
de la valeur des déplacements chimiques et des valeurs des constantes de couplage. De
plus les déplacements chimiques 'H sont trés dépendants des conditions expérimentales

(solvant, température, concentration, pH et effet de sel) et de la géométrie de la molécule.
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La complexité de la tache explique le nombre plus restreint de programmes développés

dans ce sens.

1.2.4.1 Regles d’additivité

Cette méthode permet le calcul des déplacements chimiques mais ne permet pas d’avoir
accés aux valeurs des constantes de couplage.

Dés 1967, Reed a décrit une série de parameétres pour la prédiction des déplacements
chimiques 'H des benzénes substitués [42].

Des modéles concernant de nombreuses familles de molécules ont été mis au point. Les
paramétres des régles d’additivité ont été généralisés par Schaller et Pretsch en 1994-95
[43, 44].

1.2.4.2 Fragments centrés sur un atome

Le programme de prédiction de la société ACD /Labs est capable de simuler un spectre
"H complet en estimant les déplacements chimiques et les constantes de couplage [8]. Les
auteurs indiquent que la base de données contient des fragments associés a des déplace-
ments chimiques ainsi que des couples de fragments associés a des valeurs de constantes

de couplage. Les détails de 'algorithme de prédiction ne sont pas communiqués.

1.2.4.3 Réseaux de neurones artificiels

Les réseaux de neurones artificiels ne sont utilisés que pour la prédiction des déplace-
ments chimiques. Des applications tenant compte des effets de la géométrie de la structure

ont été présentées par Aires-de-Sousa et al [45] et Binev et al [46, 47].

1.2.4.4 Calculs quantiques

On dispose de méthodes permettant de calculer a la fois les déplacements chimiques
et les constantes de couplage a partir d’'une structure 3D. Bagno a décrit une méthode
compléte de calcul des spectres de RMN 'H [48]. Aprés calcul des paramétres, un spectre
complet peut étre reconstruit a l'aide des valeurs calculées. Les calculs quantiques ont
cet avantage de pouvoir tenir compte du rapport Av/J et donc de pouvoir simuler des

spectres avec des couplages forts (spectres au second ordre).

1.2.5 Conclusion

Une valeur de déplacement chimique prédite ne doit pas étre prise comme un résultat
auquel on peut accorder une confiance aveugle. Toute valeur de déplacement chimique
doit étre accompagnée d’une incertitude sur la prédiction. L’utilisateur d’un logiciel de
prédiction doit absolument tenir compte de ’erreur de la méthode dans son interprétation

du spectre simulé.
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Un résumé des différentes méthodes de prédiction des déplacements chimiques, ainsi
que leurs avantages et inconvénients respectifs, est présenté en figure 1.8. La comparaison
de la précision entre les méthodes est difficile car le résultat est essentiellement dépendant

des données initiales utilisées pour mettre en ceuvre la prédiction.

Réseaux de
i i Calculs
Méthode Incréments | Fragments neurones ]
. quantiques
artificiels
Précision - + + +
Rapidité + + + —
Ajout possible Pas d’aiout
de nouveaux Ajouts de as d-ajou Pas de
dynamique . .
. modéles et fragments _ ) modifications
Modularité _ _ ) d’informations
modifications | possibles dy- . des
. ) supplémen-
des parametres | namiquement . parameétres
. taires
possibles
Accés aux o o o o
. Détails Détails Détails Détails
détails de la o L L o
L 4s s visibles visibles invisibles invisibles
prédiction

FIGURE 1.8 — Tableau récapitulatif des méthodes de prédiction des spectres
RMN

La modularité des logiciels est importante afin de pouvoir gagner en précision. Un
chimiste habitué a travailler sur le méme type de molécules doit pouvoir créer sa propre
base de données et I'utiliser pour effectuer des prédictions. L’ajout de nouvelles données
dans un réseau de neurones est possible mais le réseau doit étre & nouveau entrainé avec

toutes les données déja utilisées.

L’utilisateur peut juger intéressant d’avoir accés au détail de la prédiction, par exemple
pour comprendre les raisons d’une forte incertitude sur une valeur de déplacement chi-
mique. La majorité des programmes indiquent sur quelles régles ou quelles données ils
se sont basés pour effectuer 'estimation. Du point de vue de l'utilisateur, les réseaux
de neurones artificiels et les calculs quantiques fonctionnent comme une boite noire. Les

régles qui gouvernent la prédiction sont donc inaccessibles de 'extérieur.

La prédiction des déplacements chimiques peut étre utilisée de maniére indépendante
ou couplée a un logiciel d’analyse structurale. Ces logiciels, décrits par la suite, utilisent la
prédiction a des fins différentes. Le point commun étant une volonté de pouvoir effectuer

une prédiction la plus précise possible en un minimum de temps possible.
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1.3 Elucidation structurale automatique

1.3.1 Introduction

Etablir la structure d’une substance inconnue passe par Uinterprétation de données
provenant d’un ensemble de techniques d’analyse (spectres de masse, RMN, UV, IR...).
L’obtention des solutions d’un probléme de détermination de structure peut étre facilitée
par les logiciels d’élucidation structurale.

Les premiers logiciels ou systémes experts ont été développés dans les années 1970,
puis ont connu un essor parallélement & ’évolution des techniques d’analyse. Ils étaient
d’abord basés sur I’analyse des spectres RMN 1D 'H et '3C combinés aux spectres de
masse et IR. Ils manquaient cependant d’efficacité car peu d’informations peuvent étre
extraites des spectres RMN 1D au-dela d’un certain niveau de complexité. L’arrivée de la
RMN a deux dimensions a donc entrainé ’émergence de systémes plus performants dans
les années 1990. Les spectres RMN 2D sont trés riches en informations comme nous le

verrons par la suite.

Extraction des
données a partir
des spectres

Y

Génération des
structures

Présentation des
résultats

FI1GURE 1.9 — Composition d’un logiciel d’aide a I’élucidation structurale

La composition des logiciels d’élucidation structurale est présentée en figure 1.9. Plu-
sieurs parties successives entrent en jeu. Dans un premier temps l'interface avec 1'uti-
lisateur permet de fournir les données au logiciel. L’extraction des données peut étre
automatique ou manuelle. La seconde partie est 'algorithme de résolution qui est le coeur
du logiciel. Cette partie est importante car un logiciel d’élucidation structurale se doit de

fournir des solutions de facon exhaustive et sans redondance. Finalement les solutions sont
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présentées a l'utilisateur. Un logiciel peut étre doté d’un module de prédiction des dépla-
cements chimiques pour faire un classement des solutions par ordre de vraisemblance. Ce
classement est obtenu par comparaison du spectre expérimental avec les spectres prédits
pour les différentes solutions.

L’ensemble des logiciels présentés par la suite ne forme pas une liste exhaustive des
logiciels développés pour I'analyse structurale automatique. Il s’agit de présenter les dif-

férentes approches dans la maniére d’aborder un probléme de génération de structures.

1.3.2 Spectres RMN 2D utilisés en analyse structurale

Les spectres RMN a deux dimensions permettent ’observation de corrélations tradui-
sant un couplage entre deux atomes. Les spectres apportent des informations différentes
et complémentaires pour la détermination des structures.

Un résumé des expériences de RMN 2D utilisées par les logiciels d’élucidation struc-
turale est présenté en figure 1.10.

Le spectre COSY (COrrelation SpectroscopY) [49] permet d’observer des corrélations
entre déplacements chimiques 'H impliquant des couplages scalaires ".Jy_g. Le nombre
n est la longueur du chemin de couplage, c’est-a-dire le nombre de liaisons séparant les
protons couplés. Les valeurs de n typiquement observées sont n = 2 (protons géminés)
et n = 3 (protons vicinaux). On observe dans des cas particuliers des couplages a plus
longue distance avec n = 4, voire n = 5.

L’expérience INADEQUATE (Incredible Natural Abundance DoublE QUAnTum Ex-
periment) [50] permet de mettre en évidence des couplages Jo_ . Cette technique permet
d’établir les connectivités entre carbones et donc d’avoir un accés direct au squelette
carboné d’une molécule. C’est une technique trés puissante du point de vue de I'analyse
structurale mais comme son nom l'indique elle est trés peu utilisée car elle comporte
un inconvénient majeur. L’atome de 3C a une abondance isotopique d’environ 1%. La
chance d’avoir une molécule possédant deux atomes de C est donc de 1 sur 10000.
Cette trés faible probabilité a pour conséquence la trés faible sensibilité de 'expérience
INADEQUATE.

Les spectres HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) [51] mettent en jeu
les couplages 'Jo_p. On observe donc des corrélations entre les déplacements chimiques
des 'H et des 3C ou des '°N directement liés.

L’expérience HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) [52] corréle les dépla-
cements chimiques des 'H et des *C ou des '°N séparés par plus de 1 liaison. Les spectres
HMBC 'H !N sont notamment utilisés pour I'étude des alcaloides [53]. Les couplages
" Jx _p sont observés principalement pour n = 2 et n = 3, mais n peut étre supérieur a 3 si
certaines conditions structurales sont réunies (systémes de liaisons multiples conjuguées).
L’analyse de ce type de spectre engendre une ambigiiité sur la longueur du chemin de

couplage. Lors de la détermination d’une structure, il faut donc faire des hypothéses sur
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FIGURE 1.10 — Résumé des expériences de RMN 2D
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cette longueur de chemin de couplage. Deux expériences tentent de lever cette ambigiiité :
PADEQUATE et 'H2BC.

L’expérience 1,1-ADEQUATE (Adequate sensitivity DoublE-QUAntum spEctro-
scopy) |54] permet de corréler sélectivement deux atomes de carbone directement liés
avec les protons portés par I'un des deux carbones. Elle permet de distinguer les corré-
lations dues aux couplages ?Jo_py de celles dues aux couplages 3Jo_p observées dans les
spectres HMBC. Le résultat final de I'expérience montre un pseudo couplage 2J-_y mais
en réalité cette expérience repose sur un couplage 'Jo_p et un couplage 'Jo_c.

L’expérience H2BC (Heteronuclear 2-Bond Correlation) [55] a pour but I'observation
unique des couplages 2Jo_py sur un spectre de type HMBC. Cette expérience est com-
plétement indépendante des couplages "Jo_p a longue distance car elle repose sur des
couplages ' Jo_p et 3Jy_p. Les corrélations observées ne concernent donc que les atomes
de carbone protonés. Aucune information sur le voisinage des carbones quaternaires ne
peut étre obtenue.

Les spectres NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) [56] ou ROESY
(Rotating-frame Overhauser Effect SpectroscopY) [57] permettent d’observer des cou-
plages dipolaires entre noyaux 'H (couplage a travers 'espace). Le phénoméne observé
est l'effet Overhauser nucléaire (nOe). Cet effet varie selon une loi en 1/d° et n’est plus
observable au-dela d’une distance d entre les noyaux supérieure a 6 A. Les corrélations
fournissent des informations exploitables pour définir des conformations relatives dans des

systémes rigides.

1.3.3 L’élucidation structurale : stratégie générale

Avant d’aborder le fonctionnement d’un logiciel d’élucidation structurale automatique,
il est nécessaire de revenir sur la stratégie couramment employée. En effet, la plupart des
logiciels d’aide ne sont que des outils qui cherchent a imiter le raisonnement humain pour
le processus de résolution. Il n’existe pas que des logiciels déterministes, d’autres logiciels
utilisent des méthodes stochastiques. Le but commun étant d’apporter un gain de temps
par I’automatisation.

Tout d’abord une formule brute doit étre déduite d’une combinaison d’informations
(spectre de masse, spectres RMN 'H, ¥C et DEPT). Le spectre *C donne le nombre
d’atomes de carbone. Le spectre DEPT donne le nombre d’hydrogénes portés par les
carbones car il permet de discriminer les carbones en fonction de leur multiplicité. Les
hétéroatomes (oxygénes, azotes...) sont déduits par analyse des déplacements chimiques
1BC et 'H.

Les spectres IR et UV peuvent apporter des informations sur la présence de groupe-
ments caractéristiques de méme que les valeurs de déplacement chimique des spectres 13C
et 'H.

Les structures sont assemblées & partir des groupements identifiés et de fragments
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de structure construits a I'aide des informations de corrélations des spectres RMN 2D.
L’analyse des spectres RMN 2D permet de déduire des distances interatomiques a travers
les liaisons dans le but d’établir des connexions entre atomes. L’objectif étant dans un
premier temps de construire une structure plane.

Les spectres RMN 2D peuvent parfois étre difficiles & interpréter car ils sont accompa-
gnés d’ambigiiités liées a la nature des expériences et a la résolution spectrale imposée par
Iappareillage. Les spectres HMBC apportent quelquefois des corrélations a trés longue
distance, de méme que les spectres COSY. De plus il peut exister une ambigiiité lorsque
deux carbones ou deux protons ont des déplacements chimiques trés voisins.

Lorsque plusieurs solutions sont possibles, les spectres expérimentaux sont comparés
soit a la littérature, soit a une base de données, soit a des spectres prédits pour choisir la
plus plausible.

La structure 3D de la molécule est finalement déterminée par 'analyse des valeurs des

constantes de couplage et par les données issues des spectres NOESY.

1.3.4 Stratégies des logiciels de détermination structurale

Les logiciels utilisant uniquement les spectres RMN 1D effectuent une analyse des
déplacements chimiques pour déduire des sous-structures qui sont assemblées afin de
construire des structures.

Les logiciels utilisant les spectres RMN 2D suivent la stratégie décrite dans le para-

graphe précédent en tenant compte des ambigiiités et en envisageant toutes les hypothéses.

1.3.5 Logiciels basés sur les spectres RMN 1D
1.3.5.1 X-PERT

Le programme X-PERT |58-60] utilise la combinaison des spectres IR, RMN 'H et
13C de la substance inconnue. Il posséde trois bases de données de fragments associés a
des valeurs de fréquences IR et de déplacements chimiques 'H et 3C.

La formule brute est déterminée a partir des spectres de masse, IR et RMN. La pre-
miére étape de la génération des structures est une recherche de fragments par comparaison
des spectres expérimentaux avec les bases de données. L’étape suivante est la constitution
de tous les isoméres en combinant les fragments obtenus de toutes les maniéres possibles
avec pour contrainte la formule brute.

Ce programme reste limité a des structures possédant 20 atomes de squelette (hydro-

génes non compris).

1.3.5.2 SpecSolv

SpecSolv [61] est un systéme qui est une extension de SpecInfo [62], un projet de base

données et d’interprétation de spectres RMN, IR et de masse. SpecInfo contient plus de
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200000 spectres RMN 3C attribués. SpecSolv a la capacité de résoudre des structures en
n’utilisant que les informations des spectres 3C et DEPT (extraction des déplacements
chimiques et multiplicités des carbones) et sans avoir connaissance de la formule brute ou
de la masse moléculaire. Il posséde une librairie de fragments associés a leurs sous-spectres.
Cette librairie a été créée a partir de la base de données de SpecInfo. Elle contient plus
de 400000 fragments codés sous la forme de codes HOSE (3 sphéres par rapport a I'atome
de carbone central) et plus de 100000 fragments codés sous la forme de codes HOSE (2
sphéres).

La résolution commence par une recherche des fragments potentiels. Tous les sous-
spectres de la librairie sont comparés au spectre 13C expérimental afin d’extraire les frag-
ments susceptibles de se trouver dans la structure. Les fragments sont classés en fonction
de leur degré de correspondance avec le spectre expérimental. Les fragments les mieux

classés sont utilisés pour étre assemblés afin construire tous les isoméres possibles.

Les auteurs de SpecSolv ont annoncé un taux de réussite de 80%.

1.3.5.3 ACD Structure Elucidator 1D

ACD Structure Elucidator 1D [63] intégre la stratégie de reconnaissance des fragments
présente dans X-PERT. Il posséde une librairie de plus de 1,5 millions de fragments et leurs
sous-spectres 2C associés. Cette librairie est construite & partir d’une base de données de

plus de 215000 structures associées aux déplacements chimiques 3C.

Le programme posséde deux modes d’¢lucidation : le mode standard et le mode clas-

sique. La figure 1.11 présente le fonctionnement du programme.

Le mode standard est basé sur la méme stratégie que le systéme SpecSolv. Les struc-
tures sont construites a partir de fragments classés par ordre décroissant d’atomes consti-
tuant le fragment et par ordre croissant de déviation moyenne entre le sous-spectre et le
spectre expérimental. Un filtrage est possible en utilisant les spectres IR et 'H conjointe-
ment a des librairies de fragments caractéristiques. En mode standard, les structures sont
assemblées en associant les fragments de maniére & superposer les atomes présents dans

ces fragments.

En cas d’échec, c’est-a-dire pas de solution, le programme passe en mode classique.
L’assemblage des structures est réalisé en ne superposant pas les fragments. Lorsque la
formule brute est inconnue, le programme détermine une série de formules brutes probables

a partir de la masse moléculaire et des données spectrales.

Si le programme échoue & nouveau, il est possible d’utiliser un mode pas a pas ou
l'utilisateur guide le programme dans la résolution (choix des fragments, et facon de les

assembler).

Les auteurs annoncent un succés du programme dans 90% des cas.
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1.3.5.4 GENIUS

GENIUS [64, 65] se distingue des logiciels présentés précédemment car il utilise un
algorithme génétique pour la résolution des structures. Il constitue une alternative a I'ap-

proche classique de 'assemblage de fragments.
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FIGURE 1.12 — Fonctionnement du programme GENIUS

La figure 1.12 résume le fonctionnement du programme GENIUS. Les données d’entrée
sont un spectre RMN 13C et une formule brute obligatoire. La formule brute est utilisée
pour générer aléatoirement une série de structures. L’algorithme effectue une évaluation
de ces structures par comparaison du spectre C expérimental avec un spectre prédit.
Les meilleures structures candidates sont sélectionnées pour 1’étape de recombinaison. De
nouvelles structures sont générées lors de cette étape par des modifications apportées aux
structures parentes. Les cycles de recombinaison/évaluation sont répétés jusqu’a ce que
la différence des déplacements chimiques soit minimisée.

Le degré de similarité entre un spectre expérimental, constitué de N signaux, et un

spectre prédit est déterminé par la relation :

3 (3 190) ~ 8, (30) )

i=1

A (130) _

avec 0' , et 8!  respectivement les déplacements chimiques prédit et expérimental du

calc exrp

i-iéme atome de carbone.

Si la multiplicité des carbones peut étre déterminée expérimentalement (par exemple
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a l'aide d’un spectre DEPT), la fonction d’évaluation peut en tenir compte :

calc erp

N
3(5) = | 335 (1 (90) 1y 0 3D i )
i=1

avec M DF un facteur de correction, M, et M}, respectivement les multiplicités predite
et expérimentale du i-iéme atome de carbone.
L’expérience a montré qu’un algorithme génétique ne peut travailler efficacement

qu’avec des structures allant jusqu’a 15 atomes lourds (atomes d’hydrogéne exclus).

1.3.6 Logiciels basés sur les spectres RMN 2D

D’une maniére générale, I’expérience a pu montrer que I’élucidation structurale assistée
par ordinateur de structures complexes n’est possible que lorsque des données de RMN
2D sont disponibles. Un spectre RMN 3C ne contient pas assez d’informations pour

constituer 'unique source d’entrée d’un logiciel d’élucidation structurale automatique.

1.3.6.1 SESAMI

SESAMI (Systematic Elucidation of Structure Applying Machine Intelligence) [66—
69] est le successeur du systéme CASE [70-73] de Munk. Il est composé d’un module
d’interprétation des spectres RMN 2D INTERPRET2D et de générateurs de structures
COCOA [74] et HOUDINTI [75, 76] (figure 1.13).

SESAMI accepte en entrée des spectres de RMN 1D 'H, 3C et des spectres de RMN
2D COSY, HSQC, HMBC et INADEQUATE. 1l a également besoin de la formule brute de
la substance inconnue. L’utilisateur doit analyser les spectres et fournir la liste de tous les
atomes présents dans la structure. Des éventuelles superpositions de signaux *C doivent
étre détectées et 'utilisateur doit déterminer si la superposition est fortuite ou due a une
symétrie dans la molécule. En effet si le nombre de signaux 3C est inférieur au nombre de
carbones de la formule brute, le programme considére la présence d’une symétrie dans la
structure. Les données de corrélation provenant des spectres RMN 2D sont entrées sous
la forme de paires de signaux. La longueur du chemin de couplage, c’est-a-dire le nombre
de liaisons entre les atomes peut étre entrée comme un nombre exacte ou sous la forme
d’un intervalle.

La premiére version de SESAMI (SESAMI-C) utilise le générateur de structure CO-
COA. Un certain nombre de fragments constituants potentiels de la structure sont déduits
des données spectrales. Les fragments servent d'unités de base pour I’assemblage des struc-
tures par le générateur COCOA. L’interprétation des spectres est réalisée par le module
INTERPRET qui est constitué de deux algorithmes d’interprétation PRUNE et INFER.
Les fragments (par exemple : =CH-CH,-O-) sont centrés sur un atome et sont constitués

de groupes définis par un élément, le nombre d’hydrogénes liés et les liaisons libres qui
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servent a relier les groupes entre eux (par exemple : -CHy—, =0O). PRUNE détermine
une série de fragments pour la construction des structures en supprimant les fragments
incompatibles avec la formule brute et les données provenant des spectres *H, 13C et 2D.
L’algorithme INFER déduit des sous-structures qui vont servir de contraintes en étant

déclarées comme présentes ou absentes lors de la génération des structures.
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FIGURE 1.13 — Schéma du fonctionnement de SESAMI

La seconde version de SESAMI (SESAMI-H) utilise le générateur de structure HOU-
DINT qui remplace COCOA en corrigeant les défauts de ce dernier. HOUDINI posséde les
avantages suivants : il est plus rapide et 1’élimination de certaines structures impossibles

est effectuée plus tot lors de la génération.

1.3.6.2 CISOC-SES

Le systéme CISOC-SES (Computerized Information System for Organic Chemistry -
Structure Elucidation System) [77-80] utilise comme base une formule moléculaire, un
spectre 13C et un spectre DEPT pour former un espace de recherche des solutions. L’hy-
bridation des atomes ne doit pas étre décrite, ce qui élargit considérablement le nombre
de solutions. L’espace de recherche des structures est ensuite affiné a ’aide des données
des spectres 2D COSY, HSQC et HMBC. Si le programme ne trouve pas de solution et
que les spectres 2D comportent des signaux de faible intensité, 'utilisateur peut élargir
les valeurs par défaut des longueurs de chemin de couplage considérées par le programme.
I est également possible de soumettre des fragments de sous-structures (par exemple

groupements C=0 ou C=N).
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1.3.6.3 COCON

Dans le programme COCON (COustitutions from CONnectivities) [81-85], 1'algo-
rithme de génération de structure travaille & partir d’éléments de sous-structure déduits
de I'analyse des spectres RMN 2D (COSY, HSQC, HMBC) et/ou fournis par I'utilisateur.
Les auteurs ont décrit I'utilisation des spectres 1,1-ADEQUATE afin de lever 'ambigiiité
des spectres HMBC et distinguer les corrélations correspondant a des 2Jo_g de celles

correspondant & des 3Jo_p.

Les données spectrales sont fournies manuellement au programme. Tous les atomes
doivent étre définis et accompagnés de leur multiplicité (nombre d’hydrogénes liés). L’hy-
bridation des atomes ne doit pas étre spécifice. COCON utilise un certain nombre de
régles pour définir automatiquement ’hybridation des carbones a partir des valeurs de

déplacement chimique et de multiplicité :

— d¢ < 180 ppm : atome de carbone ne peut pas faire partie d’'un groupement alléne ;

— 0¢ > 125 ppm : Patome de carbone ne peut pas étre hybridé sp®;

— 0¢ > 115 ppm : 'atome de carbone ne peut pas étre hybridé sp;

— 0c < 75 ppm : Patome de carbone ne peut pas étre hybridé sp.

L’utilisateur peut choisir d’exclure des sous-structures comme par exemple les cyclo-
propanes ou les cyclobutanes. Des contraintes additionnelles sont appliquées automati-
quement & partir de I’analyse des valeurs de déplacement chimique C.

— 0¢ < 150 ppm : 'atome de carbone ne peut pas étre lié & un atome d’oxygéne ou de

soufre hybridé sp?;

~ dc < 130 ppm : si ’atome de carbone est hybridé sp?, alors il ne peut pas étre lié a

un atome d’oxygéne ;

~ dc < 105 ppm : si 'atome de carbone est hybridé sp?, alors il ne peut pas étre lié¢ &

un atome d’azote;

— ¢ < 45 ppm : 'atome de carbone ne peut pas étre lié 4 un atome d’oxygéne ;

— 0¢c > 35 ppm : si atome de carbone fait partie d’'un groupement méthyle, alors il

ne peut pas étre lié a un autre atome de carbone.

Le générateur de structure examine les sous-structures incomplétes pour les assembler
en faisant des vérifications en cours de résolution et une vérification finale lorsqu’une

structure est compléte.

Si une incohérence est détectée entre la structure en cours et les contraintes alors le
programme modifie la structure pour examiner ’hypothése suivante. Si la structure en
cours ne viole aucune contrainte, elle est agrandie en ajoutant une liaison et un atome et
vérifiée & nouveau. Lorsqu’une structure compléte est obtenue, une vérification finale est
effectuée pour valider la structure. Lors de la vérification finale, le programme place les
liaisons multiples (doubles et triples liaisons). Toutes les formes possibles d’arrangement
des liaisons multiples sont alors envisagées. Les solutions sont filtrées en excluant des

sous-structures instables telles que les cyclobutadiénes.
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Le programme s’arréte quand toutes les combinaisons possibles de voisins directs pour

au moins un atome ont été examinées.

1.3.6.4 LSD

Le programme LSD (Logic for Structure Determination) [86-90] a été développé dans
le laboratoire ou les travaux présentés dans ce manuscrit ont été réalisés. Les données
d’entrée sont extraites manuellement des spectres RMN 1D 'H et 13C et RMN 2D COSY,
HSQC, HMBC, H2BC, ADEQUATE et INADEQUATE.

L’ensemble des atomes de la structure doit étre défini. Le statut des atomes com-
prend I'élément chimique, '’hybridation et la multiplicité. Les corrélations sont déclarées
comme des paires de signaux qui corrélent. Lors de 'interprétation d’un spectre HMBC,
il est possible de rencontrer une situation ou plusieurs carbones ayant des déplacements
chimiques trés proches corrélent avec un proton. Dans ce cas la corrélation est déclarée
comme un groupe de carbones qui corréle avec un proton. Au moins un carbone du groupe

est obligatoirement impliqué dans la corrélation.

Des contraintes de sous-structure peuvent étre définies par l'utilisateur sur la base
de ses connaissances et d’une analyse des spectres (déplacements chimiques, forme des
multiplets, valeurs de constante de couplage). Ces contraintes concernent le voisinage
immédiat des atomes (par exemple une liaison carbone-hétéroatome) ou la présence de

cycles.

Lors de la résolution, les structures sont assemblées en formant des liaisons entre les
atomes. Les corrélations sont utilisées comme contraintes pour former les liaisons. Du fait
des ambigiiités sur les corrélations (groupe d’atomes, longueur du chemin de couplage
HMBC 2Jc_g ou 3Jo_p), plusieurs hypothéses sont offertes a chaque nouvel examen
d’une corrélation. L’utilisation d’un algorithme récursif permet d’explorer toutes ces hy-
pothéses. On s’assure ainsi de I’exhaustivité des solutions au probléme. Le programme
peut également prendre en compte 'existence de couplages a trés longue distance (par
exemple HMBC *Jo_p). L’utilisateur peut déclarer un certain nombre de corrélations

avec une longueur maximale de chemin de couplage.

Les contraintes de voisinage entre atomes sont testées en cours de résolution avant la

formation des liaisons.

Lorsqu’une structure est compléte, les tests suivants permettent de valider ou de rejeter
la solution. Le programme effectue un placement des liaisons multiples. Les contraintes
de sous-structures (incluses ou exclues) sont vérifiées. Des contraintes structurales comme
la régle de Bredt permettent également de filtrer les solutions. En effet, la régle de Bredt
interdit toute double liaison sur les carbones en téte de pont des systémes bicycliques. La

structure 1 de la figure 1.14 est acceptée alors que la structure 2 est rejetée.
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FIGURE 1.14 — Structures respectant (a gauche) et ne respectant pas (a droite)
la régle de Bredt

1.3.6.5 LUCY

Le logiciel LUCY [91] a été développé avec la méme philosophie que LSD. Les corré-
lations HMBC sont utilisées comme contraintes pour former les liaisons entre atomes.

L’algorithme de résolution est basé sur la régle suivante : une corrélation HMBC
représente un couplage 2Jo_p ou un couplage 3Jo_p. Les liaisons entre atomes sont
formées de maniére récursive pour pouvoir envisager toutes les hypothéses possibles. Les
couplages & trés longue distance de type *Jo_p ne sont pas pris en compte.

Dés qu’une solution est trouvée, elle subit une série de tests (par exemple 1'exclusion
de cycles de taille donnée) afin de valider la structure.

1.3.6.6 SENECA

SENECA [92, 93|, contrairement aux autres systémes reposant sur les données des
spectres RMN 2D n’est pas un systéme déterministe. Il s’agit d’un systéme stochastique
qui utilise un algorithme génétique ainsi que le recuit simulé. Steinbeck, en reprenant les
idées de Faulon [94, 95|, a considéré que les limites des systémes déterministes étaient
atteintes au-dela de 30 atomes de squelette. Les données d’entrée du programme sont
une formule brute et les spectres 'H, 13C, DEPT, COSY, HSQC et HMBC. L’élucidation
structurale est réalisée par un algorithme stochastique en optimisant la structure pour
étre en accord avec les données spectrales.

La convergence est guidée par un recuit simulé. En utilisant les données d’entrée, le
processus commence avec une structure Sy générée aléatoirement. Une « énergie » E) est
calculée. Celle-ci correspond & une fonction mesurant ’homogénéité entre la structure et
les données spectroscopiques. La structure est ensuite transformée aléatoirement en un
isomére S, et une nouvelle « énergie » FEs est calculée. Si Fy < Fy, cela signifie que la
structure S est plus homogéne avec les données spectroscopiques que la structure S;. La
structure Sy est donc acceptée. Si Ey > FEjq, alors un nombre aléatoire R avec 0 < R < 1

est généré et la structure est acceptée si :

Ego—Ey

R < e_<T)
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Ce processus, lorsqu’il est réalisé a une température constante 7', fait converger le
systéme vers une distribution de Boltzmann. Quand le processus est conduit a des tem-
pératures successives décroissantes, le systéme converge vers un état optimal. En effet,
seul I'état d’énergie optimal pour la molécule est suffisamment rempli & basse tempéra-
ture. Les structures correspondant a cet état optimal sont considérées comme solutions
du probléme.

L’inconvénient de cette méthode est que 'utilisateur doit optimiser les parameétres
de recuit simulé (changement du pas de diminution de température, modifications des
fonctions de calcul de score). Le processus doit étre réalisé plusieurs fois et les résultats
comparés. Si les résultats obtenus ne sont pas les mémes, le programme de recuit doit étre
modifié. Les calculs réalisés au cours de plusieurs essais étant indépendants, le processus

peut étre parallélisé.

Dans une premiére version du programme, I’étape de modification des structures est
réalisée avec la méthode de transformation décrite ci-dessous.

Pour une structure moléculaire, 'opération de mutation ajuste les ordres de liaison
(un ordre de liaison égal & 0 signifie une absence de liaison) entre quatre atomes tout en
conservant une structure valide chimiquement. La validité de la structure est assurée par
une série d’équations de valence. La figure 1.15 illustre 'opération de mutation sur une

structure de formule brute C1qHg.

FIGURE 1.15 — Opérations de mutation dans la premiére version de SENECA

Dans la structure parente, les atomes numérotés 0, 4, 5 et 9 ont été sélectionnés pour
Iopération. Aprés mutation, la liaison entre les atomes 5 et 9 est supprimée. Les atomes 0
et 5 restent liés mais par une double liaison a la place d’une simple liaison. La modification
de cette derniére liaison est compensée par le remplacement d’une double liaison par une
liaison simple entre les atomes 0 et 4. Une nouvelle liaison (simple) est formée entre les
atomes 4 et 9.

Dans cette version du logiciel, la fonction d’énergie est une somme de différents termes
qui tiennent compte de plusieurs paramétres (données spectroscopiques, valeurs de dépla-

cement chimique, symétrie, contraintes de voisinage, contraintes de tailles de cycle)

Dans la seconde version du logiciel, le processus de mutation est différent de celui

présenté ci-dessus. En effet, dans la version précédente I'opération de mutation tend a
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effectuer un affinage local. Ce processus prend en compte uniquement quatre atomes sur
lesquels la mutation est effectuée. Dans ce cas de figure, au plus quatre liaisons entre ces
quatre atomes peuvent étre modifiées. Les structures filles ont donc trés peu de différence
par rapport aux structures parentes. Ce processus de mutation est capable de réduire sa
portée de destruction, mais son action peut ne pas étre pertinente. Pour corriger cette
imperfection, des restrictions supplémentaires ont été appliquées pour la sélection des
atomes inclus dans le processus de mutation.

Un paramétre appelé rayon de mutation est défini comme le nombre de liaisons maxi-
mal entre un atome choisi aléatoirement et le reste des atomes de la structure analysée.
Les liaisons présentes a l'intérieur de ce rayon sont susceptibles de changer alors que le
reste de la structure reste inchangé dans les structures filles. La mutation sera donc d’au-
tant plus destructive que le rayon de mutation sera élevé. Par exemple, sur la figure 1.16,
I’atome marqué d’un point noir est choisi comme centre d’un rayon de mutation égal a 3.
Avec cette contrainte, les modifications de structure sont limitées & 'intérieur du cercle

indiqué, alors que le reste de la structure reste inchangeé.

FIGURE 1.16 — Influence du rayon de mutation sur les modifications

La méthode de mélange qui permet la création de structures filles & partir de structures
parentes est présentée avec un exemple. La figure 1.17 montre deux structures sélection-
nées comme parentes parmi un ensemble de structures. Les atomes de squelette de chaque
structure parente sont aléatoirement séparés en deux groupes (carrés rouges et ronds
bleus). Pour le parent 1, le groupe des carrés rouges est constitué des atomes numérotés
1, 2, 3, 6 et 9. Le groupe des ronds bleus regroupe les atomes numérotés 0, 4, 5, 7 et 8.
Le parent 2 est divisé suivant la méme numérotation. Pour 'opération de mutation, les
liaisons entre atomes du méme groupe sont préservées alors que les liaisons entre atomes
appartenant a des groupes différents sont supprimées (liaisons 3-4 et 6-0 du parent 1).

Les fragments issus de chaque structure parente sont ensuite combinés pour former les
structures filles. Les fragments du groupe des carrés rouges du parent 1 sont combinés avec
les fragments du groupe des ronds bleus du parent 2. De méme, les fragments du groupe
des ronds bleus du parent 1 sont combinés avec les fragments du groupe des carrés rouges
du parent 2. Deux structures filles sont obtenues en ajoutant les liaisons manquantes
(liaisons 6-7, 0-3 et 3-8 de la structure fille 1 et liaisons 2-6 et 3-4 de la structure fille 2).
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FIGURE 1.17 — Opérations de mutation dans la seconde version de SENECA

no. 3

La fonction d’énergie de cette seconde version est identique & la précédente avec un
terme supplémentaire tenant compte de la régle de Bredt.
La figure 1.18 résume le processus de détermination de structure de SENECA.
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FIGURE 1.18 — Schéma du fonctionnement de SENECA

1.3.6.7 ACD Structure Elucidator 2D

Ce logiciel est une deuxiéme version de Structure Elucidator qui est capable d’utiliser
des informations provenant des spectres RMN 2D en entrée [96-113].

La connaissance de la formule brute est obligatoire. Les données peuvent étre entrées
manuellement ou extraites des spectres RMN automatiquement. Tous les groupements
CHj3, CHy, CH et C ainsi que tous les hétéroatomes et le nombre d’hydrogénes qu’ils
portent sont définis. Les propriétés des carbones (hybridation et éventuel voisin hétéroa-

tome) sont déduites de I'analyse des déplacements chimiques *C et 'H des groupements
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CHj;, CH,, CH et C. Le programme est également capable de tenir compte de fragments
comme contraintes de sous-structure lors de la résolution.

Les informations déduites des spectres (relations de proximité entre atomes) servent a
former des liaisons entre les atomes. Une méthode a été présentée pour détecter et enlever
automatiquement les corrélations apportant des contradictions (corrélations a trés longue
distance). Si le programme détecte un atome pour lequel une corrélation semble étre une
corrélation a trés longue distance, il augmente de 1 la longueur par défaut de toutes
les corrélations dans lesquelles cet atome est impliqué. Si aucune solution n’est trouvée
avec cette méthode, la longueur maximale du chemin de couplage est donc supérieure. Le

programme supprime alors une corrélation du jeu de données.

1.3.7 Approches alternatives pour I’élucidation structurale
1.3.7.1 Elucidation structurale 3D directe

Un projet de la société Mestrelab Research vise a réaliser une élucidation structurale
3D sans passer par l'intermédiaire de la construction d’une structure 2D. Le principe est
de convertir les données des spectres RMN 2D en distances entre atomes dans I’espace et
non plus en nombre de liaisons entre atomes.

La figure 1.19 montre les paramétres géométriques qui peuvent étre déduits des
spectres RMN 2D.

HSQC HZBC (or COSY+HSQC) HMBC
(1-bond "H-13C) (2-bond 'H-13C) (n-bond 'H-12C)
H Ho. Hooo
— 1.09 A Y
Distances  HW"/ Chy ey pCH ey CHy
HaC Hie HC

19G.130
Distances

FIGURE 1.19 — Régles d’élucidation 3D

Une corrélation HSQC est convertie en une distance H-C de 1,09 A, une corrélation
H2BC ou HMBC 2J_p correspond a une distance C—C de 1,5 A et une corrélation HMBC
3Jo_m & une distance C-C inférieure & 3,5 A.

La figure 1.20 montre un exemple d’application de cette méthode sur la strychnine.

Il s’agit également de pouvoir utiliser les informations des spectres NOESY [114].

L’intensité des signaux est proportionnelle & ri}G

avec 7;; la distance entre les atomes
d’hydrogéne i et j [115]. D’'une maniére générale on considére qu’un signal nOe « fort »

est observé pour des hydrogénes séparés par 1,8-2,5 A, un signal « moyen » pour une
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FI1GURE 1.20 — Exemple d’élucidation 3D de la structure de la strychnine

distance de 2,5-4,0 A et un signal « faible » pour une distance supérieure. On considére
que l’on n’observe plus de nOe pour des atomes dont la distance est supérieure a 6,0 A.
Les valeurs de constantes de couplage permettent d’obtenir des contraintes angulaires
entre atomes. Il est possible de déduire d'une valeur de constante de couplage 3Jy_ g une
valeur d’angle diédre entre les deux atomes d’hydrogéne a 'aide de ’équation d’Altona
[116]. De méme une valeur d’angle diédre peut étre obtenue a l'aide des équations de

Bifulco [117] & partir d’une valeur de constante de couplage 3Jo_p.

1.3.7.2 Déréplication

Un autre outil a été développé afin d’éviter de renouveler des efforts dans ’analyse
des données expérimentales : la déréplication. Ce systéme repose sur de larges bases de
données de composés dont 'attribution des déplacements chimiques a déja été effectuée.

La déréplication est utilisée en élucidation structurale pour éviter de renouveler la
procédure complexe d’analyse en comparant directement les données spectrales de la mo-
lécule & une base de données. Si la molécule est présente dans la base de données, I’analyse
s’achéve. Dans le cas contraire, la procédure d’élucidation se poursuit en utilisant les mé-
thodes habituelles. Des méthodes appliquées aux substances naturelles ont été décrites
dans la littérature [118].

Bradshaw et al ont décrit un outil de recherche dans une base données basé sur la
masse molaire et le nombre exact de groupements CHs, CH, et CH contenus dans la
structure inconnue [119]. Ces critéres pouvant étre déduits d’un spectre DEPT ou de
la combinaison des spectres 'H et HSQC édité. L’expérience HSQC éditée [120] différe
de PHSQC classique en modifiant le signe des signaux en fonction de la parité de la
multiplicité des carbones. Les signaux des groupements CHgz et CH ont un signe opposé

aux signaux des groupements CHs.
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Lang et al ont proposé une méthode de recherche basée sur le nombre exact de grou-
pements CHs, de groupements CH, et CH dont le carbone est hybridé sp® et certains
groupements chimiques (benzyle, acétal, éther, amide...) facilement déduits d’une analyse
manuelle du spectre 'H (déplacements chimiques et multiplets) [121].

Un article récent de Qiu et al présente une méthode de déréplication appliquée a la
famille des triterpénes [122]|. Les auteurs proposent l'utilisation des valeurs de déplace-
ment chimique des groupements méthyles présents dans ces composés comme critéres de
reconnaissance.

Pierens et al ont développé un algorithme de recherche par similarité dans une base
de données de spectres 2D HSQC [123, 124].

Dans I'ensemble des cas, la déréplication est effectuée en recherchant la structure la

plus compatible par rapport a des critéres provenant de ’analyse des spectres.

1.3.8 Conclusion

Les outils disponibles capables d’aider les chimistes dans le processus de détermination
de structure sont de natures différentes. Le choix des outils doit étre fait en fonction des
données disponibles. On ne peut pas faire sortir du lot un outil plutot qu’un autre car ils
sont complémentaires. Il est plus judicieux d’utiliser plusieurs outils afin de confronter les
résultats obtenus.

Le systéme d’élucidation structurale idéal devrait étre constitué des étapes suivantes :

déréplication ;

si la structure est absente de la base de données, génération des structures;

filtrage des solutions;

— classement des solutions par une prédiction des déplacements chimiques.

Actuellement, loffre de logiciels utilisables par la communauté scientifique est assez
restreinte. Certains sont disponibles sous forme de produits commerciaux tels que les
logiciels payants ACD Structure Elucidator [125], CISOC-SES distribué sous le nom NMR-
SAMS par Spectrum Research, LLC [126] et Assemblelt distribué par ScienceSoft, LLC
[127]. D’autres comme les logiciels libres et gratuits LSD [128] et SENECA [129] sont
accessibles en téléchargement via leur site web. Le programme COCON est utilisable

gratuitement avec une version en ligne appelée WebCocon [130].

1.4 Vérification de structure automatique

1.4.1 Introduction

Vérifier la structure d’une molécule est une tache qui intervient obligatoirement a la
suite d’une réaction chimique. Il s’agit de vérifier I'identité et la pureté du produit attendu.

Un chimiste peut également disposer de plusieurs hypothéses de produits de réaction et



48 Chapitre 1. Meéthodes et outils d’aide a 1’analyse structurale par RMN

chercher a savoir quel produit a été obtenu.

Les logiciels de vérification automatique tentent de juger si les données spectrales sont
compatibles avec une structure. Le but de 'automatisation est d’effectuer une vérification
le plus rapidement possible afin de limiter les temps d’analyse. Les chimistes peuvent ainsi
se concentrer sur des problémes de chimie en passant moins de temps sur la caractérisation
de leurs produits.

La finalité de la vérification est de donner une réponse positive ou négative au probléme
posé. Dans certains cas le logiciel ne prend pas la bonne décision. Il est tout a fait possible
que la structure analysée soit trés proche de la structure attendue et que le logiciel ne
puisse pas faire la différence entre leurs spectres respectifs. Il est également possible qu’une
structure correcte ne soit pas acceptée par le programme pour des raisons qui seront
discutées par la suite.

Il est impératif de définir quelques notions qui seront utiles pour la suite :

— vrai positif : une paire structure/spectre qui est connue comme correcte et que le

logiciel certifie comme correcte ;

— vrai négatif : une paire structure/spectre qui est connue comme incorrecte et que le

logiciel certifie comme incorrecte ;

— faux négatif : une paire structure/spectre qui est connue comme correcte mais que

le logiciel certifie incorrecte ;

— faux positif : une paire structure/spectre qui est connue comme incorrecte mais que

le logiciel considére comme correcte.

1.4.2 Stratégies des logiciels de vérification

La prédiction des spectres RMN joue un réle central dans ces logiciels. Ils procédent a
une comparaison entre le spectre expérimental et le spectre prédit. Au cours du processus il
est également nécessaire de repérer les traces de solvants résiduels et éventuelles impuretés.

Une premiére famille de logiciel travaille uniquement sur les spectres 'H. Si la réa-
lisation d’un spectre proton est une chose facile et rapide, la prédiction peut devenir
difficile quand un haut niveau de précision est requis. La prédiction des spectres 3C est
plus facile a réaliser puisque 'on considére uniquement des déplacements chimiques. Une
seconde famille de logiciel utilisant les déplacements chimiques *C a donc vu le jour.
Devant la faible sensibilité du noyau de *C qui peut entrainer des difficultés pour obtenir
un spectre exploitable en un temps restreint, une stratégie alternative consiste a enregis-
trer un spectre HSQC. Cette expérience est plus sensible car ’acquisition est effectuée de

maniére indirecte par détection des signaux des protons.

1.4.3 Logiciels basés sur les spectres 'H

Ces logiciels proposent une vérification compléte du spectre en examinant les dépla-

cements chimiques, les constantes de couplage et 'intégration des signaux. Ils sont basés
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sur une comparaison entre un spectre prédit a partir de la structure et un spectre expé-

rimental.

Griffiths et Bright ont décrit une méthode de comparaison des déplacements chimiques
expérimentaux avec des déplacements chimiques prédits par le logiciel de prédiction de
ACD/Labs [131-133]. Les déplacements chimiques sont classés par valeurs croissantes et
directement comparés. Cette approche donne simplement une réponse positive ou né-
gative. L’utilisateur n’a aucune idée sur 'attribution des signaux, a savoir quel signal
expérimental correspond a quel signal prédit. Une attribution permet a l'utilisateur de
comparer directement les propriétés des signaux. Fn cas d’échec 'utilisateur dispose de
pistes pour poursuivre ’analyse. Une tentative d’attribution peut donc constituer une
plus-value dans un processus de vérification. Un autre inconvénient de cette méthode est
que la décision dépend uniquement de la précision de la prédiction. Une structure correcte
dont la prédiction est mauvaise pourrait étre rejetée. Il y a donc un risque d’avoir un fort

taux de faux positifs et de faux négatifs.

Golotvin et al (ACD/Labs) [134] ont proposé une méthode permettant de corriger les
défauts de la précédente en réalisant une attribution du spectre lors de la vérification.
Le résultat de la vérification est donné sous la forme d’un score représentant le degré de
certitude sur la décision.

L’algorithme de vérification effectue une caractérisation des multiplets du spectre ex-
périmental, puis réalise une prédiction du spectre a partir de la structure et enfin compare
les spectres calculés et expérimentaux.

Lors de 'attribution, pour chaque paire signal expérimental /signal prédit, une fonction
d’évaluation permet de mesurer les différences entre les différentes propriétés des signaux.
Cette fonction a une valeur minimale lorsque la différence des propriétés est minimale.
L’état qui correspond au minimum de cette fonction est donc le meilleur cas d’attribution.
La valeur de la fonction peut permettre de juger de la correspondance entre la structure
et le spectre.

La fonction d’évaluation est calculée de la maniére suivante :

F= Z (Wshifthhift + WQuantFQuant + WMultFMult)

Fonift, Fouant b Faur Teprésentent respectivement les degrés de similarité entre les dépla-
cements chimiques, intégrales et multiplets. Wpi e, Wouant €6 Warwr sont des facteurs de
poids pour chacun des termes F}.. La somme est effectuée sur 'ensemble des signaux. Les
termes F, peuvent prendre une valeur comprise entre 0 et 1. Par exemple, Fg, ¢ prend
la valeur 0 si la différence entre les déplacements chimiques prédits et expérimentaux est
inférieure a 0,1 ppm et 1 si la différence est supérieure ou égale a 0,5 ppm. Les valeurs de
tolérance pour chacun des termes peuvent étre modifiées par 'utilisateur.

Un coefficient de correspondance est introduit afin d’évaluer le degré de consistance
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entre le spectre expérimental et le spectre prédit. Ce paramétre peut prendre une valeur
de 0 a 1, 1 signifiant une correspondance parfaite. Ce cas de figure se présente lorsque la
fonction F' ne contient aucun terme de pénalité. Cela arrive lorsque les différences, pour
toutes les propriétés des signaux, sont comprises dans les bornes de tolérance données par
I'utilisateur. Ce coefficient est égal a 0 quand toutes les pénalités atteignent leurs valeurs
maximales.

Les auteurs ont choisi de classer les résultats de la vérification en trois catégories en
fonction de la valeur du coefficient de correspondance. La figure 1.21 résume les catégories
de décision du logiciel.

Coefficient de
0,0-X X-Y Y -1,0
correspondance
Catégorie de oL
Incorrecte Ambigiie Correcte
correspondance
3 . Vrai Positif
Résultat Ambigu ..
Faux Positif
Comportement Pas d’action Evaluation Pas d’action
a adopter par supplémentaire manuelle supplémentaire
P’utilisateur requise supplémentaire requise

FIGURE 1.21 — Catégories de décision pour la vérification

Le choix des valeurs de seuil délimitant ces trois catégories est laissé au soin de 1'uti-
lisateur. L’optimisation de ces valeurs détermine quelles structures doivent étre évaluées
manuellement ou non. L’utilisateur doit définir les valeurs des paramétres de seuil X et Y
afin d’obtenir un compromis permettant de réduire le nombre de faux négatifs et de faux
positifs tout en ayant un nombre de résultats ambigus assez bas pour garder le bénéfice
de 'automatisation.

Un inconvénient des méthodes décrites ci-dessus réside au niveau de la prédiction des
valeurs de constantes de couplage et de ’analyse des multiplets. En effet, I’analyse est
effectuée en se basant sur 'hypothése que tous les spectres sont du premier ordre, or il
n’est pas rare d’observer des couplages forts qui donnent lieu a des spectres du second
ordre.

Le logiciel PERCH [135-137] combat cette imperfection. L’extraction manuelle des pa-
ramétres des spectres RMN expérimentaux peut étre fastidieuse, difficile voire impossible
lorsque des signaux sont superposés ou en cas de couplages forts. Dans ces cas, une ana-
lyse spectrale ayant recours a des calculs quantiques permet d’extraire ces paramétres des
spectres. PERCH fonctionne de cette maniére en optimisant les valeurs de déplacements

chimiques et constantes de couplage prédits par une méthode itérative. Cependant les va-
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leurs de départ pour ces parameétres doivent étre raisonnablement correctes et ’attribution

des signaux correcte pour que le processus itératif aboutisse.

L’algorithme ACA (Automated Consistency Analysis) effectue ce type d’analyse de
maniére totalement automatique en incluant la reconnaissance des signaux des solvants.

Les étapes de la procédure sont les suivantes :

— Détection automatique des signaux, intégration, calcul de la forme et de la largeur
des raies et calcul du rapport signal sur bruit. Une analyse totale de la forme des
raies est utilisée pour effectuer une déconvolution du spectre. Elle permet aussi de
détecter des raies larges (par exemple signal de 1'eau). Les informations extraites
du spectre sont utilisées dans la suite pour effectuer la comparaison avec le spectre
prédit au cours du processus itératif d’optimisation ;

— La prédiction du spectre 'H est effectuée en évaluant les déplacements chimiques a
partir d’une collection de conforméres obtenue par dynamique moléculaire ;

— Un ensemble d’attributions est réalisé sur la base des résultats des deux premiéres
étapes. Ces attributions sont classées par ordre décroissant de correspondance entre
les spectres prédits et expérimentaux en tenant compte de ’erreur sur la prédiction ;

— Processus itératif d’optimisation des parameétres RMN pour que le spectre prédit se
superpose au maximum au spectre expérimental ;

— Evaluation finale : un score de correspondance est calculé donnant une estimation de
la consistance entre la structure et le spectre RMN 'H. Une série de scores supplé-
mentaires permet de juger la divergence entre les paramétres RMN expérimentaux et
prédits (déplacements chimiques, constantes de couplage), et aussi de savoir quelles

régions du spectres ont une mauvaise consistance.

Lorsque le résultat du mode automatique est ambigu ou que la structure est rejetée,

I'utilisateur peut passer en mode interactif pour guider le logiciel dans le processus.

La société Mestrelab Research commercialise un programme appelé Mnova Verify [138]
qui utilise un spectre RMN 'H et optionnellement un spectre HSQC pour la vérification
des structures. Le programme dispose d’un algorithme de déconvolution et d’'un module
de prédiction des spectres. Un facteur de qualité permettant d’évaluer la vérification est

calculé. Les détails ne sont toutefois pas communiqués.

1.4.4 Logiciels basés sur les spectres 'H et HSQC

Afin d’améliorer leur systéme, Griffiths et al ont envisagé I'utilisation combinée des
spectres RMN 'H et HSQC [139, 140|. IIs ont montré qu’avec une approche utilisant
uniquement le spectre 'H, le taux de faux positifs est de 4%. L’utilisation des spectres
13C permet de diminuer ce taux & 1%. Les spectres HSQC donnent un taux de 2% et la

combinaison des spectres 'H et HSQC réduit le taux a 1%.
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Golotvin et al ont implémenté la méme approche pour améliorer leur logiciel de vé-
rification [141, 142|. Pour évaluer attribution des signaux, la méme fonction de score
est appliquée. Un terme tenant compte de la différence des déplacements chimiques 3C
calculés et expérimentaux est ajouté. Pour fournir un résultat, le coefficient de correspon-
dance est calculé. Il est égal a la fonction de score normalisée par rapport au nombre de
signaux.

Les auteurs concluent que 'utilisation du spectre HSQC est pertinente car bien qu’aug-
mentant le temps d’analyse, le temps passé par un agent expert pour analyser et évaluer

manuellement les spectres en cas d’ambigiiité s’en trouve réduit.

Récemment, une étude de Golotvin et al a été menée pour tenter de réduire le nombre
de faux positifs [143]. Les auteurs ont procédé a des tests de vérifications combinées sur des
structures ayant une grande similarité par rapport a la structure correcte. Ils ont montré
que la soumission combinée de structures similaires (au moins une) permet d’indiquer des
situations ot la combinaison des spectres 'H et HSQC n’est pas suffisante pour confirmer
la structure. Dans cette étude les structures similaires ont été générées manuellement. On
pourrait imaginer d’avoir recours & un générateur de structure automatisé pour fournir

des structures alternatives.

1.4.5 Conclusion

Les logiciels de vérification de structure nécessitent des méthodes d’extraction des
paramétres des signaux RMN (déplacements chimiques, constantes de couplage et inté-
grations) perfectionnées et des méthodes de prédiction des déplacements chimiques et des
constantes de couplage efficaces et précises.

D’une maniére générale 'introduction des spectres HSQC a permis d’améliorer les
systémes d’attribution et de vérification en permettant une réduction du nombre de faux
négatifs et faux positifs. L’inconvénient majeur de cette stratégie est la possibilité d’erreur
dans la décision finale car il manque I'information des carbones quaternaires.

Pour étre efficace, un logiciel de vérification de structure doit posséder un module de
prédiction efficace. En effet, la qualité de 'attribution dépend essentiellement de la qualité
de la prédiction.

En cas de rejet de structure par un logiciel de vérification, on peut imaginer de sou-
mettre les données spectrales au générateur de structures d’un programme d’élucidation
structurale pour obtenir des structures alternatives. Ceci démontre le grand potentiel et la

complémentarité de tous les outils d’analyse structurale lorsqu’ils sont utilisés ensemble.



CHAPITRE 2

Amélioration du logiciel LSD

2.1 Introduction

Le logiciel LSD est né au début des années 1990 et ne cesse d’évoluer depuis sa premiére
version. L’objectif de cette thése est de supprimer certaines rigidités imposées dés la
conception du logiciel LSD et de faciliter son utilisation.

Ce chapitre débute par une description détaillée du fichier d’entrée, des différentes
fonctionnalités, des programmes associés et de ’algorithme de résolution. Les manques et
limitations du logiciel seront exposés avant de présenter les améliorations apportées au
cours de ce travail de thése. Chaque modification sera traitée par la définition d’un cahier
des charges et des outils utilisés. Des exemples de résolution de structure sont proposés
afin de valider les modifications.

Enfin pour faire suite a une collaboration avec le Professeur Vicente de Paulo Emeren-
ciano de 'université de Sao Paulo, des travaux ont été menés pour continuer a exploiter
les informations issues de la base de données spectroscopiques SISTEMAT. Le couplage
des systémes SISTEMAT et LSD permet a chacun de tirer profit de 'autre. Les derniéres

avancées dans ce sens sont dévoilées en fin de chapitre.

2.2 Le logiciel LSD

2.2.1 But du logiciel

Le but du logiciel LSD est de proposer ’ensemble des structures planes compatibles
avec des données spectroscopiques. A partir de la formule brute fournie par la spectro-
métrie de masse et des spectres de RMN 1D 'H et '3C, un statut (état d’hybridation,
nombre d’hydrogénes portés) est attribué par 'utilisateur aux atomes de la molécule. Des
distances ou des intervalles de distances entre atomes, mesurées en nombre de liaisons,
sont déduits des spectres de RMN 2D de corrélation des déplacements chimiques : COSY,
HSQC, HMBC, H2BC, 1,1-ADEQUATE et INADEQUATE. Les spectres NOESY ne sont
pas exploités pour établir des conformations relatives. L’utilisateur peut fournir au pro-
gramme des éléments de sous-structure issus de sa propre connaissance des déplacements
chimiques et de l'origine naturelle ou synthétique de la substance étudiée. Utiliser le lo-

giciel LSD impose donc un certain nombre de travaux préliminaires & 'utilisateur. Les
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informations extraites des spectres sont codées dans un fichier d’entrée pour étre traitées
par LSD.

2.2.2 Structure du fichier d’entrée

Le fichier d’entrée est constitué de commandes permettant & l'utilisateur de coder
les informations issues des spectres mais aussi de controler I'exécution du programme
(affichage de commentaires en cours d’exécution, exécution en mode pas & pas...). La liste
des commandes disponibles dans les fichiers d’entrée de LSD est présentée en annexe A.

Chaque commande est constituée d’un mnémonique suivi de 1 & 5 paramétres. Tous
les mnémoniques sont constitués de 4 caractéres alphanumériques. LLes mnémoniques sont
suivis par des paramétres séparés par des blancs. Les paramétres sont classés par types :

— 1 : un entier positif ou nul;

- T:-1,00ul;

— V : un seul entier positif ou nul ou un ensemble d’entiers positifs ou nuls entre

parenthéses séparés par des blancs;

— A : un symbole atomique;

— Ln : la référence a une liste d’atomes, n est strictement positif;

— B : remplace I ou Lin;

— S : un ensemble d’entiers positifs séparés par des blancs;

— Sn : la référence d’'un atome dans la description d’une sous-structure ;

— R : un nombre réel;

— Fn : la référence d’'une sous-structure ;

— C : une chaine de caractére, encadrée par des guillemets (") ;

H : un signe optionnel : + ou -;
— O : un entier positif ou nul optionnel ;
Z:-1,0,1 ou 2.

Le codage du jeu de données LSD pour 'a-pinéne (figure 2.1) est présenté comme

exemple en figure 2.2.

FIGURE 2.1 — Structure de ’a-pinéne
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ENTR 1
ELIM 3 5
MULT 1 C 2 O HMBC 1 6 QUAT L1
MULT 2 C 2 1 HMBC 1 9 PROP 8 0 L1
MULT 3 C 3 1 HMBC 2 3 PROP 10 0 L1
MULT 4 C 3 1 HMBC 2 9
MULT 5 C 3 0 HMBC 3 6
MULT 6 C 3 2 HMBC 3 8 SSTR S1 A (2 3) (0 1 2)
MULT 7 C 3 2 HMBC 3 9 SSTR S2 A (2 3) (0 1 2)
MULT 8 C 3 3 HMBC 3 10 SSTR S3 A (2 3) (01 2)
MULT 9 C 3 3 HMBC 4 6 SSTR S4 A (2 3) (01 2)
MULT 10 C 3 3 HMBC 4 8 LINK S1 S2

HMBC 4 10 LINK S2 S3
HSQC 2 2 HMBC 5 6 LINK S3 S4
HSQC 3 3 HMBC 5 8 LINK S1 S4
HSQC 4 4 HMBC 5 10
HSQC 6 6 HMBC 7 6 DEFF F1 "Filters/ring3"
HSQC 7 7 HMBC 8 10
HSQC 8 8 HMBC 9 3 ; skeleton database
HSQC 9 9 HMBC 10 8 PATH "Filters/TERPENES/MONOTERP"
HSQC 10 10 HMBC 10 6

HMBC 10 9 ; pinane
BOND 1 2 HMBC 2 8 SKEL F2 "PINANE"
BOND 2 7

FEXP "FO AND NOT F1 AND F2"

FIGURE 2.2 — Fichier de données LSD pour I’a-pinéne
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Tous les atomes (hydrogénes exceptés) doivent étre définis a I’aide la commande MULT.
Le statut des atomes comprend le numéro d’atome, 1’élément chimique, ’hybridation et
la multiplicité. La commande MULT 1 C 2 O signifie que 'atome 1 est un carbone (C)
hybridé sp? (2) quaternaire (0 hydrogene). La numérotation des atomes peut étre faite de
maniére arbitraire. Dans I'exemple, les atomes sont numérotés par ordre décroissant de
valeurs de déplacement chimique 3C. Les numéros des carbones issus du spectre 1D sont
reportés sur les projections des spectres 2D HSQC et HMBC.

Il s’agit ensuite de numéroter les atomes d’hydrogéne sur les spectres. LLa numérotation
est arbitraire mais il est plus facile de donner & un hydrogéne le méme numéro que ’atome
auquel il est lié. La correspondance est donc établie sur le spectre HSQC. Les numéros sont
reportés sur les spectres 2D COSY et HMBC. Dans le fichier de données, les corrélations
des spectres 2D sont définies par le type de spectre, le numéro d’atome dans la premiére
dimension (un carbone pour les spectres HSQC et HMBC, un hydrogéne pour les spectres
COSY) et le numéro d’atome dans la deuxiéme dimension (un hydrogéne dans tous les
cas). La commande HSQC 2 2 signifie que le carbone 2 et le proton 2 sont liés. Si des
carbones ont des déplacements chimiques *C trés proches, la syntaxe de la commande
HMBC peut étre adaptée en définissant un groupe d’atomes entre parenthéses. Cela signifie
qu’au moins un des carbones est impliqué dans la corrélation. Par exemple, la commande
HMBC (6 7) 2 signifie que soit le carbone 6, soit le carbone 7 (ou les deux) corréle(nt)
avec ’hydrogeéne 2.

Les liaisons déduites de facon évidente doivent étre déclarées avec la commande BOND
dont les deux paramétres sont les numéros des deux atomes a lier. Dans I'exemple du
pinéne, la double liaison entre les deux uniques atomes déclarés hybridés sp? (les carbones
1 et 2) est indiquée par la commande BOND 1 2.

L’expérience INADEQUATE permet d’observer des corrélations entre carbones direc-
tement liés. Ces corrélations peuvent donc étre déclarées a ’aide de la commande BOND.

Il est possible de donner des propriétés aux atomes. Une propriété d’atome (com-
mande PROP) est I'indication pour un atome ou une liste d’atomes d’un nombre de voisins
qui doivent appartenir ou non & une autre liste d’atomes. Ces propriétés agissant comme
contraintes concernant le voisinage des atomes peuvent étre déduites d’une simple analyse
des déplacements chimiques et de la multiplicité des signaux. Elles peuvent, par exemple,
s’appliquer au voisinage des hétéroatomes. Dans I'exemple du pinéne, la liste des carbones
quaternaires est déclarée avec la commande QUAT L1. Le carbone 10 (6 (**C) = 20 ppm)
appartient & un groupement méthyle apparaissant sous la forme d’un singulet vers 1 ppm
sur le spectre 'H. La commande PROP 8 0 L1 impose au carbone 8 d’avoir tous ses voi-
sins quaternaires. Elle force la formation d’une liaison entre le carbone 8 et un carbone
quaternaire. Il aurait été possible d’écrire PROP 8 1 L1 car un groupement méthyle n’a
toujours qu’un seul voisin.

L’algorithme de résolution utilise les corrélations HMBC ™J avec une valeur de n

restreinte & 2 ou 3. L’introduction d’une corrélation HMBC ou COSY ™.J avec n supérieur
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4 3 méne LSD a une situation ou il ne fournit aucune solution. Une telle corrélation peut
étre éliminée afin de permettre au logiciel de trouver au moins une solution. La commande
ELIM permet de spécifier un nombre maximal de corrélations qu’il est possible d’éliminer
ainsi qu’un nombre maximal autorisé de liaisons entre les atomes qui interviennent dans
toutes les corrélations éliminées. L’exemple du pinéne contient trois corrélations HMBC a
trés longue distance : entre le carbone 10 et 'hydrogéne 6 (J), entre 10 et 9 (°.J) et entre
2 et 8 (°J). Ces corrélations sont imaginaires et ont été ajoutées pour présenter l'utilité
de la commande ELIM. La commande ELIM 3 5 signifie que le programme peut éliminer
3 corrélations qui correspondent au maximum & un couplage °J entre les atomes. Si cette
commande n’est pas présente, le programme est incapable de résoudre la structure du
pinéne.

La commande ENTR 1 présente en début du fichier exemple fait partie des commandes
permettant de controler I'exécution du programme. Elle permet ’affichage et le controle

des données apreés lecture du fichier d’entrée.

Les solutions trouvées par LSD peuvent étre filtrées pour ne garder que celles satisfai-
sant & une contrainte de sous-structure. Une sous-structure est un fragment de structure
défini par des liaisons entre des sous-atomes que l'utilisateur peut forcer a étre présent
ou absent des solutions. Une sous-structure peut étre définie directement dans le fichier
d’entrée ou dans un fichier spécifique. Dans ’exemple, une contrainte de sous-structure
est appliquée. Il s’agit d’une combinaison de plusieurs fragments définis de maniére indé-
pendante. Un premier fragment est défini dans le fichier d’entrée. Il s’agit d’un cycle de 4
atomes. La commande SSTR S1 A (2 3) (0 1 2) permet de déclarer le statut des sous-
atomes. Le sous-atome S1 peut correspondre & tout élément (A pour Any) hybridé sp? ou
sp® ((2 3)) 1ié 20, 1 ou 2 hydrogeénes ((0 1 2)). Les liaisons entre sous-atomes sont défi-
nies par la commande LINK. LINK S1 S2 signifie que les sous-atomes S1 et S2 doivent étre
liés. Une seule définition de sous-structure peut étre codée dans le fichier d’entrée de LSD.
Il est plus commode de définir les sous-structures de maniére externe afin de les réutiliser
dans plusieurs problémes. C’est le cas pour le second fragment. Il s’agit d’un cycle de 3
atomes. La commande DEFF F1 "Filters/ring3" permet de spécifier 'emplacement du
fichier externe et d’attribuer un numéro au fragment (F1). Le troisiéme fragment corres-
pond au squelette carboné principal de 'a-pinéne : le pinane. Il est également défini dans
un fichier externe. La commande PATH "Filters/TERPENES/MONOTERP" ajoute ce chemin
d’accés a la liste des endroits ou sont recherchés les squelettes. La commande SKEL F2
"PINANE" indique que le fragment F2 est le squelette du pinane. Le fichier associé a ce
squelette sera automatiquement recherché dans le dossier ajouté avec la commande PATH.
Pour finir, la facon de combiner les fragments pour la recherche de sous-structure est
contenue dans la commande FEXP "FO AND NOT F1 AND F2". Il s’agit d’une expression
de logique combinatoire entre les fragments FO (sous-structure du fichier d’entrée), F1 et
F2. La solution doit contenir un cycle de 4 atomes (FO) et ne pas contenir de cycle de trois
atomes (AND NOT F1) et contenir le squelette du pinane (AND F2).
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2.2.3 LSD et programmes associés

Le programme est divisé en plusieurs programmes indépendants jouant chacun un role
différent au cours de ’analyse. Tous les constituants d’un logiciel d’élucidation structurale
sont présents sauf la partie d’extraction des données des spectres qui reste manuelle.
Les informations sont codées dans un fichier texte. Pour utiliser LSD dans une interface
graphique, il est possible d’utiliser le module d’élucidation structurale CMC-se (Complete
Molecular Consistency-structure elucidation) [144] intégré au logiciel TopSpin de la société
Bruker. Les programmes sont utilisés les uns a la suite des autres. Tout d’abord L.SD
contient I'algorithme de résolution, ensuite OUTLSD permet d’exporter les résultats dans
divers formats et enfin M EDIT et GENPOS permettent de visualiser les solutions.

2.2.3.1 LSD

Le programme LSD est le générateur de structures proprement dit. Il est écrit en
langage C. Il recoit le fichier d’entrée et utilise les données qu’il contient pour générer
I’ensemble des solutions. Le détail du fonctionnement interne de LSD est présenté au
paragraphe 2.2.4. Les solutions sont placées dans un fichier de sortie dont le format est

lisible uniquement par le programme OUTLSD.

2.2.3.2 OUTLSD

Le programme OUTLSD, écrit en langage C, a été concu afin d’exporter les résultats
dans plusieurs formats utilisables par I'utilisateur. Les formats de sortie de OUTLSD sont
les suivants :

— des listes de paires d’atomes liés;

— des chaines de caractéres SMILES [145, 146 ;

— des coordonnées 2D pour les programmes M _EDIT et GENPOS;

— des coordonnées 2D au format MDL MOL [147| pour certains produits propriétaires

et M_EDIT;

— des coordonnées 3D fantaisistes au format MDL MOL avec H implicites ou explicites.

Les coordonnées 3D sont fantaisistes car le programme ne dispose pas d’information
sur la stéréochimie.

Le programme OUTLSD contient un algorithme de génération de chaines SMILES
(Simplified Molecular-Input Line-Entry System). Il s’agit d’un format de codage trés com-
pact des structures développé par Weininger. Ce systéme de représentation est capable de
traiter ’aromaticité, la stéréochimie et les différents isotopes d’un élément. Par exemple la
chaine SMILES générée par OUTLSD pour I'a-pinéne est C12C(C)(C)C(C1)C(C)=CCz2.

La figure 2.3 illustre le principe de codage des chaines SMILES en prenant comme
exemple la structure du pinéne (A). Les hydrogénes sont supprimés, ils deviennent impli-
cites (B). Les cycles sont ouverts et des numéros sont placés comme repéres pour indiquer

les liaisons manquantes. La structure est assimilée a un arbre. Le codage de la chaine
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A
B
2
2
C
2
D

C12C(C)(C)C(C1)C(C)=CC2
GEEEEN W D

FIGURE 2.3 — Principe de codage d’une chaine SMILES
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SMILES est effectué en parcourant cet arbre (C). Le plus long enchainement d’atome est
repéré pour servir de base au codage. Cet enchainement est parcouru en symbolisant les
branches par des parenthéses pour obtenir la chaine SMILES (D).

Le programme OUTLSD contient également un algorithme de calcul de coordonnées
2D et 3D a partir d’une table de connectivité entre atomes. Cet algorithme sera présenté

en détail au paragraphe 2.3.5.

2.2.3.3 M_EDIT

Le programme M _EDIT est utilisé pour visualiser les structures 2D enregistrées au
format MDL MOL ou dans un format de coordonnées spécifique au programme. Il permet
d’améliorer la qualité visuelle des dessins des molécules quand les coordonnées produites
par OUTLSD engendrent des structures difficiles a interpréter. Le programme M _EDIT
est écrit en langage Tcl/Tk, il fournit Uinterface de la figure 2.4.

B3| m_edit - pinene.coo 1 ,’_1 |.E|E|ﬂ_hj
[ I .

File View Select Buffer Arrange

PN

WA

Cc10

c1

::3/

c9

FI1GURE 2.4 — Copie d’écran du programme M _EDIT

Le menu File permet de lire et de sauvegarder des fichiers et de sortir du programme.
Le menu View est utilisé pour naviguer en avant et en arriére dans un ensemble de
structures groupées dans un méme fichier. I.'usage de M EDIT est trés simple : les atomes

sont déplacés a I'aide du bouton gauche de la souris.
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Les molécules sont toutes sélectionnées par défaut, comme indiqué par leur titre écrit
en noir. Le menu Select permet de désélectionner /sélectionner des molécules. Les molécules
sélectionnées peuvent étre gardées (et les autres supprimées) en utilisant I'item Keep du
menu Select.

Les molécules peuvent étre inversées horizontalement ou verticalement a 1’aide du
menu Arrange.

Un buffer (menu Buffer) a été ajouté, de maniére & ce qu’une situation antérieure

préalablement sauvée (item Save To) puisse étre rechargée (item Load From).

2.2.3.4 GENPOS

Le programme GENPOS, écrit en langage C, permet de créer un fichier contenant des
instructions en langage PostScript. Le fichier résultant peut étre ouvert par des vision-

neuses PostScript pour étre analysé et imprimé.

2.2.4 Structure du logiciel LSD
2.2.4.1 Principe d’utilisation des corrélations

L’algorithme de résolution de LSD utilise les corrélations comme contraintes pour
former des liaisons entre les atomes. La figure 2.5 montre comment les distances interato-

miques mesurées en nombre de liaisons sont déduites a partir des corrélations des spectres
2D COSY et HMBC.

HMBC X, X,
Hi —> ou
HSQC&\ (?) (?)
COSsY
H H
\ ? —> Xi— X,
HSQC&\ / j HSQC
X X2

FIGURE 2.5 — Principe de formation des liaisons
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Une corrélation HMBC révéle une relation de proximité entre deux atomes de carbone.
Lorsqu’un proton H; corréle avec un atome X, (X pouvant étre un carbone ou un azote),
cela indique qu’ils sont séparés par 2 ou 3 liaisons. Si le spectre HSQC montre que H;
est directement lié & Xy, alors X; et X5 sont soit liés ensemble soit séparés par un atome
commun.

Le méme principe est appliqué aux corrélations COSY a travers trois liaisons. Si deux
protons H; et Hy corrélent et qu’ils sont liés respectivement aux atomes X; et Xy, alors il
existe une liaison entre X; et X,.

Chaque corrélation HMBC posséde plusieurs niveaux d’indétermination. La déclara-
tion d’une corrélation HMBC ambigiie entre un groupe de carbones et un proton implique
qu’au moins un atome de carbone du groupe corréle avec 'hydrogéne. Il faut envisager
tous les choix de carbone parmi la liste lors de I'interprétation d’une corrélation ambigiie.
La seconde indétermination vient du fait que la longueur du chemin de couplage est in-
connue. Il faut envisager que la corrélation soit le fruit d’un couplage 2J ou ®J ou alors
d’un couplage a plus longue distance. La troisiéme indétermination intervient lors de I'hy-
pothése d’une corrélation HMBC 3.J. L’atome voisin commun aux atomes X; et X, est
inconnu. Il faut & nouveau envisager toutes les hypothéses plausibles.

Toutes les hypotheéses possibles de ces indéterminations sont envisagées et explorées a

I'aide d’un algorithme récursif qui permet I'exhaustivité de la résolution.

2.2.4.2 Principe d’un algorithme récursif

En informatique, un algorithme est dit récursif lorsque sa définition fait appel a ’al-
gorithme lui-méme.

La récursivité peut étre utilisée pour effectuer des calculs mathématiques. Le calcul
de la factorielle d’un nombre n est défini par la fonction suivante :

n!:Hi:1x2><3><...><(n—1)><n

=1

Ce calcul présenté sous la forme d’une suite donne pour n > 0 :

1 sin=0
n! =
n x (n—1)! sinon.

Dans le deuxiéme cas, le calcul de n! a besoin de la valeur de (n — 1)!. La programmation
de ce calcul nécessite un appel récursif, I'algorithme va effectuer une tache identique en
s’appelant lui-méme plusieurs fois de suite. Pour éviter des appels récursifs a l'infini, il
faut déterminer un cas ou I'algorithme s’arréte. Ce cas est appelé cas de base, il s’appuie
sur une condition de terminaison. Dans ’exemple, il s’agit du premier cas ot n = 0. Le
second cas qui contient ’appel récursif est appelé cas de propagation.

De nombreuses suites mathématiques peuvent étre calculées de maniére récursive. On

(15)

peut citer par exemple la suite de Fibonacci qui est lice au nombre d’or ~——.
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L’utilisation de la récursivité implique une mémorisation de I’état du probléme a
chaque appel récursif afin de récupérer un état précédent lors d’'un retour en arriére.
Cette mémorisation utilise une pile avec le principe LIFO (Last In First Out). Chaque
donnée est stockée (empilée) dans son ordre d’arrivée. Lors de la récupération des don-
nées dans la pile, le premier élément récupéré (dépilé) est le dernier qui a été enregistré.
Les anciennes générations de calculatrice ainsi que les langages PostScript et FORTH

fonctionnent sur ce principe.

Le probléme des 8 reines est un exemple de probléme pouvant étre résolu en utilisant
la récursivité. Il s’agit de placer 8 reines sur un échiquier sans qu’aucune reine n’en menace
une autre, sachant qu’une reine peut attaquer toute piéce se situant sur la méme rangée,
la méme colonne et sur la méme diagonale. La résolution du probléme simplifié & 4 reines
sur un échiquier 4 x 4 est présenté sur la figure 2.6. Les reines sont placées sur I’échiquier
ligne par ligne dans les cases libres. Une case est libre si elle n’est menacée par aucune
reine. Pour commencer, une reine est placée sur la premiére colonne de la premiére ligne.
Ce choix ne laisse que deux possibilités pour le placement d’une reine sur la seconde ligne.
Si la seconde reine est placée sur la troisiéme colonne, toutes les cases de la troisiéme
ligne sont menacées. Suite a cet échec, il faut revenir a I’étape précédente et tester la
seconde hypothése de placement pour la seconde reine. Dans ce cas, la troisiéme reine
peut étre placée sur I’échiquier mais pas la quatriéme. Les deux possibilités de placement
de la seconde reine ayant été testées, il faut revenir en arriére jusqu’au placement de la
premiére reine. Celle-ci est placée sur la deuxiéme colonne. Le placement successif des
autres reines est effectué a chaque fois dans la seule case restant libre. Cette voie permet
de déboucher sur une solution au probléme. Il existe une seconde solution qui peut étre
obtenue en effectuant un retour en arriére jusqu’au placement de la premiére reine et en

explorant les autres voies.

2.2.4.3 Phases de résolution

La génération des structures est réalisée au cours de quatre étapes successives (fi-
gure 2.7).

La premiére étape est appelée phase 0. Les informations fournies au programme sont
lues dans le fichier d’entrée. Elles sont décodées au cours d’une analyse syntaxique. Aprés
vérification de leur validité par une analyse sémantique, les données sont enregistrées.
Certaines incohérences entre les données sont détectées a ce niveau avant de débuter la
résolution. Les liaisons évidentes fournies par les commandes BOND et COSY sont formées.

La génération des structures débute réellement lors de la phase 1. Les corrélations
HMBC sont exploitées et des liaisons sont établies en conséquence entre atomes. Les trois
niveaux d’indétermination sont explorés par hypothéses successives. Lorsqu’aucun choix

ne permet de fabriquer de nouvelles liaisons, ¢’est qu'un des choix effectués précédemment
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FIGURE 2.6 — Résolution du probléme des 4 reines
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était faux. Un choix précédent est alors remis en cause par un mécanisme de retour-arriére
et I’analyse continue jusqu’a épuisement des corrélations.

La phase 2 consiste a apparier systématiquement des atomes incomplets. 1l s’agit des
atomes qui n’ont pas tous leurs voisins. La formation des liaisons peut ne pas étre effectuée
totalement. Le mécanisme de retour-arriére permet d’explorer I’ensemble des combinaisons
possibles. Si toutefois le mécanisme ne permet pas d’aboutir a une structure compléte, il
y a retour & la phase précédente d’analyse des corrélations.

La derniére étape est la phase 3. C’est une phase de test. Si des corrélations ont été
éliminées pendant la phase 1, il faut confirmer la validité de I’élimination. La distance entre
les atomes impliqués dans les corrélations éliminées doit étre en accord avec la longueur de
chemin de couplage maximale entrée par 'utilisateur. Les liaisons multiples sont placées
avec un mécanisme de retour-arriére. Un algorithme détermine si la structure satisfait a
la régle de Bredt [148]. Les éventuelles contraintes de sous-structures sont vérifiées a ’aide
d’un algorithme de recherche de sous-structure [149]. L’ultime point est la vérification de
Poriginalité de la structure, en la confrontant aux solutions précédemment obtenues. En

cas de succes, la structure est écrite dans le fichier de sortie.

Lecture du fichier d'entrée
Analyse syntaxique
Analyse sémantique

Initialisation des liaisons évidentes

Phase 0
Initialisations

[T T1

Y
Phase 1
Utilisation des
corrélations HMBC
A

Répétition :
sélection d'une corrélation
analyse des indéterminations

)

Y e
[ Phase 2 Appariement systématique de tous les
Appariemment des atomes qui ne sont pas complets
atomes (qui n'ont pas tous leurs voisins)
A \_ _J
Y
Phase 3 Placement des liaisons multiples

Régle de Bredt
Sous-structures
Solution non redondante

Tests/Validation

()

FIGURE 2.7 — Méthode de résolution des structures
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2.2.5 Exemples d’applications de LSD

Le logiciel LLSD a été utilisé principalement dans I’élucidation structurale de substances
naturelles. La figure 2.8 montre quelques exemples de structures étudiées avec LSD [150—
157].

OCOCH(CHs),

OAc

R: Palmityl

FIGURE 2.8 — Structures étudiées a 1’aide de LSD

2.3 Développements récents

2.3.1 Introduction

Les développements récents visent a améliorer plusieurs points comme la diversité
des molécules analysables, la souplesse d’utilisation, 1'utilisation des corrélations ou la

présentation des résultats.
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Les développements touchant directement le générateur de structure ont été effectués
en modifiant le code existant. La structure du logiciel et 'organisation interne des données
ont été gardées en aménageant toutes les parties nécessaires. La programmation étant
lart de corriger des bugs sans en ajouter de nouveaux, une attention particuliére a été
portée aux dommages collatéraux que chaque modification pouvait apporter. De plus, les
nouveautés ont ét¢ ajoutées avec le souci de garder une compatibilité avec les anciens jeux

de données.

2.3.2 Traitement amélioré des corrélations HMBC et COSY
2.3.2.1 Objectif

Le but de cette modification est de permettre a 'utilisateur d’introduire des valeurs
de longueur de chemin de couplage de maniére optionnelle lors de la déclaration des cor-
rélations HMBC et COSY. La finalité est de permettre d’affiner le traitement lors de la
résolution en réduisant le nombre d’hypothéses et donc le temps de résolution. Potentiel-
lement, la probabilité de présence de corrélations COSY ambigiies est forte du fait de la
faible gamme de déplacements chimiques 'H. Nous avons profité de ces aménagements
pour ajouter la possibilité de déclarer des corrélations COSY comportant des groupes

d’atomes ayant des déplacements chimiques proches.

2.3.2.2 FEtat des lieux avant modification

Avant cette modification, suivant la nomenclature du fichier d’entrée de L.SD, la com-
mande HMBC possédait uniquement deux paramétres. Aprés changements, ces deux pa-
rameétres restent toujours obligatoires. Le premier peut étre un entier correspondant a un
numéro de carbone ou une liste de carbones écrite entre parenthéses. Le second est un
entier correspondant & un numéro d’hydrogéne. S’il existe une incertitude car des atomes
de carbone ont des déplacements chimiques proches, 'utilisateur peut définir une corréla-
tion ambigiie ou variable. Par exemple, HMBC (2 9) 5 signifie que soit le carbone 2, soit
le 9 (ou les deux) corréle(nt) avec ’hydrogéne 5.

D’autre part, la commande COSY posséde aussi deux paramétres obligatoires. Ce
sont deux entiers correspondant chacun a un numéro d’hydrogéne. Les corrélations COSY
étaient jusqu’ici considérées comme provenant de couplages 3Jy_p, c’est-a-dire des cor-
rélations entre deux atomes d’hydrogeénes H; et Hy portés par deux atomes de squelette
voisins X; et Xs. Ces corrélations intervenaient en tout début de la résolution (phase 0)
pour former directement la liaison X;—Xs. Il est cependant courant que des informations
de couplage a plus longue distance apparaissent sur ces spectres. Il ne fallait alors considé-
rer que les signaux les plus intenses des spectres COSY pour ne pas aboutir a un échec de
la résolution. Ignorer certaines corrélations a longue distance peut constituer un facteur

limitant dans le processus de résolution. En effet certaines de ces informations peuvent



68 Chapitre 2. Amélioration du logiciel LSD

jouer un role dans le processus de résolution. Afin de palier & ce manque, il a été décidé
de modifier le programme afin de permettre a l'utilisateur d’introduire des corrélations
COSY a longueur de chemin de couplage variable pour qu’elles puissent intervenir lors de

I’analyse des corrélations en phase 1.

2.3.2.3 Mise en ceuvre des modifications

L’intervention de LSD sur les corrélations (du fichier d’entrée a leur utilisation pendant
la résolution) va étre détaillée dans la suite en décomposant les différents traitements étape

par étape.

Syntaxe du fichier d’entrée L’utilisateur a la possibilité d’ajouter un ou deux para-
métres optionnels a la suite de la déclaration de la corrélation. Un paramétre optionnel
unique représente un nombre de liaisons entre deux atomes qui corrélent. Si deux para-
métres optionnels sont présents, ils s’agit de bornes inférieure et supérieure pour le nombre
de liaisons. Les exemples suivants illustrent plusieurs cas pouvant se présenter :

— HMBC 15 5 2: ’atome 15 corréle avec ’hydrogéene 5 a travers 2 liaisons ;

— HMBC 15 5 4 : I’atome 15 corréle avec I'hydrogéne 5 & travers 4 liaisons (n’est pos-

sible que si une commande ELIM est présente) ;

— HMBC 15 5 2 3 :l'atome 15 corréle avec I’hydrogéne 5 a travers 2 ou 3 liaisons.

Dans le second cas, si la commande ELIM est absente, le programme s’arréte et signale
le probléme avec un message d’erreur. Dans le dernier cas, le programme ne tentera jamais
d’éliminer la corrélation, méme si une commande ELIM est présente.

Les corrélations COSY sont aussi concernées par l'ajout de paramétres optionnels.
Par conséquent, une corrélation COSY "Jy_g peut étre éliminée si les valeurs de n le
permettent. Par exemple, la commande ELIM 3 4 signifie que trois corrélations corres-
pondant au maximum & des couplages *Jo_y ou 5Jy_py peuvent étre éliminées. Il est &
noter que, par défaut, LSD considére une corrélation COSY sans paramétre optionnel

comme une corrélation 3Jy_g.

La figure 2.9 résume ’ensemble des corrélations types qu’il est possible de déclarer.
Les liaisons pouvant étre déduites sont équivalentes. En effet I'information apportée par
une corrélation HMBC "J est équivalente a une corrélation COSY "+1.J.

On remarque le comportement différent des cas de corrélations par défaut, sans pa-
rameétre optionnel, vis-a-vis de I’¢limination. Une corrélation HMBC peut étre éliminée,
alors qu’une corrélation COSY ne peut pas I'étre.

Les corrélations de la quatriéme ligne ayant un seul paramétre optionnel n sont obli-
gatoirement supprimées. En tant que corrélations a trés longue distance, elles ne sont pas
analysées pour la formation des liaisons. A premiére vue ces corrélations peuvent paraitre
inutiles. Toutefois lorsqu’elles sont éliminées, le programme vérifie que la distance entre

les atomes est conforme & la longueur du chemin de couplage n.
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Cas Liais?ns Elim. Cas Liais?ns Elim.
déduites déduites
X-Y
HMBC X Y ot v COSY X Y X-Y X
X—(?7)-Y
HMBC X Y 2 X-Y X COSY X Y 3 X-Y X
HMBCXY3 | X—(?)-Y X COSYXY4 | X—(7)-Y X
HMBC X Y n COSY X Y n
—_(? _ —_(? _
- 3) X—(?),,-Y| v ) X—(7),5-Y| v
X-Y X-Y
HMBC X Y 2 3 ou X COSY X Y 3 4 on X
X—(7)-Y X—(7)-Y
HMBC XY 2n X—=Y ou % COSYX Y 3n X—-Y ou %
(>3 X (7),,-Y (=0 | X—(2),,-Y

FI1GURE 2.9 — Tableau récapitulatif des corrélations types :

les différents cas

pouvant étre déclarés dans un fichier d’entrée sont recensés (premiére colonne) avec les
liaisons pouvant étre déduites des corrélations (deuxiéme colonne). La troisiéme colonne

indique si la corrélation peut étre éliminée lors de la résolution. (Remarque : les atomes de

carbone et d’hydrogéne directement liés possédent des numéros X et Y identiques)

Un cas particulier n’est pas présenté dans le tableau. La borne supérieure optionnelle
peut étre déclarée comme égale & zéro, ce qui signifie une valeur infinie. Dans ce cas,
la borne supérieure prend la valeur maximale de liaisons entre atomes donnée par la

commande ELIM. On se retrouve alors dans le cas de la derniére ligne du tableau.

Analyse sémantique des corrélations (phase 0) Suite a la lecture du fichier d’en-
trée, I'analyse sémantique des commandes permet de vérifier le bon respect de la nomen-
clature de LSD. A D'issue de cette analyse, les corrélations sont enregistrées et subissent
les mémes traitements par la suite. Afin de faciliter la résolution, les corrélations HMBC
et COSY sont transformées en corrélations entre atomes de squelette. Il s’agit le plus
souvent de carbones. Les hydrogénes deviennent donc totalement implicites pendant la
résolution. Pour ce faire, le programme utilise I'information de la commande HSQC.

Les régles suivantes sont appliquées aux corrélations non ambigiies pendant ’analyse

sémantique :

— Les atomes d’hydrogéne doivent étre définis par ailleurs avec la commande HSQC ;

— Les atomes de carbone doivent étre définis par ailleurs avec la commande MULT;

— Aprés conversion des numéros d’hydrogéne en numéros d’atomes de squelette, il
faut vérifier si les deux atomes de squelette provenant d’une corrélation sont bien
différents car un atome ne peut pas corréler avec lui-méme.

Si une des régles n’est pas respectée, l'utilisateur est averti par un message d’erreur dé-

crivant la cause du probléme.



70 Chapitre 2. Amélioration du logiciel LSD

Ces régles permettent de vérifier les erreurs de frappe dans le fichier d’entrée. La troi-
sieme régle posséde une exception, les corrélations COSY entre protons géminés (grou-
pements CHy) sont écartées silencieusement du jeu de données. En effet les corrélations
COSY 2J n’apportent aucune information pour la construction des structures.

En ce qui concernent les corrélations ambigiies entre une liste d’atomes et un hydro-
geéne, les deux premiéres regles restent valables. Dans le cas d'une liste d’hydrogénes, il
faut vérifier s’ils sont tous définis par ailleurs avec la commande HSQC. Dans le cas d’'une
liste de carbones, il faut vérifier s’ils sont tous définis par ailleurs avec la commande MULT.
La troisiéme régle ne provoque pas de message d’erreur. Si un atome corréle avec lui-
méme, il est enlevé de la liste. Si la liste contenait deux éléments, la corrélation devient
une corrélation non variable. Sinon une nouvelle liste est créée.

Il s’agit ensuite de vérifier si les longueurs de chemin de couplage sont compatibles
avec le type de corrélation (COSY ou HMBC).

Lorsqu'une des régles suivantes n’est pas respectée, l'utilisateur est informé par un
message d’erreur :

— Les deux parameétres doivent étre différents de 1;

— S’il s’agit d’une corrélation COSY, les paramétres doivent étre différents de 2;

— La borne inférieure ne doit pas étre nulle;

— Si la borne supérieure n’est pas nulle ou absente, elle doit étre supérieure ou égale

a la borne inférieure ;
— Si une commande ELIM est présente, la borne supérieure doit étre inférieure ou égale
a la longueur autorisée.

A partir de ce moment, les corrélations sont transformées. Les bornes inférieures et
supérieures sont ramenées a des distances entre atomes de squelette. Elles sont alors
diminuées de 2 dans le cas d’une corrélation COSY et de 1 dans le cas d’une corrélation
HMBC.

A partir des valeurs de bornes inférieures et supérieures, les corrélations sont marquées
comme pouvant ou non étre interprétées par la suite comme des corrélations fictives '.J, 2J
ou "J (éliminable) entre atomes de squelette. En réalité, ce sont des nombres de liaisons
séparant les atomes de squelette. La figure 2.10 recense les 6 types de corrélations en
terme de distance entre atomes de squelette.

Une corrélation ne peut évidemment pas étre uniquement éliminable en ’absence d’une
commande ELIM. Ce cas engendre un message d’erreur demandant a 1'utilisateur d’ajouter
une commande ELIM au fichier d’entrée.

Prétraitement des corrélations (phase 0) Le but du prétraitement est de véri-
fier, avant la génération des structures, que les données sont cohérentes et qu’elles ne
comportent pas de conflits. Ceci permet d’éviter de lancer le processus de la phase 1
inutilement.

Les corrélations sont comparées les unes aux autres et confrontées aux liaisons déja
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Nombre de liaisons entre atomes lourds
1 2 n > 2

v

ANANEN

ANANENEREN

v

FIGURE 2.10 — Tableau récapitulatif des 6 corrélations types en terme de
distances potentiellement déduites entre atomes de squelette

établies par la commande BOND pour gérer les conflits d’information et supprimer les
corrélations qui n’apportent aucune information supplémentaire. Un conflit peut aboutir
soit & un message d’erreur, soit a la modification d’une corrélation. Les corrélations inutiles
sont marquées comme non valides, le programme ne cherchera pas a les utiliser pendant
la phase 1.

Le prétraitement des corrélations est différencié avec d’abord les corrélations non va-

riables et ensuite les corrélations variables.

La figure 2.11 présente les tests (a~g) subis par les corrélations non variables.

Pour commencer, les corrélations non variables sont comparées entre elles (a et b).
Le but est d’éviter d’avoir des corrélations redondantes. Le programme recherche les
corrélations dupliquées entre deux atomes X et Y et vérifie si les intervalles de nombre
de liaisons entre atomes sont compatibles. Pour ce faire, I'intersection des intervalles est
calculée. Sil'intersection n’est pas vide, il ne subsiste qu’une corrélation valide avec comme
intervalle 'intersection des deux corrélations (a). Si I'intersection est un ensemble vide,
il v a incompatibilité entre les deux corrélations et le programme s’arréte en prévenant
'utilisateur par un message d’erreur (b).

La partie suivante est la formation de liaisons lorsqu’il n’y a aucune ambigiiité possible.
Le programme construit des liaisons entre atomes qui corrélent et qui ne peuvent étre
séparés que par une liaison uniquement (c). Par exemple, c’est le cas des corrélations
COSY entrées sans aucun paramétre optionnel.

Enfin, le programme compare toutes les corrélations non variables encore valides avec
les liaisons déja établies par ailleurs avec la commande BOND (d-g). Il s’agit de supprimer
les corrélations qui n’apportent pas d’information. S’il existe une corrélation qui autorise
une distance de 1 liaison entre deux atomes liés, celle-ci est supprimée (d). Au contraire
s’il existe une corrélation qui n’autorise pas deux atomes liés a l’étre, celle-ci entre en

conflit avec la liaison (e). De méme, s’il existe une corrélation qui autorise une distance
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FIGURE 2.11 — Prétraitement des corrélations non variables : le comportement du
programme en présence de différents cas est résumé de maniére synthétique. Pour le détail,
voir texte. (Remarque : les atomes de carbone et d’hydrogéne directement liés possédent
des numéros X et Y identiques)
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de 2 liaisons entre deux atomes séparés par deux liaisons, elle est rendue non valide (f).
Si une corrélation n’autorise pas une distance de 1 ou 2 liaisons, alors il y a un conflit
avec les liaisons établies (g). Une corrélation qui n’autorise pas une distance de 2 liaisons
entre 2 atomes X et Y ayant un voisin commun mais accepte une distance de 1 liaison
est gardée car il est possible de lier X et Y pour former un cycle de trois atomes. Un
désaccord entre une corrélation et des liaisons existantes entraine ’arrét du programme

et laffichage d’un message d’erreur.

La figure 2.12 présente les tests (a-h) subis par les corrélations variables. Ces corréla-

tions concernent des listes d’atomes ayant des déplacements chimiques proches.

,
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5 5 — la corrélation
V(X...)Y o— — variable
b Xy
O—=
¢ V X Y o—= suppression de la
(X...) : : ——3 corrélation variable ayant
V(X )Y > des bornes plus larges
o o suppression de la corrélation
V(X...)Y : : variable V' ayant une liste
V' Y o : : & contenant la liste de V et
(...X...) des bornes plus larges

10K suppression de
V(X...)Y — et ®—® la corrélation
f 1 pas OK

Vix.)Y o—o et X— —> Vix.)Y o—o

8 2 OK .
() d
V(X...)YH et @ ? @ > suppression de

la corrélation

h 1 pas OK
(M _
Vix.)Yo—oet X—— > Vg )Y o—o
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FIGURE 2.12 — Prétraitement des corrélations variables : le comportement du
programme en présence de différents cas est résumé de maniére synthétique. Pour le détail,
voir texte. (Remarque : les atomes de carbone et d’hydrogéne directement liés possédent

des numéros X et Y identiques)
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Le programme commence par vérifier si I'indétermination sur une corrélation variable
entre Y et une liste d’atomes V qui contient X peut étre expliquée (a et b). Une corré-
lation hypothétique entre X et Y peut avoir été déclarée par ailleurs sous la forme d’une
corrélation non variable. Les distances minimale et maximale autorisées pour la corré-
lation non variable doivent étre égales ou incluses dans celles de la corrélation variable
(a). Si tel est le cas, la corrélation variable est supprimée. Par contre si I'intersection des
distances autorisées est nulle, il y a contradiction entre les corrélations (b). L’information
de la corrélation non variable est considérée comme prioritaire par rapport a celle de la
corrélation variable. L’atome X apportant la contradiction est supprimé de la liste V de la
corrélation variable. Lorsqu’une liste est réduite a un unique atome, la corrélation variable
devient une corrélation non variable. En retirant une alternative, I'indétermination sur la
corrélation est simplifiée voire levée. Cela permet au programme d’aborder la phase 1 avec
un jeu de données ayant le moins d’ambigiiité possible.

Dans la partie suivante, les corrélations variables sont comparées entre elles (c et d).
Dans un premier temps, il faut éliminer les corrélations variables dupliquées, c¢’est-a-dire
dont les listes d’atomes V sont identiques. Il faut également que les distances autorisées
soient identiques ou qu’elles soient incluses. Dans ce dernier cas, la corrélation ayant les
bornes les plus larges est éliminée. Dans un second temps, on procéde a I’élimination des
corrélations variables expliquées par d’autres corrélations variables. Pour qu’une corréla-
tion soit expliquée, une seconde corrélation doit étre totalement incluse dans celle-ci (d).
La liste d’atomes de la premiére (V') doit contenir la totalité de la seconde (V) et les
bornes de distance de la premiére doivent étre identiques ou plus larges que celles de la
seconde.

Pour la derniére partie, de la méme maniére qu’avec les corrélations non variables,
le programme supprime les corrélations variables qui n’apportent pas de nouvelle infor-
mation par rapport aux liaisons déja existantes (e-h). En cas de conflit d’une corrélation

hypothétique entre X et Y avec les liaisons, I'atome X est supprimé de la liste (f et h).

Choix et élimination des corrélations pendant la résolution (phase 1) La vérifi-
cation étant terminée, le programme va travailler avec un jeu de données non redondantes
et cohérentes.

Le générateur de structure choisit les corrélations et établit des liaisons. Lorsqu’une
corrélation est utilisée, elle est rendue non valide. Quand une ou plusieurs liaisons sont
formées suite a l'utilisation d’une corrélation, le programme détecte et rend également
invalides toutes les corrélations qui deviennent inutiles car n’apportant plus d’informations
supplémentaires. Ces corrélations expliquées doivent étre éliminées sinon le programme
peut se retrouver dans une situation ou il essaie de former une ou des liaison(s) déja
formée(s). Une corrélation variable peut étre éliminée si au moins un atome du groupe
permet d’expliquer la corrélation.

La présence de longueurs de chemin de couplage dans la définition des corrélations
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donne également un autre role aux corrélations. Celles-ci ont la possibilité d’interdire la
formation d’'une ou plusieurs liaisons si les longueurs de couplage sont en désaccord avec
les distances entre atomes. La facon dont le programme envisage toutes les hypothéses de
facon exhaustive va étre décrite dans la suite.

Tout d’abord, lorsque la corrélation choisie est variable, le programme considére suc-
cessivement toutes les corrélations hypothétiques entre chacun des atomes de la liste et
Iatome d’hydrogéne. Ensuite, si les propriétés d’une corrélation entre X et Y le lui per-
mettent, il est fait ’hypothése qu’elle correspond a une distance de 1 puis de 2 entre ces
deux atomes de squelette. Enfin, si une commande ELIM est présente, la corrélation est
éliminée. Elle ne participe pas a I'élucidation mais jouera un role dans la derniére phase
de la résolution.

La premiére hypothése a pour conséquence la formation de la liaison entre les deux
atomes X et Y (figure 2.13 a). Le programme repére alors toute corrélation devenue inutile
entre un atome 7, déja lié a X, avec Y et inversement. Il faut également rendre invalide

toute corrélation qui subsisterait entre les atomes X et Y.

( )

d
XY o2 — X—F)

X—®
A

XYl — X—2—

/\ :::
010@0 X—2— AN

FIGURE 2.13 — Schéma représentant tous les cas d’éliminations de corrélations

devenant inutiles pendant la résolution

La seconde hypothése conduit a séparer X et Y par un atome commun 7 (figure 2.13
b). Le choix de cet atome Z constitue une indétermination qu’il faut envisager de maniére

successive et exhaustive. Le programme repére toute corrélation devenue inutile entre
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un atome T lié & Z avec les atomes X et Y. Il faut aussi supprimer toute corrélation
entre 'atome Z avec un atome T lié¢ & X ou a Y. Il faut également rendre invalide toute
corrélation qui subsisterait entre les atomes X et Y.

Toutes les corrélations devenues inutiles suite a la formation de liaisons sont considérées
comme des corrélations de confirmation.

Cependant, I'apparition des paramétres optionnels a donné naissance a une nouvelle
notion inexistante dans les versions antérieures de LSD : la notion de corrélation d’infirma-
tion (en opposition aux corrélations de confirmation). Dans la nouvelle implémentation,
le programme est capable de réfuter une hypotheése si les longueurs précisées pour les
chemins de couplage sont en désaccord avec le nombre de liaisons entre les atomes. Le
programme effectue alors un retour arriére et continue avec d’autres hypothéses. Le retour
arriére a lieu dans deux cas :

— Si deux atomes X et Y sont liés et qu’une corrélation entre X et Y n’autorise pas

une distance de une liaison ;

— Si deux atomes X et Y ont un voisin commun et qu’une corrélation entre X et Y

n’autorise pas une distance de 1 ou 2 liaison.
Dans le second cas, une distance de 1 liaison est envisageable car en liant X et Y il
y a formation d’un cycle de trois atomes. La corrélation ne confirme et n’infirme pas
I’hypothése en cours. Elle reste valide pour étre interprétée par la suite.

On notera que seule une corrélation non variable est capable d’infirmer une hypothése.
En effet, il est impossible & ce niveau de faire une hypothése sur 'atome responsable de

I'observation d’une corrélation variable.

Vérification des distances entre atomes pour les éventuelles corrélations éli-
minées (phase 3) Ce point concerne les corrélations éliminées dans la phase 1 par la
présence de la commande ELIM. La vérification a lieu pendant la derniére phase de tests
lorsqu’une structure compléte est obtenue. Lorsqu'une structure est compléte, ¢’est-a-dire
lorsque tous les atomes sont complets, il faut vérifier si les distances entre les atomes sont
bien conformes aux longueurs autorisées pour les corrélations éliminées.

Le programme calcule la matrice des distances (nombres de liaisons) entre les atomes
et effectue une comparaison par rapport aux propriétés des corrélations. La distance entre
les atomes doit étre comprise entre les bornes des distances autorisées. Si les contraintes
de distances ne sont pas respectées, la structure est rejetée, le programme effectue un

retour en arriére.

2.3.2.4 Exemple d’application

L’exemple est un sesterterpéne de formule brute CosH3603 (figure 2.14). Il s’agit d’une
structure originale isolée par 1’équipe du Pr. Dulcie A. Mulholland de I’Université de
Surrey et élucidée avec 1'aide de LSD. Le fichier d’entrée de LSD est présenté en annexe B.

L’analyse des spectres *C et DEPT nous indique la présence de 5 groupements CHs, 9
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groupements CH,, 3 groupements CH et 8 carbones quaternaires. Les signaux 3C sont
numérotés par ordre de déplacements chimiques décroissants. Les protons portent les
mémes numeéros que les carbones auxquels ils sont directement liés. Une premiére analyse
des déplacements chimiques *C permet de soupgonner la présence d’une cétone (C1 a &
213,1) et d’'un groupement ester (C2 a ¢ 177,1). Une analyse plus fine des déplacements
chimiques nous indique la présence d’une double liaison (entre les carbones quaternaires
3 et 4 a respectivement § 135,6 et 6 132,9). Toutes les liaisons facilement déduites ont été
déclarées dans le fichier d’entrée de LSD (liaisons C=0 1-26 et 2-27, liaison C-O 2-28 et
liaison C=C 3-4). Le déplacement chimique du carbone quaternaire 5 est 98,2 ppm. Cette
valeur est caractéristique d’un carbone lié¢ & deux oxygénes mais aucun autre signal 3C
ne permet de suspecter la présence d’un quatriéme atome d’oxygéne. Ce carbone a été
déclaré lié a 'unique oxygéne ayant encore une liaison libre (liaison C-O 5-28). D’apreés
la structure obtenue, le déplacement chimique du carbone 5 est expliqué par son caractére

spiranique.

FIGURE 2.14 — Structure du sesterterpéne

Cet exemple contient des corrélations a trés longue distance. Le spectre HMBC contient
deux corrélations liées a des couplages 1J (H25—C20 et H13—C25). Le fichier d’entrée
contient une commande ELIM qui permet au programme d’éliminer 2 corrélations *Jo_x
ou °Jy_p. Sans cette commande aucune solution n’est produite.

Le spectre COSY contient également des corrélations a longue distance. Les protons
des groupements méthyles 17 (§ (13C) 25,7 et 6 (*H) 1,13) et 24 (6 (3C) 17,5 et § (*H)
1,23) apparaissent sous forme de singulets. Les carbones 17 et 24 sont donc liés a des
carbones quaternaires. L’observation de corrélations COSY impliquant les protons 17 et
24 provient nécessairement de couplages a longue distance. Dans le fichier d’entrée, les
corrélations COSY H24—H14 et HI7—H16 ont donc été déclarées comme provenant de

couplages *Jy_ g au minimum (borne supérieure indéfinie). Les carbones 24 et 14 d’une
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part et 17 et 16 d’autre part doivent donc étre séparés par au minimum 2 liaisons. Le
programme fixe automatiquement la limite supérieure a 3 liaisons en tenant compte de
la valeur maximum prévue par la commande ELIM. Des corrélations HMBC impliquant
ces atomes sont également dans le jeu de données. Ces corrélations sont déclarées sans
spécifier de longueurs de chemin de couplage. Elles imposent donc des distances de 1 a
3 liaisons entre les carbones. Lors du prétraitement des corrélations, le recoupement des
informations des corrélations COSY et HMBC enléve ’hypothése d’une distance de 1
liaison entre les carbones. Lors de la formation des liaisons par ’analyse des corrélations,
le programme évitera donc cette hypothése. Dans ce cas, la déclaration des corrélations
COSY “Jy_p permet au programme de ne pas perdre de temps a traiter une hypothése

n’aboutissant & aucune solution.
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FIGURE 2.15 — Spectre HMBC du sesterterpéne

Dans cet exemple, les corrélations HMBC intenses des groupements méthyles (entou-
rées en rouge sur la figure 2.15) sont forcées a étre interprétées comme des couplages 2Jo_ g
ou *Jo_p. Cela signifie que le programme ne tente pas de les éliminer lors de la résolution.
Pour évaluer le gain en performance di a cette contrainte supplémentaire, un compteur
a ¢été introduit dans 'algorithme pour mesurer le nombre d’étapes récursives pendant la

résolution. On observe une réduction significative du nombre d’étapes récursives par 1/3.
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En I’absence de corrélations COSY et de liaisons pré-établies, les contraintes sont réduites.
Lorsque les corrélations HMBC sont uniquement utilisées, le nombre d’étapes récursives
est réduit de 3/4.

2.3.2.5 Bilan des modifications

Les bénéfices de ces modifications sur l'efficacité de I'algorithme de génération de
structure sont multiples. L'utilisateur peut apporter une précision supplémentaire sur les
informations de corrélation extraites des spectres 2D. Il est par exemple possible d’éviter
a certaines corrélations d’étre éliminées lors de la résolution. Des corrélations COSY a
longue distance "Jy_py avec n > 3 peuvent étre exploitées sans entrainer un échec du
programme. De plus des corrélations COSY ambigiies peuvent étre déclarées. Il était
préférable auparavant de laisser de coté les corrélations peu intenses et les corrélations ou
il existait un doute sur I'un des deux hydrogénes impliqué (déplacements chimiques trés
proches). Il est intéressant de disposer de ces informations car elles peuvent s’avérer utiles
pour I'élucidation.

Les expériences 1,1-ADEQUATE et H2BC permettent d’observer des corrélations in-
terprétables comme des corrélations HMBC issues de couplage 2J-_p. L'utilisateur peut
donc déclarer ces corrélations facilement en utilisant la commande HMBC associée & une

longueur de chemin de couplage fixée a 2.

2.3.3 Hybridation des atomes
2.3.3.1 Objectif

Dans le fichier d’entrée, la définition du statut des atomes contient I’état d’hybridation.
Dans un premier temps, LLSD a été congu pour ne traiter que deux alternatives : les atomes
hybridés sp® ou sp?. Les molécules analysées par LSD ne pouvaient donc contenir que des
simples ou des doubles liaisons. Pour élargir la diversité des molécules analysables, il a été
décidé d’intégrer les atomes hybridés sp. Cela ouvre la porte a la production de solutions

possédant des triples liaisons ou des allénes.

2.3.3.2 Etat des lieux avant modification

Avant de commencer la résolution, pendant la phase 0, I'un des premiers tests concerne
le nombre d’atomes hybridés sp?. Ce nombre doit absolument étre pair de sorte qu’'un
atome hybridé sp? puisse toujours étre lié au moins & un autre atome hybridé sp?. Si cette
condition n’est pas respectée, le programme s’arréte et informe ’utilisateur de son erreur.

Dans un premier temps, la génération des structures est effectuée sans placer les
doubles liaisons. Au moment de la formation des liaisons, une simple vérification est
effectuée afin d’éviter les structures invalides. Un atome hybridé sp? doit avoir au moins

un voisin sp? lorsqu’il devient complet. Un atome complet est un atome qui ne peut plus
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former de liaisons. Le nombre de liaisons que peut former un atome, ou plus exactement
son nombre de voisins (hydrogénes exceptés) est connu. Il est calculé a 1’aide de la relation
suivante : n; = Val; — (3 — Hyb;) — Mult; pour des atomes neutres, ou si la charge a été
incluse dans la valence. Pour un atome ¢, n; est son nombre de voisins, Val; est sa valence,
Hyb; est son état d’hybridation (3 pour sp?® et 2 pour sp?) et Mult; est sa multiplicite.
Lorsqu’une solution est trouvée a la fin de la phase 2, aprés appariement des atomes
incomplets, le programme tente de placer les doubles liaisons par un processus récursif.

En cas d’échec la solution n’est pas validée, le programme retourne a la phase précédente.

2.3.3.3 Mise en ceuvre des modifications

L’ajout des atomes hybridés sp a nécessité quelques aménagements au niveau de I’ana-
lyse du fichier d’entrée. L’interdiction de déclarer des atomes hybridés sp a été levée.
Aucune contrainte supplémentaire concernant la parité du nombre d’atomes sp n’a été
ajoutée car un atome hybridé sp est équivalent & deux atomes hybridés sp?. Le nombre
d’atomes hybridés sp peut donc étre pair ou impair.

En cours de résolution, la vérification pendant la formation des liaisons a été aménagée.
Un atome sp? complet doit avoir au moins un voisin sp? ou sp et un atome sp complet
doit avoir au moins un voisin sp (future triple liaison) ou deux voisins sp? (deux doubles
liaisons).

Le placement des doubles et triples liaisons, regroupées sous le terme de liaisons mul-
tiples, est toujours reporté a la fin de la résolution comme test de validation de structure.
Si le placement des liaisons multiples échoue, la solution est rejetée. La modification de
I’algorithme de placement des liaisons multiples pour incorporer les atomes hybridés sp
est détaillée ci-aprés.

Par définition, un atome hybridé sp peut étre impliqué dans une triple liaison ou
dans deux doubles liaisons (alléne). Ceci entraine une indétermination lors du placement
des liaisons multiples sur les atomes sp. Toutes les hypothéses sont envisagées par une
procédure récursive.

Le programme sélectionne un atome hybridé sp ou sp? ne possédant pas encore 1’en-
semble des liaisons double ou triple qu’il est capable de former puis recherche parmi ses
voisins un atome disponible pour établir la liaison multiple. En cas d’échec, ’ensemble
des voisins est successivement testé.

L’ordre de priorité pour la recherche d’atomes est le suivant :

1. un atome sp portant déja une double liaison (pour la découverte des systémes de

type alléne) ;

2. un atome sp? ne portant pas encore de double liaison et ayant parmi ses voisins un
atome sp® porteur d’une double liaison (pour la découverte de systémes de doubles

liaisons conjuguées) ;

3. un atome sp? non porteur d’une double liaison ;
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4. un atome sp ne portant pas encore de triple liaison et ayant parmi ses voisins un
atome sp porteur d’une triple liaison (pour la découverte de systémes de triples

liaisons conjuguées) ;
5. un atome sp non porteur d’une triple liaison.

Lorsqu’aucun atome n’est trouvé, toutes les liaisons multiples ont été placées.

2.3.3.4 Exemple d’application

L’exemple est la thiarubrine B (figure 2.16), un polyyne naturel. Le fichier d’entrée
utilisé contient toutes les liaisons de la structure pré-établies a ’aide de la commande BOND.
Ceci permet de tester directement l'algorithme de placement des liaisons multiples. La
procédure récursive du placement des liaisons multiples sur la structure de la thiarubrine

B est décrite sur la figure 2.17.

FIGURE 2.16 — Structure de la thiarubrine B

L’algorithme est prévu pour donner priorité au placement des doubles liaisons. D’aprés
les conditions données dans 'ordre de priorité du choix des atomes, le premier atome
sélectionné est nécessairement un atome sp® (cas 3). Le carbone 1 est choisi et une double
liaison est placée entre C1 et C2 son unique voisin sp?. Le candidat sp? suivant est le
carbone 5. Une double liaison est placée entre C5 et C4 qui est hybridé sp. On se retrouve
alors dans le cas ayant la plus haute priorité pour le choix du candidat suivant (cas 1).
Le carbone 4 posséde un voisin sp libre. Une double liaison est placée entre C4 et C3. Le
carbone 3 est ensuite choisi pour la méme raison que C4 juste avant. C3 posséde un voisin
sp?, le carbone 2, qui aurait pu étre I'extrémité du cumuléne. Cependant C2 est déja
impliqué dans une double liaison. C3 n’ayant pas d’autre voisin disponible, la situation
est bloquée. Le programme fait donc un retour-arriére. La double liaison C4-C3 est Otée,
le programme cherche un autre voisin de C4 libre. C4 n’a pas d’autre voisin sp? ou sp,
un retour-arriére est 4 nouveau effectué. Aprés suppression de la double liaison 54, on
retourne a la situation ot C5 est candidat. Le voisin suivant de C5 pour former une double
liaison est le carbone 6. Pour le choix du candidat suivant, le programme détecte un cas
de doubles liaisons conjuguées (cas 2). En effet le carbone 7 (sp?) a un voisin hybridé sp?
portant une double liaison (C6) et un autre voisin sp? encore libre (C8). Aprés placement

de la double liaison C7-C8, tous les atomes hybridés sp? possédent des doubles liaisons.
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FIGURE 2.17 — Placement des liaisons multiples sur la structure de la thia-
rubrine B (atomes en rouge : atomes hybridés sp? et atomes en vert : atomes hybridés

sp)
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L’algorithme recherche ensuite des atomes hybridés sp pour placer des triples liaisons.
Il s’agit du cas ayant la plus faible priorité pour la recherche de candidats (cas 5). Le
carbone 3 est choisi et une triple liaison est placée entre C3 et C4 son unique voisin sp.
Puis une triple liaison est placée entre les carbones 11 et 12. Enfin, un systéme de triples
liaisons conjuguées est détecté (cas 4). Le carbone sp 13 est sélectionné car il posséde un
voisin portant une triple liaison (C12) et un second voisin sp encore disponible (C14). Le
placement de la triple liaison entre les carbones 13 et 14 termine le processus. Toutes les

liaisons multiples ont été placées, la structure est validée.

2.3.3.5 Bilan des modifications

Suite aux modifications apportées, LSD peut produire des solutions contenant des
atomes hybridés sp. Le programme valide la structure dés qu’il trouve une maniére de
placer toutes les liaisons multiples. Cependant, un point est encore a améliorer au ni-
veau de 'algorithme de placement des liaisons multiples. En prenant comme exemple la
recherche de tous les isoméres de formule brute C¢Hg, PyLSD (voir paragraphe 2.3.6)
permet d’obtenir 212 solutions. En réalité, a cette formule brute correspondent 217 iso-
méres (atomes chargés exclus). L’ensemble de ces 217 isoméres peut étre obtenu a 'aide
de MOLGEN [158-161], un programme de génération automatique d’isomeéres a partir
d’une formule brute. Aprés comparaison des résultats, les 5 structures « oubliées » par
LSD ont été identifices. La figure 2.18 montre que ces 5 structures correspondent a des
paires de structures avec des atomes ayant la méme connectivité mais avec un placement
différent des liaisons multiples. LSD ne produit que I'une des deux structures pour chaque
paire.

Afin de corriger ce manque, il faudrait étendre le processus récursif pour tenter de

placer les liaisons multiples sans s’arréter a la premiére solution.

2.3.4 Atomes chargés et atomes a valence multiple
2.3.4.1 Objectif

Dans la conception initiale de LSD, les régles de déclaration du statut des atomes ne
permettaient pas de travailler avec d’éventuels atomes chargés. Il était nécessaire de créer
un nouveau type d’atome avec ses propriétés propres. Par exemple, ’atome d’azote d’un
ammonium quaternaire devait étre déclaré en définissant un nouveau type d’atome de
valence 4 et ayant la masse molaire de 1’azote.

Les atomes possédaient des valences fixes. Par exemple 'atome de soufre avait une
valence de 2. En réalité le soufre peut avoir une valence de 2, 4 ou 6. Les modifications
qui suivent ont pour but d’étendre la gamme de valence des atomes et de pouvoir déclarer

directement des atomes chargés.
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FIGURE 2.18 — Quelques isoméres de formule brute CzHg
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2.3.4.2 Etat des lieux avant modification

Jusqu’ici, chaque type d’atome ne possédait qu’une seule valence définie. La liste des
éléments chimiques acceptés par LSD est la suivante : C, N, O, S, F, Cl, Br, I, P, Si et
B. LSD ne pouvait prendre en charge que des molécules contenant des atomes d’azote
trivalents, de soufre divalents et de phosphore trivalents. La connaissance de la valence
des atomes est importante car comme vu au paragraphe 2.3.3.2, elle permet de calculer
le nombre de voisins (hydrogénes exceptés) en fonction de I’état d’hybridation et de la

multiplicité des atomes.

2.3.4.3 Mise en ceuvre des modifications

Un paramétre supplémentaire a été ajouté a la déclaration du statut des atomes pour
spécifier la charge des atomes. Dans le fichier d’entrée, la commande MULT a maintenant un
cinquiéme parameétre. Ce parameétre de charge est optionnel afin de garder la compatibilité
avec les anciens jeux de données. La liste des charges acceptées est restreinte de -1 & +2.

I’ajout des charges a été réalisé en méme temps que les atomes a valence multiple car
les valeurs de valence et de charge sont liées. Les nouveaux atomes sont [’azote pentavalent,
le soufre tétravalent, le soufre hexavalent et le phosphore pentavalent. La liste étendue
des éléments chimiques acceptés par LSD est la suivante : C, N, N5, O, S, 54, S6, F, Cl,
Br, I, P, P5, Si et B.

La valence est maintenant déduite & partir de I’élément chimique et de la charge. Les
valeurs sont regroupées dans un tableau a double entrée (figure 2.19).

Il faut noter que la définition de I’hybridation dans LSD n’est pas la définition de
I’hybridation au sens de la théorie de I'hybridation des orbitales atomiques. Selon la
nomenclature de LSD, un atome qui porte un double liaison est un atome hybridé sp?
et un atome qui porte deux doubles liaisons est un atome hybridé sp. Par exemple un
carbocation posséde une structure plane avec des angles de valence de 1207, il est hybridé
sp?. Pour LSD, cet atome ne porte pas de double liaison, il est donc hybridé sp3.

Suite aux nouveautés apportées a LSD, les programmes de sortie et d’affichage des
structures (OUTLSD, M_EDIT et GENPOS) ont été adaptés en conséquence pour per-
mettre le traitement des atomes chargés. La génération de chaines SMILES a été modi-
fiée en accord avec les régles de représentation des atomes chargés. La visualisation de

structures chargées a été rendue possible avec quelques aménagements dans le code de
M _EDIT et de GENPOS.

2.3.4.4 Exemple d’application

La possibilité de définir des atomes chargés a permis la détermination de la structure
de la 2-O,N-dimethylliriodendronine (figure 2.20), un alcaloide aporphinique de formule
brute C18H13N03.
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FIGURE 2.19 — Tableau récapitulatif de la valence des atomes

FIGURE 2.20 — Structure de la 2-O,N-dimethylliriodendronine



2.3. Développements récents 87

Le fichier d’entrée de LSD est présenté en annexe B. L’analyse des spectres *C et
DEPT nous indique la présence de 2 groupements CHs, 7 groupements CH aromatiques
et 9 carbones quaternaires. Les carbones sont numérotés par ordre de déplacements chi-
miques croissants. L’analyse des déplacements chimiques *C nous indique la présence de
3 oxygénes liés aux carbones C16 (§ 162,2), C17 (6 171,8) et C18 (§ 176,3). Les dépla-
cements chimiques du méthyle 2 (§ (}3C) 56,5 et & (*H) 4,00) sont caractéristiques d’un
groupement O—CHjz. De méme les déplacements chimiques du méthyle 1 (6 (*3*C) 50,4 et
5 (*H) 4,75) nous indiquent la présence d’un groupement NT—CHjs. Les liaisons 1-19 et
2-20 ont été déclarées dans le fichier d’entrée de LSD. Ce type de molécule est connu pour
se trouver sous forme zwitterionique. Pour équilibrer la charge de la molécule, un oxygéne
est donc porteur d’une charge négative. Des corrélations COSY sont observées entre les
protons 5 et 14, 8 et 12, 6 et 12 et enfin 6 et 9. La liaison 5-14 et le systéme 8-12-6-9
sont donc facilement déduits par LSD. Le proton 3 apparait sous la forme d’un singulet,
il est donc isolé des autres protons. Le programme trouve 2 solutions (figure 2.21) aprés
¢élimination de 3 corrélations HMBC & trés longue distance 4.J.

2
o/ ¢

NOE

FIGURE 2.21 — Solutions obtenues par LSD

La différence entre ces 2 solutions est I'inversion des carbones 16 et 17 accompagnés de
leurs substituants respectifs. La premiére solution est préférée a la seconde car on observe
une corrélation NOE entre les protons 2 et 3. La comparaison des déplacements chimiques

'H avec des données de la littérature [162] nous confirme la structure proposée par LSD.

La procédure de codage de la chaine SMILES par OUTLSD est présentée sur la fi-
gure 2.22. Les atomes chargés sont placés entre crochets suivis du signe de la charge. Ce
n’est pas le cas dans cet exemple mais si un atome chargé est lié a un hydrogene, celui-ci

doit étre explicitement inscrit & I'intérieur des crochets (exemple : ion hydroxyde [OH-]).
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C2=CC=CC(=C2C4=0)C(=C1CAIN4I3CIC([0-])=C(OC)C=C1C=C3
FIGURE 2.22 — Codage de la chaine SMILES par OUTLSD

2.3.4.5 Bilan des modifications

Ces modifications permettent de produire des solutions contenant des atomes chargés
ainsi que de nouvelles fonctions chimiques (sulfoxide, sulfine, sulfone, nitro, isocyano,
phosphate...). Les programmes LSD, OUTLSD, M _EDIT et GENPOS peuvent traiter

des molécules avec une plus large diversité chimique.

2.3.5 Présentation des structures
2.3.5.1 Objectif

Le programme OUTLSD contient un algorithme de calcul de coordonnées 2D a partir
de tables de connectivité entre atomes fournies par le générateur de structure. Les coor-
données produites fournissent parfois des dessins de structures difficiles a interpréter. Le

but des tests suivants est d’améliorer la qualité visuelle des dessins des molécules.

2.3.5.2 Calcul des coordonnées par OUTLSD

L’algorithme de calcul des coordonnées est inspiré par I'algorithme proposé par Ca-
rhart en 1976 [163]. Les atomes sont initialement distribués aléatoirement dans Uespace.
La position des atomes est ensuite améliorée de maniére itérative par un processus de
modélisation moléculaire simplifié. A chaque cycle, des vecteurs de déplacement d () sont

calculés pour chaque atome a 'aide de la relation suivante :
0= B oy it
- ( .+ B) (ré + B)

ou X; = (X,,Y;, Z;) sont les coordonnées de 'atome 4, r;; est la distance entre les atomes
iet j, A= —03, B=10"%et C = 0,2. Les constantes A, B et C ont été déterminées
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empiriquement. La constante B est présente aux dénominateurs des deux termes pour
éviter qu’ils ne s’approchent trop de zéro et ainsi prévenir des problémes de division
par zéro. Dans le premier terme, la somme s’applique a tous les atomes j non liés a
1. Dans le second terme, la somme s’applique a tous atomes k liés a i. Globalement le
déplacement des atomes a pour but de séparer les atomes non-liés et a rapprocher les
atomes liés pour atteindre une distance d’équilibre de 1. Les déplacements calculés sont
finalement ajoutés aux positions des atomes et un nouveau cycle débute. Le processus
s’arréte lorsque la moyenne quadratique des déplacements devient inférieure a 0,001 ou
lorsque 80 cycles ont été effectués. Les coordonnées 3D ainsi calculées servent de base pour
I'obtention des coordonnées 2D. Celles-ci sont obtenues par projection des coordonnées
3D dans un plan choisi de maniére a ce qu’il soit paralléle au coté de la molécule offrant
Iaspect le plus plat. De plus, lors de la projection, la structure est réorientée pour occuper
le maximum d’espace suivant ’axe horizontal du dessin. Les coordonnées 2D obtenues
subissent le méme processus itératif que précédemment. Les distances interatomiques sont

ainsi réajustées car la projection a tendance a les raccourcir.

2.3.5.3 Solutions alternatives

En cherchant a améliorer le coté esthétique de la présentation des molécules, il s’agit
surtout de faciliter la lecture et la compréhension des structures. Les défauts a éviter
sont principalement les superpositions d’atomes ou les superpositions des atomes avec les
liaisons. Il faut également éviter des liaisons qui se chevauchent trop.

Les méthodes et algorithmes utilisés pour la génération de dessins de molécules ont été
rapportés par Helson en 1999 |164]. Les algorithmes les plus récents divisent les structures
en morceaux et utilisent des templates, notamment pour les cycles, en association avec
des régles concernant les contraintes de distances et d’angles de liaisons.

Afin de corriger les défauts de OUTLSD, nous nous sommes tournés vers des outils
existants. Parmi les outils a disposition, il existe les librairies libres OpenBabel [165], CDK
(Chemistry Development Kit) [166, 167| ou RDKit [168]. Des tests ont été effectués a aide
de ces librairies afin de comparer les performances de génération de coordonnées 2D. Nous
nous sommes concentrés sur la librairie OEChem [169], fournie par 1’éditeur OpenEye
Scientific Software, dans le but de 'utiliser comme méthode alternative a l'algorithme de
OUTLSD.

2.3.5.4 Résultats

Les tests menés a l'aide des librairies citées précédemment visent a trouver le meilleur
compromis dans la représentation des molécules. La figure 2.23 permet de comparer les
résultats obtenus avec les différentes méthodes. Les structures sont celles de la santonine
(1) et de deux de ses isomeéres (2 et 3).

Pour des structures comme la santonine, ne possédant que des cycles accolés un a
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OEChem | OEChem depict OES';S?S;%“
depict + OUTLSD ;

(atomes fantomes)

OUTLSD CDK RDKit OpenBabel

FI1GURE 2.23 — Tableau récapitulatif des tests de génération de coordonnées

2D : dessins obtenus pour 3 structures avec les 7 méthodes décrites dans le texte

un, toutes les méthodes donnent des résultats trés satisfaisants. Les composés 2 et 3
ont des systémes cycliques plus complexes. Dans ces deux cas, OUTLSD a produit des
coordonnées qui ne facilitent pas l'interprétation de la structure. Les résultats produits
par CDK et RDKit sont plutét satisfaisants malgré quelques superpositions de liaisons.
OpenBabel propose des structures avec des atomes superposés. Il s’agit d’un trés mauvais
défaut car les structures sont rendues illisibles.

OEChem fournit des structures dont la qualité est perfectible. Les atomes et les liaisons
sont parfois superposés. Les liaisons peuvent étre trés étendues ce qui déforme la structure.
On observe qu’il suffirait de déplacer quelques atomes pour parvenir a un bon résultat. Les
coordonnées 2D obtenues avec OEChem constituent une bonne base pour une amélioration
par un algorithme tel que celui de OUTLSD. La sortie de OEChem a donc été couplée
a 'algorithme de OUTLSD. Le résultat de cette manipulation des coordonnées 2D de
OEChem est présenté dans la colonne 6 de la figure 2.23. La structure de la santonine
est trés peu modifiée et reste lisible. Les structures des composés 2 et 3 sont nettement
corrigées. La qualité des dessins produits par cette méthode est trés bonne. Il n’y a pas

de superpositions de liaisons inutiles et peu agréables a la lecture.

La derniére colonne de la figure 2.23 montre les résultats obtenus en utilisant des
atomes fictifs au centre des liaisons pendant les cycles de calcul de OUTLSD. Cette
méthode avait pour but de supprimer d’éventuelles superpositions entre atomes et liaisons

mais n’a pas donné de résultats intéressants.
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2.3.5.5 Bilan des tests

L’utilisation de la librairie OEChem couplée a l'algorithme existant de OUTLSD a
permis une nette amélioration de la production automatique de dessins 2D de molécules
organiques. Une version de OUTLSD a été entiérement réécrite en tirant parti au maxi-
mum de toutes les possibilités de la librairie OEChem. Les différents modules utilisés
sont le calcul de coordonnées 2D, le calcul de coordonnées 3D en utilisant un champ de
force MMFF94 et la génération de chaines SMILES. Le programme OUTLSD OE peut
étre utilisé comme alternative a la version classique de OUTLSD. L’inconvénient de la
librairie OEChem est d’étre un produit « propriétaire ». Son accés est donc limité malgré
la possibilité d’obtenir des licences gratuites pour les universitaires. Il pourrait étre inté-
ressant d’écrire des versions de OUTLSD faisant I'interface avec les différentes librairies
libres. L’utilisateur pourrait ainsi disposer de plusieurs outils pour visualiser les résultats
du générateur de structure. Malgré le manque d’interfaces pour le moment, ces librairies
peuvent étre utilisées de maniére indépendante. Elles permettent en effet la conversion
entre différents formats de fichier. Il est possible de convertir une représentation linéaire

(par exemple une chaine SMILES provenant de OUTLSD) en un dessin de la molécule.

2.3.6 Conclusion

Les gains et les avantages des changements présents dans les derniéres versions de LSD
sont multiples.

Tout d’abord, le programme peut procéder a une utilisation plus fine des corrélations
avec l'utilisation de la définition des longueurs de chemin de couplage. Cela permet un gain
de temps d’analyse et une réduction du nombre de solutions si on autorise 1’élimination
de corrélations.

Ensuite la présentation des résultats a été nettement améliorée par ’emploi d’outils
existants combinés avec le programme OUTLSD gérant les solutions produites par le
générateur de structures de LSD.

Enfin, les modifications ont également permis d’augmenter la diversité des molécules
analysables avec l'introduction des atomes hybridés sp, des atomes chargés et des atomes
a valence multiple.

Ces aménagements récents de LSD ont permis ’écriture d’'une couche supplémentaire
a LSD appelée PyLSD (car écrite en Python) qui permet la gestion des atomes & statut
indéfini. Il arrive parfois que ’hybridation des atomes ne puisse pas étre déterminée avec
certitude. Par exemple un atome de carbone ayant un déplacement chimique aux alentours
de 100 ppm peut étre hybridé sp? ou sp®. Les hétéroatomes peuvent étre concernés par
Iindétermination sur I’hybridation et la multiplicité, notamment si on est en présence
d’atomes d’hydrogéne mobiles. Jusqu’ici il était nécessaire de créer un fichier de données
différent pour chaque hypothése. PyLLSD permet de définir des atomes dont le statut n’est
pas clairement défini. De méme lorsque la formule brute n’est pas connue avec exactitude,
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toutes les hypothéses peuvent étre envisagées. Cette version posséde également un module
de prédiction des déplacements chimiques '3C permettant de classer les solutions trouvées

par ordre de vraisemblance par rapport aux déplacements chimiques expérimentaux.

2.4 Utilisation associée des systémes LSD et SISTE-
MAT

2.4.1 Introduction

Cette partie s’inscrit dans le cadre d’une collaboration avec le Professeur Vicente de
Paulo Emerenciano de I'université de Sao Paulo.

Le programme LSD repose essentiellement sur 'utilisation des données de corrélation
issues de spectres RMN 2D. L’information des déplacements chimiques n’est pas prise en
compte pour I’élucidation des structures chimiques. Cette méthode constitue sa force car
les valeurs de déplacements chimiques peuvent parfois fausser la résolution. Au contraire,
SISTEMAT s’appuie sur une base de données de composés associés, entre autres, a leurs
spectres de RMN 3C. La combinaison des approches des deux systémes permet de béné-
ficier des avantages de chacun pour résoudre des problémes d’élucidation structurale de
petites molécules organiques.

SISTEMAT peut, en utilisant les connaissances de la base de données, apporter des
contraintes de sous-structures qui peuvent étre incluses dans les problémes d’élucidation
traités par LSD.

2.4.2 Description de SISTEMAT

La base de données de SISTEMAT [170-174] a été développée au Brésil dans le but
d’assister 1’élucidation structurale de produits d’origine naturelle. Chaque structure est
associée & plusieurs propriétés : des données spectroscopiques (spectres RMN 13C et 'H,
spectre de masse), la classe de produit naturel, le squelette carboné principal et des
sources bibliographiques. La propriété qui fait son originalité est I'information sur 'origine
botanique (famille, espéce, genre) de la plante d’ou provient la substance. La base de
données contient environ 20000 molécules faisant partie de plusieurs classes de produits

naturels (alcaloides, iridoides, monoterpénes, sesquiterpénes, diterpénes, etc...).

2.4.2.1 Outils de recherche

SISTEMAT est un systéme fonctionnant avec une base de données et des outils pour

effectuer des recherches dans cette base. La figure 2.24 présente les différents outils utilisés
par SISTEMAT.
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Ces outils permettent d’extraire des fragments de molécules et des squelettes carbonés

susceptibles d’étre présents dans la structure analysée :

— PESQUISA fournit une série de noms de squelettes moléculaires et leurs probabilités
de présence associées, a partir des informations fournies par I'utilisateur ;

— MACRONO recherche des substituants caractéristiques (appelés macronos) comme
des groupements acétates, angélates, tiglates qui peuvent étre facilement déduits a
partir des données spectrales ;

— C13MACH et HIMACH sont des outils de comparaison des déplacements chimiques
BC et 'H;

— SISOCBOT exploite les données botaniques (famille, genre, espéce) de la plante
d’ou le composé analysé est extrait ;

— REGRAS détermine la composition de la molécule défonctionnalisée (nombre de
carbones et multiplicités) et la compare avec celle des squelettes présents dans la
base de données ;

— SISCONST trouve des fragments (par comparaison avec les molécules de la base
de données) dont les déplacements chimiques et les multiplicités correspondent a

certains de ceux de la molécule étudiée.

Entrée : déplacements chimiques, multiplicités
el origine botanique du composé

PESQUISA

‘ MACRONO HLlste de subsfituanits

Données
restantes

l

‘ SISCONST ‘ ‘ C13MACH ‘ ‘ H1MACH ‘ ‘ SISOCBOT ‘ ‘ REGRAS ‘
Composés ayant les plus Défonctionnalisation
Eous-struclures hauts degrés de similarité des données RMN "'C
Prediction de

squelette

Probabilité de présence
des squelettes

FIGURE 2.24 — Outils de recherche dans la base de données de SISTEMAT
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2.4.2.2 Codage des molécules

SISTEMAT a été développé a une époque ou les ordinateurs ne disposaient que de
trés peu de mémoire. Les auteurs ont donc accordé une grande importance a la mise au
point d’'une méthode de codage compacte permettant la création d’'une grande base de
données. Le systéme de codage des composés a été publié en 1989 [22]|. Les molécules sont
codées sous forme de chaines de caractéres alphanumeériques qui sont appelées vecteurs.

Le vecteur débute par la description des chaines principales (numéros initiaux et fi-
naux). Une chaine est une succession d’atomes liés et de numérotation croissante. Des
balises servent ensuite a indiquer de multiples informations :

— —1 : numéros des atomes des liaisons non présentes dans les chaines;

— —2 : numéros atomiques des hétéroatomes et de leurs positions;

— =3 : numéros des atomes impliqués dans des doubles liaisons;

— —4 : numéros des atomes aromatiques;

— =5 : numéros des atomes impliqués dans des triples liaisons;

— —6-1 : liaisons beta;

— —6-2 : liaisons alpha;

— —6-3 : atomes chargés positivement ;

— —6-4 : atomes chargés négativement ;

—7 : liaisons cis entre cycles ;

— —8 : positions et description des macronos;

-9 : fin du vecteur.

Le codage du vecteur pour le squelette labdane est utilisé comme exemple sur la
figure 2.25.

0620- 116162012081 1201217 9

/

chaine CZC(;% g20 ballse
principale de fin
c1-c16  C4-C12 c11 -C20
balise de C5-C8 C12-C17
liaisons

FI1GURE 2.25 — Codage du vecteur SISTEMAT pour le labdane
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Les groupements méthyles (C1 & C5) sont numérotés en priorité pour que les atomes
restants forment une longue chaine (C6 a C20). Les liaisons supplémentaires C11-C20 et

C12-C17 permettent de fermer les deux cycles.

2.4.2.3 Complémentarité des systémes LSD et SISTEMAT

Le potentiel de 'usage complémentaire des deux systémes a été montré dans deux
articles [175, 176|. SISTEMAT est capable de prédire le squelette carboné principal et/ou
des éléments de sous-structures (fonctions chimiques, groupements caractéristiques) a
partir des données spectroscopiques et botaniques. Lorsque les données utilisées par LSD
(corrélations provenant des spectres de RMN 2D) produisent un nombre trop élevé de
solutions, il est possible de filtrer ces solutions en ne retenant que celles qui contiennent ou
ne contiennent pas un certain nombre d’éléments de sous-structure. Des exemples extraits
de la littérature ont été utilisés afin de montrer l'efficacité de I'utilisation conjointe des
deux systémes. L’élucidation structurale de produits naturels de complexité variable a été
réalisée a partir des données spectrales publiées. Un des exemples montre la résolution de
la structure de la xylocarpine A (figure 2.26) isolée de Xylocarpus granatum (Meliaceae)
[177].

FIGURE 2.26 — Structure de la xylocarpine A (a gauche) et squelette mexica-

nolide (a droite)

Les groupements méthoxy et angelate ont été détectés par MACRONO. [’analyse
des données restantes a été effectuée par PESQUISA, par 'intermédiaire des modules
SISCONST, C13MACH, SISOCBOT et REGRAS. PESQUISA a proposé une liste de 16
squelettes ainsi que leur probabilité de présence. Le squelette mexicanolide (figure 2.26)
a été classé premier de cette liste.

Le fichier d’entrée de LSD contenant des propriétés de voisinage pour certains atomes

(liaisons carbone-oxygéne et liaisons carbone quaternaire-groupement méthyle) donne
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6 solutions. Lorsque le squelette mexicanolide prédit par SISTEMAT est utilisé comme

contrainte de sous-structure, LSD produit une seule solution.

2.4.3 Derniers progrés dans le lien entre les systémes LSD et
SISTEMAT

2.4.3.1 Objectifs

Les squelettes utilisés comme contraintes de sous-structures dans LSD doivent étre
codés manuellement par 'utilisateur. Nous avons jugé utile de pouvoir proposer & 'utili-
sateur un certain nombre de squelettes « préts a 'emploi » afin de simplifier I'utilisation
du programme. L’objectif est d’extraire les squelettes carbonés principaux de la base de
données. Il s’agit de rendre les squelettes disponibles sous la forme de fichiers MDL MOL
visualisables & 'aide de logiciels courants. Il faut également prévoir un programme de

conversion automatique des fichiers MDL MOL en fichiers de sous-structure pour LSD.

2.4.3.2 Choix des outils

La base de données de SISTEMAT est divisée en plusieurs sous-groupes pour chaque
classe de produit naturel. Les données sont disponibles sous la forme de fichiers textes
contenant entre autres les informations suivantes : nom de la molécule, vecteur, classe,
squelette, famille, genre, espéce, référence bhibliographique, numérotation biogénétique,
données spectroscopiques (essentiellement déplacements chimiques *C). L’interprétation
des vecteurs permet de récupérer les informations structurales. Un programme permet de
convertir les vecteurs en listes d’atomes et listes de liaisons.

Le processus d’extraction des squelettes de la base de données nécessite plusieurs

étapes :

lecture du fichier texte et extraction des données utiles;

— reconstruction des structures;

— extraction des squelettes;

— écriture des fichiers MDL MOL.

La premiére étape est réalisée par un script qui lit les fichiers textes et récupére uni-
quement les informations nécessaires a la suite du processus. Pour réaliser la suite du pro-
gramme, la librairie OEChem a été utilisée. La seconde étape consiste en la construction
des molécules a partir des propriétés des atomes et des listes de liaisons. La troisiéme étape
est la plus importante, il s’agit d’extraire les squelettes carbonés principaux. La stratégie
choisie est 'utilisation de I’algorithme de recherche de plus grande sous-structure com-
mune MCSS (Maximum Common Substructure Search) [178] de la librairie OEChem.
Les molécules correspondant & un nom de squelette donné sont isolées et ’algorithme
MCSS leur est appliqué. Le squelette ainsi obtenu est finalement enregistré au format
MDL MOL. Les coordonnées 2D sont générées par la librairie OEChem.
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Un exemple d’application d’un algorithme MCSS est présenté sur la figure 2.27.
Quelques molécules associées au squelette labdane permettent d’obtenir un squelette com-
mun qui dans le meilleur des cas est le squelette labdane. Il peut arriver que le squelette
obtenu se rapproche fortement du squelette attendu avec quelques atomes en plus. Dans

ce cas le squelette doit étre retouché manuellement pour supprimer les atomes superflus.

2 o o
= s

HO

o o
Z / LABDANE
HO
Z
HO
_—o0
o

Fi1GURE 2.27 — Recherche de plus grande sous-structure commune

2.4.3.3 Résultats

Extraction des squelettes Un total de 448 squelettes ont été extraits de SISTEMAT
pour étre mis a disposition des utilisateurs de LSD. L’ensemble des squelettes est regroupé
en annexe C. On dispose ainsi d’une collection de squelettes au format MDL MOL qui
peuvent étre traduits au format de sous-structure pour LSD. La collection compte 77
squelettes de monoterpénes, 226 squelettes de sesquiterpénes et 145 squelettes de diter-
pénes. Un programme de conversion est distribué avec LSD pour coder automatiquement

les sous-structures.

Programme de conversion MOL2AB Le programme MOL2AB a été écrit dans

le but de convertir automatiquement une structure au format MDL MOL en fichier de
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sous-structure utilisable dans LSD.

Comme vu dans le paragraphe 2.2.2; il est nécessaire de laisser une certaine liberté sur
I’hybridation et la multiplicité des atomes. En effet, par définition, une sous-structure est
substituée et la nature des liaisons chimiques n’est pas fixée. Un certain nombre de régles
est donc suivi durant la transcription :

— tout atome d’hydrogéne de la structure doit pouvoir étre substitué;

— toute liaison simple peut étre transformée en double liaison ;

toute double liaison peut étre transformée en triple liaison ;

une triple liaison reste une triple liaison ;

la nature chimique des atomes est préservée.
Il est possible de laisser une liberté sur ’élément chimique. Dans ce cas, le symbole ato-
mique est A (pour Any), ce qui est la convention adoptée dans le format MDL MOL.

En résumé, les contraintes sur la nature des liaisons ne peuvent évoluer que dans le
sens de « 'oxydation » des liaisons. Un atome hybridé sp reste hybridé sp, cela veut dire
qu’une triple liaison ne peut pas étre « réduite ». De méme, un systéme type alléne ne peut
étre modifié. Au contraire, une liaison peut étre « oxydée » par élimination d’un hydrogéne
porté par un atome hybridé sp? ou sp®. Une liaison simple peut étre transformée en double
liaison qui elle-méme peut étre transformée en triple liaison a condition que les atomes
formant la liaison soient porteurs d’hydrogénes. Par conséquent, un atome hybridé sp? ne
portant pas d’atome d’hydrogéne reste sp?. De la méme maniére, un atome hybridé sp?
ne peut pas devenir sp? s’il ne porte pas au moins un atome d’hydrogéne. Par extension,
un atome hybridé sp® ne peut pas devenir sp s’il ne porte pas au moins deux atomes
d’hydrogéne.

Un exemple de codage du squelette labdane par MOL2AB est présenté sur la fi-
gure 2.28.

Les atomes C4 et C10 sont deux carbones sp® quaternaires. Dans les structures o le
squelette labdane est présent, ils ne peuvent devenir sp? et les liaisons dans lesquelles ils
sont impliqués demeurent des liaisons simples. Ils ne portent pas d’atome d’hydrogéne qui
pourrait étre substitué. Leur statut est donc fixe, il n’y a pas de liberté sur I’hybridation
et la multiplicité.

Les atomes C5, C8, C9 et C13 sont des carbones CH sp?. Ils peuvent devenir sp?
par élimination de I’hydrogéne. L’hybridation sp leur est interdite car aucun autre atome

d’hydrogéne ne peut étre éliminé.

Code de LSD Les travaux précédents ont motivé des modifications au code source de
LSD pour faciliter la facon dont les contraintes de sous-structure sont imposées par 1'utili-
sateur dans le fichier d’entrée. Précédemment, les noms de squelette devaient étre associés
a des numéros de squelette par I'intermédiaire de la commande SKEL. Ces numéros étaient
ensuite utilisés dans la commande FEXP qui permet d’imposer ou d’interdire la présence

d’une ou plusieurs sous-structure(s) a 'aide d’une expression logique. Dans la commande
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SSTR S1 C (1 2 3) (0 1 2) LINK S1 S2
SSTR S2 C (1 2 3) (0 1 2) LINK S1 S10
SSTR S3 C (1 2 3) (0 1 2) LINK S2 S3
SSTR S4 C 3 0 LINK S3 sS4
SSTR S5 C (2 3) (0 1) LINK S4 S5
SSTR S6 C (1 2 3) (0 1 2) LINK S4 S18
SSTR S7 C (1 2 3) (0 1 2) LINK S4 S19
SSTR S8 C (2 3) (0 1) LINK S5 S6
SSTR S9 C (2 3) (0 1) LINK S5 S10
SSTR S10 C 3 0 LINK S6 S7
SSTR S11 C (1 2 3) (0 1 2) LINK S7 S8
SSTR S12 C (1 2 3) (0 1 2) LINK S8 S9
SSTR S13 C (2 3) (0 1) LINK S8 S17
SSTR S14 C (1 2 3) (0 1 2) LINK S9 S10
SSTR S15 C (1 2 3) (0 1 2 3) LINK S9 sS11
SSTR S16 C (1 2 3) (0 1 2 3) LINK S10 S20
SSTR S17 C (1 2 3) (0 1 2 3) LINK S11 S12
SSTR S18 C (1 2 3) (0 1 2 3) LINK S12 S13
SSTR S19 C (1 2 3) (0 1 2 3) LINK S13 S14
SSTR S20 C (1 2 3) (0 1 2 3) LINK S13 Slé6

LINK S14 S15

FIGURE 2.28 — Codage du squelette labdane en sous-structure LSD

FEXP, les définitions de fragments sont combinées par les opérateurs NOT, AND et OR. Les
noms de squelette peuvent maintenant étre directement nommeés dans la commande FEXP
sans passer par la commande SKEL qui devient non obligatoire. Par exemple pour imposer
le squelette du pinane, I'utilisateur devait utiliser les deux commandes suivantes : SKEL F2
"PINANE" (définition du fragment F2) et FEXP "F2" (expression des contraintes de sous-
structure). Cette derniére peut maintenant contenir directement le nom du squelette :
FEXP "‘PINANE‘". La partie du code qui effectue la lecture du fichier d’entrée et celle qui
interpréte 'expression logique pour construire la stratégie de recherche de sous-structure

ont été modifiées en conséquence.

2.4.4 Conclusion

L’extraction des squelettes permet de franchir un palier supplémentaire dans l'inté-
gration de LSD avec la base de données SISTEMAT. Les noms de squelettes prédits par
SISTEMAT peuvent directement étre entrés dans le fichier d’entrée de LLSD sans aucune
intervention supplémentaire de 'utilisateur. Le codage des sous-structures au format de
LSD est réalisé automatiquement par le programme MOL2AB. Ce programme n’est pas
seulement cong¢u pour étre réservé aux squelettes distribués avec LSD, il est utilisable avec
toute sous-structure dont 'utilisateur pourrait avoir besoin.

L’extraction des squelettes a été effectuée pour les monoterpénes, les sesquiterpénes
et les diterpénes. La base de données SISTEMAT contient d’autres classes de produits
naturels. Par conséquent de nombreux autres squelettes restent encore a extraire.

Le programme MOL2AB souffre d’'un petit défaut a corriger. Le codage des sous-

structures n’a pas été adapté a I’'éventualité d'une molécule chargée. En utilisant ’exemple
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de T'alcaloide aporphinique (figure 2.29), avec le squelette aporphine appliqué comme
contrainte de sous-structure, LSD n’aboutit a aucune solution. D’aprés les régles en place
dans MOL2AB, 'atome d’azote ne peut pas changer d’hybridation (passer de sp? a sp?) car
il ne posséde pas d’atome d’hydrogéne éliminable. Il faudrait adapter les régles de codage

des sous-structures en tenant compte des atomes potentiellement porteurs de charge.

FIGURE 2.29 — Structure de la 2-O,N-dimethylliriodendronine (a4 gauche) et
squelette aporphine (& droite)

La complémentarité démontrée des deux systémes LSD et SISTEMAT nous invite a
poursuivre 'amélioration de la gestion des contraintes de sous-structures. Il pourrait étre
judicieux d’utiliser ces contraintes pendant la résolution et non & la fin comme test de
validation. Cela permettrait un gain de temps car de nombreuses structures incompatibles
peuvent étre générées alors qu’il serait possible de les éviter. Une autre piste envisagée
serait de permettre un filtrage des solutions aprés génération de toutes les structures. Un

filtrage dynamique pourrait étre mis en place, par exemple au niveau de M EDIT.

2.5 Conclusion

Ces travaux avaient pour but de faire progresser un programme existant en facilitant
son utilisation et en augmentant son efficacité.

Le logiciel d’élucidation structurale automatique LSD a été amélioré en supprimant
certaines rigidités notamment sur I'interprétation des corrélations et le statut des atomes.
Cette derniére amélioration a permis le développement d’une version de LSD gérant les
atomes a statut variable.

Des progrés ont été accomplis dans la présentation des résultats. Les tests ont abouti
a une version alternative de OUTLSD par I'utilisation de la librairie OEChem.

L’élucidation structurale automatique de produits naturels peut étre rendue plus ai-
sée par lintégration des systémes LSD et SISTEMAT. L’utilisation des squelettes de
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SISTEMAT comme contraintes de sous-structures dans LSD est nettement facilitée par

I’extraction et la mise & disposition de squelettes issus de la base de données.






CHAPITRE 3
Développement d’un outil d’attribution

automatique des résonances, le logiciel

CASA

3.1 Introduction

Ce chapitre traite de ’écriture d’un programme d’attribution automatique des signaux
RMN. La conception de ce programme repose sur la base de travaux anciens du groupe
ol les travaux présentés dans ce manuscrit ont été réalisés.

Le programme CASA (Computer-Aided Spectral Assignment) a été réécrit totalement
avec comme principale nouveauté ['utilisation d’un module de prédiction des déplacements
chimiques '3C.

Le chapitre commence par une présentation du cahier des charges exposant les données
sur lesquelles le programme s’appuie et la stratégie employée pour ’attribution. Le fonc-
tionnement du programme sera ensuite décrit pour finir avec des exemples d’application.
La validation de CASA a été effectuée a 'aide de structures décrites dans la littérature
récente.

L’attribution des signaux RMN est un moyen d’aborder le probléme de la vérification
de structure. En cas d’échec de la vérification ou de doute sur la validité d’une structure,

le logiciel LSD peut étre utilisé pour proposer des structures alternatives.

3.2 Analyse du probléme

3.2.1 But du logiciel

Le but du logiciel est de réaliser 'attribution automatique des signaux RMN 13C et
'H des petites molécules organiques. Pour ce faire, il s’agit de vérifier la cohérence d’une
structure chimique avec les données des spectres RMN 2D.

Des travaux précédents du groupe ont montré un effet intéressant lors de la résolution
de ce type de probléme [179]. Il a été possible de déterminer la bonne structure entre deux
structures proches en éliminant celle dont les données n’étaient pas compatibles. En effet si
Pattribution des signaux n’est pas possible, la structure est rejetée. La figure 3.1 montre les

structures proposées & CASA pour 'attribution. Elles ne différent que par I'inversion d’un
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groupement hydroxyle et d’un groupement méthyle. La structure possédant un squelette
eremophilane a été acceptée par CASA alors que la structure comportant un squelette

eudesmane a été rejetée.

OH

FIGURE 3.1 — Structure acceptée (a4 gauche) et structure rejetée (a droite) par
CASA

L’attribution des signaux peut étre vue comme une méthode de vérification de struc-
ture car une proposition non cohérente peut étre refusée. La finalité du programme CASA

est de répondre a la question : la structure est-elle compatible avec les données spectrales ?

3.2.2 Données d’entrée

Les données spectrales utilisées par le programme sont issues de spectres RMN 1D et
2D. Les signaux des spectres 3C et 'H sont attribués en se basant, entre autres, sur la
multiplicité des carbones. L’information sur la multiplicité est accessible sur un spectre
1D DEPT ou par une expérience 2D HSQC éditée. Une expérience HSQC éditée four-
nit un spectre similaire a un spectre HSQC classique, avec un signe opposé pour les
groupements CH et CHj et les groupements CH,. La cohérence de 'attribution avec la
structure est vérifice a 'aide des corrélations des spectres HSQC, COSY, HMBC et IN-
ADEQUATE. Toute autre information provenant de spectres H2BC ou 1,1-ADEQUATE
(voir paragraphe 1.3.2) peut également étre utilisée.

Le principe d’interprétation des corrélations est identique a celui de LSD. Des relations
de proximité entre atomes sont déduites des corrélations et servent de contraintes pour
I'attribution. Les valeurs de longueur de chemin de couplage par défaut sont 2Jo_py ou
3 Jo_g pour une corrélation HMBC, 3Jy_ g pour une COSY et 'Jo_o pour une INADE-
QUATE.

Afin d’éviter un maximum de faux négatifs, c’est-a-dire de ne pas rejeter des struc-
tures correctes, il faut prendre en compte différents niveaux d’incertitude. L’existence de
couplages a trés longue distance peut amener le programme a rejeter une structure. Il est
donc nécessaire de ne pas étre trop restrictif et de permettre au programme de traiter un
certain nombre de corrélations & trés longue distance. D’autre part, en cas d’utilisation
des valeurs de déplacements chimiques *C comme contraintes pour I'attribution, il faut

tenir compte de 'erreur sur la prédiction.
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3.2.3 Probléme de satisfaction de contraintes

Pour mener a bien 'exercice d’attribution, le programme est restreint dans ses choix
par diverses contraintes. L’exécution de CASA peut donc étre assimilée a la résolution
d’un probléme de satisfaction de contraintes.

Un probléme de satisfaction de contraintes peut étre défini par une série de n variables
possédant chacune un domaine de valeurs et d’une série de contraintes impliquant plu-
sieurs de ces variables. La résolution d’un probléme de satisfaction de contraintes revient
a trouver toutes les combinaisons possibles de valeurs pour les variables de maniére que
toutes les contraintes soient respectées. Quand une valeur est attribuée a une variable,
la restriction de ’espace de recherche est effectuée par un processus de propagation de
contraintes. Le domaine de recherche des valeurs pour les autres variables est ainsi réduit.

Dans le cas de I'attribution, chaque résonance en RMN 3C est assimilée & une variable
pour laquelle les valeurs possibles sont les atomes de carbone de la structure. Chaque signal
est associé & un domaine de recherche comportant un nombre réduit d’atomes et établi
en fonction de critéres présentés par la suite. Les contraintes proviennent des corrélations
des spectres RMN 2D et, de maniére optionnelle, des valeurs de déplacements chimiques.
Au cours de attribution, le programme effectue une réduction de ’espace de recherche
en enlevant les atomes déja attribués du domaine de recherche pour chaque signal. Pour

résoudre le probléme de ’attribution, I'algorithme utilisé est un algorithme récursif.

3.2.4 Structure du logiciel

Les différentes taches successives accomplies par le programme ont été séparées dans
trois phases. Ces trois phases du processus d’attribution des signaux par le logiciel CASA
sont présentées en figure 3.2.

La phase initiale (phase 0) permet d’initialiser le probléme avant d’entamer la ré-
solution. Elle débute par la lecture et I'analyse des données d’entrée afin de vérifier la
cohérence des informations. Un prétraitement des corrélations est effectué pour éliminer
les informations dupliquées. Le programme effectue une détection des atomes équivalents.
La raison de cette détection et la méthode utilisée seront exposées par la suite. Enfin, pour
chaque signal RMN 3C, une liste d’atomes candidats a 'attribution est créée. En effet, le
programme ne peut tenter d’apparier signal et atome que si un certain nombre de critéres
sont respectés. Ces critéres d’admissibilité des atomes a 'attribution sont détaillés par la
suite.

La phase suivante (phase 1) est la résolution du probléme par un algorithme récursif
qui permet d’envisager et de tester toutes les solutions possibles de maniére exhaustive.
A chaque étape, un signal non encore attribué est choisi. Puis un atome est choisi dans la
liste des candidats a ’attribution et enfin le programme vérifie I'hypothése d’attribution
en cours. La vérification est réalisée en examinant si les corrélations des spectres 2D ne

contredisent pas les distances a travers les liaisons entre les atomes de la structure. Si
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aucune corrélation ne contredit 'hypotheése, le programme passe a une étape suivante,
avec un autre signal. Dans le cas contraire, le programme effectue un retour-arriére et

remet en cause les attributions précédentes.

Pour finir, la phase 2 concerne la présentation des résultats a ’utilisateur. Lorsqu’une
solution est produite, c’est-a-dire quand tous les signaux ont été attribués et toutes les
corrélations inspectées, le programme ’ajoute a un fichier de sortie. Il s’agit d’un fichier
texte qui pourra étre lu par 'utilisateur. Chaque solution consiste en une liste de paires

signal /atome attribués.

(" Lecture des fichiers d'entrée )
Analyse syntaxique
Phase 0 Analyse sémantique
Initialisations Détection des atomes équivalents
kCreatlon des listes d'atomes candldatsj
Y (" )
Répétition :
Phase 1 .p .I | ;
. Choix d'un signal
Tentatives .
el s Choix d'un atome
d'attributions o s
7\ Exploitation des corrélations
\ J
Phase 2 'Ecrl.ture de Ia.solutlon dans
Solution trouvée le flchler de'sortle s-ous forme fje
paires Numéro de signal/Numéro
d'atome
\ J

FIGURE 3.2 — Phases d’exécution de CASA

3.3 Mise en ceuvre du programme

3.3.1 Introduction

L’écriture et le fonctionnement détaillé de CASA vont étre présentés en mettant ’ac-
cent sur les points importants du processus d’attribution.

Le programme a été écrit en langage C en utilisant certains éléments du code source
de LSD. L’organisation interne des données est assez similaires & celle de LSD. La syn-
taxe du fichier d’entrée principal a pour modéle celle d’un fichier d’entrée de LSD. De
cette maniére, les modifications & apporter pour utiliser un jeu de données avec les deux

programmes LSD et CASA sont mineures.
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3.3.2 Fichiers d’entrée

Les données et informations utiles sont lues par le programme dans plusieurs fichiers.
Au total, deux fichiers d’entrée sont obligatoires et un troisiéme fichier facultatif peut étre
utilisé lorsque 'utilisateur souhaite recourir a une prédiction des déplacements chimiques
13C pour I'attribution. Le fichier principal contient les informations des spectres RMN et
permet de gérer le controle de I'exécution. La structure chimique soumise a ’attribution

est enregistrée dans un fichier au format MDL MOL.

3.3.2.1 Fichier de données RMN

Le fichier principal contient des commandes constituées par des mnémoniques suivis
par un ou plusieurs paramétres séparés par des blancs. Toutes les commandes utilisables
dans les fichiers d’entrée de CASA sont présentées en annexe D. Les paramétres sont
classés par types :

— I : un entier positif ou nul;

— F : un nombre réel;

— R : un nombre réel optionnel ;

— V : un seul entier positif ou nul ou un ensemble d’entiers positifs ou nuls entre

parenthéses séparés par des blancs;

— O : un entier positif ou nul optionnel ;

— Ln : la référence a une liste de signaux ou d’atomes, n est strictement positif;

— B : remplace I ou Ln;

: un signe optionnel : + ou -;

: un chemin d’accés a un fichier;

|
w9 T

: un ensemble d’entiers positifs séparés par des blancs;

Le codage des données pour attribution des signaux RMN du camphre (figure 3.3)

est donné en figure 3.4.

FIGURE 3.3 — Structure du camphre

L’ensemble des spectres utilisés est présenté en annexe E. Tous les signaux observés

sur le spectre 13C sont désignés a I'aide de la commande DEPT. Un signal est décrit par un
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ENTR 1
AWCS 1

CCSF "camphor cstable.txt"

DEPT 1 2 0 219.33 HMBC 1 4 HMBC (4 5) 6

DEPT 2 3 0 57.65 HMBC 1 5 HMBC (4 5) 7

DEPT 3 3 0 46.76 HMBC 1 6 HMBC (4 5) 8

DEPT 4 3 2 43.29 HMBC 1 10 HMBC (4 5) 9

DEPT 5 3 1 43.09 HMBC 2 5 HMBC 5 4

DEPT 6 3 2 29.95 HMBC 2 6 HMBC 6 5

DEPT 7 3 2 27.08 HMBC 2 7 HMBC 6 7

DEPT 8 3 3 19.77 HMBC 2 8 HMBC 6 10

DEPT 9 3 3 19.15 HMBC 2 9 HMBC 7 4

DEPT 10 3 3 9.25 HMBC 2 10 HMBC 7 6
HMBC 3 4 HMBC 8 9

HSQC 4 4 HMBC 3 6 HMBC 9 5

HSQC 5 5 HMBC 3 7 HMBC 9 8

HSQC 6 6 HMBC 3 8 HMBC 10 6

HSQC 7 7 HMBC 3 9

HSQC 8 8 HMBC 3 10

HSQC 9 9

HSQC 10 10

COSY 4 5

COsY 6 7

F1GURE 3.4 — Fichier de données CASA pour l’attribution des signaux du
camphre
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numéro, une hybridation, une multiplicité et un déplacement chimique. La numérotation
des signaux peut étre faite de maniére arbitraire. Dans cet exemple, les signaux sont
numérotés par ordre décroissant de déplacements chimiques *C. L’hybridation peut étre
fixée ou non. Dans le cas d’une hybridation variable, les différentes hybridations possibles
sont placées entre parenthéses. La multiplicité est définie & 'aide d’un spectre DEPT
ou d’'un spectre HSQC édité. Le déplacement chimique est optionnel. Un des aspects
originaux de CASA est de pouvoir fournir une attribution sans utiliser les valeurs de
déplacement chimique '3C.

Les numéros des carbones issus du spectre 1D sont reportés sur les projections des
spectres 2D HSQC et HMBC. Le protocole d’interprétation manuelle des spectres est
identique & celui de LSD (voir paragraphe 2.2.2). Le codage des données des spectres
2D est accompli a 'aide des commandes HSQC, COSY et HMBC. Les commandes COSY et
HMBC permettent la définition de corrélations impliquant des groupes d’atomes ayant des
déplacements chimiques proches. De plus, des paramétres optionnels peuvent étre ajoutés
pour définir un intervalle de longueur de chemin de couplage entre atomes. Les spectres
H2BC et 1,1-ADEQUATE révélent des corrélations interprétables comme des corrélations
HMBC issues de couplages 2Jo_p. Il n’existe pas de commande spécifique pour la décla-
ration des corrélations H2BC ou 1,1-ADEQUATE. Il est cependant possible d’utiliser une
commande HMBC suivie du paramétre optionnel 2. Par exemple, une corrélation H2BC
entre le carbone 3 et le proton 5 peut étre déclarée a I’aide de la commande HMBC 3 5 2.

La commande ENTR 1 présente en début du fichier exemple fait partie des commandes
permettant de controler I'exécution du programme. Elle permet 'affichage et le controle
des données apreés lecture du fichier d’entrée.

La commande AWCS 1 permet de spécifier le mode de fonctionnement du programme.
Dans I'exemple, CASA utilise conjointement les données des spectres 2D et les valeurs
de déplacements chimiques. Il est possible de faire fonctionner le programme en utilisant
uniquement les corrélations des spectres 2D ou uniquement les valeurs de déplacements
chimiques 13C.

Etant donné le mode de fonctionnement choisi, il faut fournir au programme des valeurs
de déplacements chimiques prédites. Celles-ci sont regroupées dans un fichier spécifique
dont le chemin d’accés est donné par la commande CCSF.

Une attribution facilement déduite lors de 'analyse des spectres peut étre fournie
comme point de départ au processus d’attribution avec la commande ASGN. Par exemple,
la molécule de camphre ne posséde qu’un groupement cétone et le spectre **C ne comporte
qu’un signal & § 219,33 qui correspond & un atome de carbone hybridé sp?. Ce signal peut
donc directement étre attribué a l’atome de carbone C1 du groupement cétone.

Il est possible d’ajouter des informations supplémentaires issues de l'interprétation
des déplacements chimiques et de la multiplicité des signaux des spectres 1D 'H et 13C.
La commande PROP permet d’associer a un signal des propriétés d’environnement pour

I'atome auquel il sera attribué. Dans le cas du camphre, les trois signaux 'H correspondant
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a des groupements méthyles apparaissent sous forme de singulets entre 0 et 1 ppm et les
signaux C S8, S9 et S10 se situent entre 9 et 20 ppm. Cela signifie que les groupements
méthyles sont liés & des atomes de carbone quaternaires. Il s’agit donc de forcer I'attribu-
tion des signaux S8, S9 et S10 a des atomes de carbone liés a des carbones quaternaires.
Pour coder cette contrainte, il faut d’abord créer une liste des signaux S8, S9 et S10 avec
la commande LNMR L1 8 9 10 et une liste des atomes de carbone quaternaires C2 et
C3 avec la commande LMOL L2 2 3. Enfin, la commande PROP L1 O L2 oblige tous les
signaux de la liste L1 & étre attribués a des atomes de carbone qui ont tous leurs voisins
parmi la liste L2. Dans la commande PROP, le 0 qui signifie « tous » peut étre remplacé

par un 1 car un groupement méthyle ne posséde qu’'un voisin.

Lors de la phase d’initialisation, le programme procéde a une analyse syntaxique et
sémantique du contenu du fichier principal. Le respect de la nomenclature des commandes
de CASA est ainsi vérifié. Des éventuelles fautes de frappe peuvent étre détectées et la
cohérence des données inspectée. Par exemple, le programme examine les numéros de

signaux utilisés dans les corrélations et repére s’ils ont bien été déclarés préalablement.

3.3.2.2 Fichier de structure

La structure chimique dont l'utilisateur souhaite faire I'attribution est donnée sous
la forme d’un fichier MDL MOL qui peut étre généré a I'aide d’un logiciel de dessin de
structure chimique. Le logiciel utilisé pour les tests de CASA est ACD/ChemSketch [180].

Apreés lecture et extraction des informations du fichier, le programme dispose de la
table de connectivité de la structure. A partir de cette table de connectivité, le pro-
gramme calcule la matrice des distances entre atomes (nombre de liaisons séparant les
atomes). Cette derniére intervient lors de la résolution au moment de I'interprétation des
corrélations. En effet, les contraintes de distance entre atomes déduites des corrélations
doivent satisfaire les distances entre atomes de la structure.

L’interprétation des informations présentes dans le fichier MDL MOL (nature des
éléments chimiques, charges et liaisons) permet de déterminer, pour chaque atome de
carbone, son hybridation et sa multiplicité. Ces deux propriétés ne sont pas décrites
explicitement dans le fichier mais sont essentielles pour la résolution car elles comptent
parmi les critéres d’attribution.

La valeur de déplacement chimique C est un autre critére d’attribution. La prédiction

des déplacements chimiques *C de la structure est transcrite dans un fichier différent.

3.3.2.3 Fichier de déplacements chimiques prédits

Un programme basé sur le module de prédiction libre et gratuit nmrshiftdb2 [181-183]
permet de générer automatiquement le fichier de déplacements chimiques 3C & partir du

fichier de structure. Il s’agit d’une version autonome de 'outil de prédiction disponible sur



3.3. Mise en ceuvre du programme 111

le site web du projet nmrshiftdb2. Toute autre méthode de prédiction des déplacements
chimiques est envisageable. L’utilisateur doit alors écrire les valeurs dans un fichier texte

selon une syntaxe simple.

1 216.90 5.00
2 57.30 5.00
3 46.60 5.00
4 43.10 5.00
5 43.13 5.00
6 30.07 5.00
7 27.20 5.00
8 19.55 5.00
9 19.55 5.00
10 9.40 5.00

FIGURE 3.5 — Fichier contenant la prédiction des déplacements chimiques *C

du camphre

La composition du fichier de déplacements chimiques prédits pour le camphre est
donnée comme exemple en figure 3.5. Chaque ligne du fichier est associée a un atome de
carbone de la structure. Les trois champs correspondent :

— au numéro de I'atome dans le fichier de structure;

— & la valeur du déplacement chimique 3C estimé ;

— a l'incertitude sur la valeur.

Par exemple, le déplacement chimique du carbone numéro 1 de la structure est estimé a
(216,90 + 5,00) ppm.

3.3.3 Algorithme de résolution
3.3.3.1 Prétraitement des corrélations

Les corrélations constituent I’essence méme du principe de CASA. Un soin tout parti-
culier a donc été apporté a leur vérification, avant de commencer la résolution, pendant la
phase 0. De méme que dans LSD, le prétraitement des corrélations a pour but le controle
de la cohérence et de la non redondance des données.

Les corrélations sont comparées les unes aux autres et confrontées aux attributions
manuelles faites par la commande ASGN pour gérer les conflits d’information et supprimer
les corrélations qui n’apportent aucune information supplémentaire. Un conflit peut abou-
tir soit & un message d’erreur, soit a la modification d’une corrélation. Les corrélations
inutiles sont marquées comme non valides, le programme ne cherchera pas a les exploiter

pendant 'attribution.
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Le prétraitement des corrélations est différencié avec d’abord les corrélations non va-

riables et ensuite les corrélations variables.

La figure 3.6 présente les tests (a-d) subis par les corrélations non variables.

- ~N
d
XY S——
b
XY <>—<>@ —>  erreur
XY o—=
C ..
1 OK n liaisons ond
suppression de
XY o— et 3 la corrélation
d n pas OK n liaisons
XY o—o et X—2)r—Y) — erreur
L Y,

FIGURE 3.6 — Prétraitement des corrélations non variables : le comportement du
programme en présence de différents cas est résumé de maniére synthétique. Pour le détail,
voir texte. (Remarque : les atomes de carbone et d’hydrogéne directement liés possédent

des numéros X et Y identiques)

Les deux premiers cas (a et b) concernent la comparaison des corrélations non variables
entre elles pour éviter une redondance dans les informations. Le programme recherche les
corrélations dupliquées entre deux atomes X et Y et vérifie si les intervalles de nombre
de liaisons entre atomes sont compatibles. Pour ce faire, I'intersection des intervalles est
calculée. Si'intersection n’est pas vide, il ne subsiste qu’une corrélation valide avec comme
intervalle I'intersection des deux corrélations (a). Si I'intersection est un ensemble vide,
il y a incompatibilité entre les deux corrélations et le programme s’arréte en prévenant
'utilisateur par un message d’erreur (b).

Ensuite, le programme compare toutes les corrélations non variables encore valides avec
les attributions déja effectuées avec la commande ASGN (c et d). Il s’agit de supprimer les
corrélations qui n’apportent pas d’information. Le nombre de liaisons entre deux atomes
qui corrélent et qui sont déja attribués doit étre compris dans l'intervalle de couplage
associé a la corrélation (c). Dans le cas contraire, le programme s’arréte avec l'affichage
d’un message d’erreur (d). Il faut noter le cas particulier des cycles de trois atomes qui
n’améne pas de message d’erreur. Chaque atome peut corréler avec 'un de ses voisins et
la distance minimale autorisée peut étre de 2 liaisons.
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La figure 3.7 présente les tests (a-f) subis par les corrélations variables. Ces corrélations

concernent des listes de carbones ayant des déplacements chimiques proches.

e A
T XY — suppression de
5 5 — la corrélation
V(X...)Y o— — variable
b XY
O—=
Vix.)Y < Vi)Y o
¢ Vo \Y O— suppression de la
(X...) 5 5 ——3 corrélation variable ayant
V(X )Y >——3 des bornes plus larges
o o suppression de la corrélation
V(X...)Y : ! variable V' ayant une liste
V' Y ¢ : : & contenant la liste de V et
(...X...) des bornes plus larges
e 0 OK n liaisons

Vi Yo— et (—@)—(¥) —= suppression de

la corrélation
f n pas OK n liaisons
S _
Vix Yyo—oet X——Y) —> V)Y o—0

\ _J/

FIGURE 3.7 — Prétraitement des corrélations variables : le comportement du
programme en présence de différents cas est résumé de maniére synthétique. Pour le détail,
voir texte. (Remarque : les atomes de carbone et d’hydrogéne directement liés possédent

des numéros X et Y identiques)

Le programme commence par vérifier si 'indétermination sur une corrélation variable
entre Y et une liste d’atomes V qui contient X peut étre expliquée (a et b). Une corré-
lation hypothétique entre X et Y peut avoir été déclarée par ailleurs sous la forme d’une
corrélation non variable. Les distances minimale et maximale autorisées pour la corré-
lation non variable doivent étre égales ou incluses dans celles de la corrélation variable
(a). Si tel est le cas, la corrélation variable est supprimée. Par contre si intersection des
distances autorisées est nulle, il y a contradiction entre les corrélations (b). L’information
de la corrélation non variable est considérée comme prioritaire par rapport a celle de la
corrélation variable. L’atome X apportant la contradiction est supprimé de la liste V de la
corrélation variable. Lorsqu’une liste est réduite a un unique atome, la corrélation variable
devient une corrélation non variable. En retirant une alternative, I'indétermination sur la

corrélation est simplifiée voire levée. Cela permet au programme d’aborder la phase 1 avec



Chapitre 3. Développement d’un outil d’attribution automatique des
114 résonances, le logiciel CASA

un jeu de données ayant le moins d’ambigiiité possible.

Dans la partie suivante, les corrélations variables sont comparées entre elles (c et d).
Dans un premier temps, il faut éliminer les corrélations variables dupliquées, c’est-a-dire
dont les listes d’atomes V sont identiques. Il faut également que les distances autorisées
soient identiques ou qu’elles soient incluses. Dans ce dernier cas, la corrélation ayant les
bornes les plus larges est éliminée. Dans un second temps, on procéde a I’élimination des
corrélations variables expliquées par d’autres corrélations variables. Pour qu’une corréla-
tion soit expliquée, une seconde corrélation doit étre totalement incluse dans celle-ci (d).
La liste d’atomes de la premiére (V') doit contenir la totalité de la seconde (V) et les
bornes de distance de la premiére doivent étre identiques ou plus larges que celles de la

seconde.

Dans la derniére partie, de la méme maniére qu’avec les corrélations non variables, le
programme supprime les corrélations variables qui n’apportent pas de nouvelle informa-
tion par rapport aux attributions déja effectuées (e). En cas de conflit d’'une corrélation

hypothétique entre X et Y avec les attributions, 'atome X est supprimé de la liste (f).

Le prétraitement des corrélations du camphre est décrit sur la figure 3.8.

Les chiffres entre crochets indiquent les bornes inférieures et supérieures de longueurs
de chemin de couplage retranscrites en nombre de liaisons entre les deux atomes impliqués

dans la corrélation.

Dans le fichier de données, toutes les corrélations ont été déclarées avec des longueurs
de chemin de couplage par défaut. Les deux premiéres corrélations sont des COSY car
les distances minimale et maximale sont égales a 1. Les atomes correspondants (4 et 5
d’une part, 6 et 7 d’autre part) doivent donc étre liés. Les autres corrélations sont des
HMBC avec des bornes inférieure et supérieure respectivement égales a 1 et 2. Les atomes

correspondants doivent donc étre séparés par une ou deux liaisons.

Le prétraitement a supprimé quelques corrélations. Les corrélations HMBC C6/H7
et C7/H6 sont supprimées car rendues inutiles par lexistence d’une corrélation COSY
entre les protons 6 et 7. La corrélation C5/H4 est supprimée pour la méme raison. Les
corrélations HMBC C9/H8 et C8/H9 sont redondantes, une seule subsiste aprés le pré-
traitement. Il en est de méme pour les corrélations C10/H6 et C6/H10. On remarque
que plusieurs corrélations variables ont été supprimées. Celles-ci sont expliquées par au
moins une corrélation non variable. Par exemple, la corrélation HMBC entre le groupe de
carbones C4-C5 et le proton H6 peut étre expliquée par la corrélation HMBC C6/H5. Les
corrélations HMBC entre ce méme groupe de carbone et les protons H7 et H9 sont aussi

expliquées par d’autres corrélations.
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3.3.3.2 Gestion des atomes équivalents topologiquement

Des atomes équivalents topologiquement ont une distance (en nombre de liaisons)
identique avec tous les autres atomes de la molécule.

Lorsqu’une structure candidate a ’attribution posséde deux atomes équivalents topo-
logiquement C; et C;, 'appariement du signal S; avec I'atome C; et de S; avec C; entraine
également 'appariement de S; avec C; et de S; avec C;. Cet effet est génant car il a pour
conséquence une augmentation du nombre de solutions. Afin de résoudre ce probléme, un
systéme de détection des atomes équivalents a été mis en place.

L’algorithme proposé par Morgan en 1965 [184] peut produire des résultats erronés
[185]. Nous avons choisi de ne pas implémenter cet algorithme dans CASA car nous dis-
posions d’une alternative plus commode a mettre en place. Il s’agit du systéme InChl
(International Chemical Identifier) [186] présent dans LSD pour la vérification de Porigi-
nalité des structures et qui détecte les atomes équivalents. Ce systéme d’identification est
distribué par 'TUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry). Il fournit
un codage des structures sous la forme de chaines de caractére. En complément de la
numeérotation canonique des atomes de la molécule, des données auxiliaires comme la liste
des atomes équivalents sont également produites.

Par exemple, le code InChl du camphre est donné sur la figure 3.9. Les informations
auxiliaires contiennent deux suites de caractéres particuliérement intéressantes : la numé-
rotation canonique débutant par « /N » et la liste des atomes équivalents débutant par

« /E ». Les atomes équivalents sont regroupés entre parenthéses.

©

10 o)

InChI=1/C10H160/c1-9(2)7-4-5-10(9,3)8(11)6-7/h7H,4-6H2,1-3H3
AuxInfo=1/0/N:8,9,10,7,6,4,5,1,3,2,11/E:(1,2)

FIGURE 3.9 — Structure et code InChl du camphre

La récupération des informations auxiliaires et leur interprétation permet de construire
des classes d’atomes équivalents. Dans I'exemple, les atomes 1 et 2 (en numérotation

canonique) sont repérés comme étant équivalents. La table de correspondance entre la
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numérotation canonique et la numérotation initiale permet de déduire ’équivalence des
atomes de carbone 8 et 9. Pendant la phase d’initialisation de CASA, ces atomes sont
placés dans une classe d’équivalence. Lors d’une tentative d’attribution, un seul atome
de la classe pourra étre choisi. La détection des équivalences topologiques réduit ainsi le
nombre de solutions produites par CASA.

I’emploi des classes d’équivalence ne cause pas d’incompatibilité avec la prédiction
des déplacements chimiques 3C si celle-ci ne tient pas compte des informations de sté-
réochimie et donne des valeurs identiques pour des carbones équivalents. C’est le cas avec
nmrshiftdb2 mais si 'utilisateur dispose d’une autre méthode de prédiction donnant des
déplacements chimiques différents, cela peut conduire a I’échec de I'attribution. La com-
mande CCLA permet de controler I'usage des classes d’atomes équivalents. L’utilisateur

peut donc abandonner leur utilisation en cas de besoin.

3.3.3.3 Critéres d’attribution

La création de listes d’atomes candidats a I’attribution permet de simplifier le probléme
combinatoire. Dans le cas général, un exercice d’appariement accepte un nombre N de

solutions égal a :
n!

A

Avec, dans le cas présent, n le nombre d’atomes de carbone de la molécule et k le nombre
de signaux RMN 13C & attribuer. Dans le cadre de CASA, le nombre de solutions poten-
tielles & examiner par le programme est réduit du fait du statut des signaux et des atomes.
Avant de commencer la résolution, le probléme combinatoire est réduit par une analyse
préliminaire des données. Le programme construit, pour chaque signal, une liste d’atomes
potentiellement candidats a I'attribution en fonction des critéres suivantes : hybridation,
multiplicité, déplacement chimique et propriétés de voisinage. Pendant la résolution, le
programme inspectera de maniére récursive toutes les combinaisons d’attribution pos-
sibles. A ce stade, si au moins un signal posséde une liste vide, on sait qu’aucune solution
ne pourra étre produite. Le programme s’arréte alors automatiquement.

L’utilisation de la valeur des déplacements chimiques comme critére d’attribution est
optionnelle. Par défaut, CASA se base uniquement sur I’hybridation et la multiplicité
pour la construction des listes d’atomes.

L’utilisateur peut ajouter des informations supplémentaires a partir d’une analyse des
spectres 1D 'H et 3C. L’interprétation des déplacements chimiques et de la multiplicité
des signaux permet d’associer & un signal des propriétés d’environnement pour 'atome
auquel il sera attribué. Ces propriétés de voisinage ou d’environnement sont utilisées lors
de la création des listes d’atomes. Par exemple, I’attribution d’un signal '3*C aux environs
de 70 ppm peut étre forcée & un atome de carbone possédant exactement un atome

d’oxygéne parmi ses voisins.
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La création des listes d’atomes candidats a ’attribution pour les signaux du camphre
est illustrée sur la figure 3.10.

camphor.cas camptlor.mol
camphor_cstable.txt
DEPT 1 2 0 219,33
DEPT 2 3 0 57,65
DEPT 3 3 0 46,76
DEPT 4 3 2 43,29
DEPT 5 3 1 43,09
DEPT 6 3 2 29,95
DEPT 7 3 2 27,08
DEPT 8 3 3 19,77
DEPT 9 3 3 19,15
DEPT 10 3 3 9,25
Hyb. Mult. C Hyb. Mult. "C
S1 2 0 219,33 C1 2 0 216,90
S2 3 0 57,65 C2 3 0 57,30
S3 3 0 46,76 C3 3 0 46,60
S4 3 2 43,29 C4 3 2 43,10
S5 3 1 43,09 C5 3 1 43,13
S6 3 2 29,95 C6 3 2 30,07
S7 3 2 27,08 Cc7 3 2 27,20
S8 3 3 19,77 Cc8 3 3 19,55
S9 3 3 19,15 C9 3 3 19,55
S10 3 3 9,25 c10 3 3 9,40
Sans déplacements Avec déplacements
chimiques C chimiques *C
S1 — C1 S1 — C1
S2 — C2,C3 S2 — C2
S3 — C2,C3 S3 — C3
S4 — C4,C6,C7 S4 — C4
S5 — C5 S5 — C5
S6 — C4,C6,C7 S6 — Co6,C7
S7 — C4,C6, C7 S7 — C6,C7
S8 —= (8, C9,C10 S8 — C8,C9
S9 — (8, C9, C10 S9 — C8,C9
S10 — C8, C9, C10 S10— C10

F1GURE 3.10 — Construction des listes d’atomes pour 1’attribution des signaux

du camphre

Aprés lecture du fichier de données RMN et interprétation du fichier de structure, le
programme dispose de toutes les informations sur les critéres d’attribution. En fonction

du mode de fonctionnement choisi, les listes peuvent étre construites soit en se basant sur
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I’hybridation et la multiplicité uniquement, soit avec le déplacement chimique en complé-
ment. Les éventuelles propriétés d’environnement interviennent quel que soit le mode de
fonctionnement choisi. Dans I'exemple, le signal S1 n’a qu'un candidat. Il s’agit de 'atome
C1 qui est le seul atome de carbone hybridé sp?. En revanche, le signal S8 posséde trois
candidats lorsque la prédiction n’est pas utilisée. Ce sont les atomes C8, C9 et C10 qui
sont les trois atomes de carbone appartenant a des groupements méthyles (hybridation
sp® et multiplicité égale a trois). Aprés ajout de la prédiction des déplacements chimiques
13C comme critére supplémentaire, on observe une réduction des possibilités d’attribu-
tion. L’utilisation des valeurs de déplacement chimique tient compte de ’erreur sur la
prédiction. Dans le cas du camphre, I'erreur sur la prédiction est de 5 ppm pour toutes
les valeurs. Il s’agit de I'erreur minimum choisie par défaut pour la prédiction fournie par
nmrshiftdb2. Le signal S8 ne posséde plus que deux atomes candidats (les atomes C8 et
C9). On peut remarquer que les atomes équivalents C8 et C9 ont la méme valeur de dé-
placement chimique *C estimée avec nmrshiftdb2. Ces deux atomes étant équivalents, un
seul sera testé pour 'attribution du signal S8. On constate que 'unique indétermination
concerne les signaux S6 et S7 qui ont deux atomes candidats (C6 et C7). Tous les autres
signaux n’ont qu'un seul atome candidat pour l'attribution.

La phase 0 s’achéve avec la création des listes. Le processus d’attribution et de vérifi-

cation des attributions a ’aide des corrélations peut commencer.

3.3.3.4 Attribution des signaux

Lors de la phase 1, le programme utilise les listes et les corrélations comme contraintes
pour 'attribution. Le processus d’attribution est accompli par la répétition des actions
suivantes :

— choix d’'un signal ;

— choix d’un atome;

— exploitation des corrélations.

Un procédé récursif permet d’explorer tout le domaine de recherche jusqu’a épuisement

des hypothéses.

A chaque nouvelle tentative d’attribution, un signal est choisi en fonction du nombre
d’atomes présents dans sa liste de candidats. La régle étant que plus le nombre d’atomes
candidats pour un signal est petit, plus vite il sera attribué. Un signal ne possédant qu’un
seul atome candidat sera donc attribué dés le début de la résolution. De plus, a taille de
liste égale, les signaux sont choisis en priorité dans une liste de signaux précédemment
impliqués dans les corrélations des signaux venant d’étre attribués. Le but de ces régles
est de savoir le plus rapidement possible si une solution existe ou non.

Aprés le choix d’un signal, un atome est sélectionné dans la liste des candidats. Tous

les atomes de la liste seront successivement testés. Lors du choix des atomes, le programme
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tient compte des classes d’atomes équivalents topologiquement. Uniquement le premier
atome de la classe peut étre sélectionné pour 'attribution.

A chaque nouvelle hypothése d’attribution, un test est effectué pour vérifier si celle-ci
ne méne pas a une situation sans solution. Les listes d’atomes candidats pour chaque signal
sont mises a jour dynamiquement quand un atome est sélectionné. Celui-ci est supprimé
des listes des signaux non encore attribués. Si une liste devient vide, cela signifie que
I’hypothése courante n’est pas valable.

Enfin, toutes les corrélations impliquant tous les signaux déja attribués (incluant le
signal actuellement analysé) sont vérifiées. L’hypothése est confirmée si aucune corrélation
ne vient contredire le nombre de liaisons entre les atomes. Les corrélations sont ainsi
expliquées au fur et & mesure de la résolution. Dans le cas d’une corrélation variable, au
moins un signal du groupe doit satisfaire les contraintes de distance pour permettre a la
corrélation d’étre expliquée.

Lors de la vérification d’une corrélation non variable, si un seul des deux signaux a été
attribué, le second est placé dans une liste de signaux prioritaires pour l'attribution.

Avec le principe adopté, 'existence de couplages a trés longue distance peut mener
a un rejet de la structure. En effet, une corrélation non standard est la cause d’une
violation de contrainte. Pour éviter un échec de I'attribution qui constituerait un faux
négatif, le programme dispose d’un mécanisme permettant d’accepter un certain nombre
de violations spécifié par 'utilisateur. La commande ELIM posséde deux paramétres : le
nombre maximum de corrélations entrainant des violations et une longueur de chemin
de couplage maximale autorisée n. Cette derniére correspond a un couplage ".J pour une
corrélation HMBC et "*1.J pour une corrélation COSY.

Pour qu’une solution soit produite, deux conditions doivent étre remplies. Tous les
signaux doivent étre attribués et toutes les corrélations doivent étre vérifiées et expliquées.
Dans ce cas, le programme passe a la phase 2 : 'écriture de la solution dans un fichier
de sortie. Une solution est présentée sous la forme d’une liste de lignes composées d’un
numéro de signal RMN 3C suivi par le numéro de I’atome correspondant.

L’exécution du programme se termine quand toutes les combinaisons de paires si-

gnal /atome possibles ont été considérées.

Pour finir Iattribution des signaux du camphre, les listes d’atomes et les corrélations
présentées dans les paragraphes précédents vont étre utilisées. Lorsque les déplacements
chimiques sont utilisés comme critéres complémentaires pour 'attribution, les signaux
S1, S2, S3, S4, S5 et S10 n’ont qu’un seul atome candidat. Ils sont donc attribués deés
le début de la résolution. Les signaux S8 et S9 possédent deux candidats mais il s’agit
des atomes C8 et C9 qui sont équivalents. Une seule combinaison d’attribution est donc
effectuée. Il ne reste que les signaux S6 et S7 qui ont deux candidats : les atomes C6 et C7.
La figure 3.11 montre les deux possibilités d’attribution pour ces deux signaux. Toutes

les corrélations des autres signaux précédemment attribués peuvent étre expliquées. La



3.3. Mise en ceuvre du programme 121

solution 1 est jugée valable car les corrélations des signaux S6 et S7 sont en accord avec
les distances entre atomes. Par contre, la solution 2 comporte trois violations. Ce sont les
corrélations entre les signaux 4 et 7, 1 et 6, et 6 et 10. Les atomes associés a ces signaux
sont trop éloignés. Ils sont séparés par trois liaisons alors que le nombre maximum de
liaisons autorisé est deux. Le fichier d’entrée ne comportant pas de commande ELIM,
cette solution est donc refusée. L’exemple du camphre n’accepte donc qu’une solution :

la solution 1.
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FiGURE 3.11 — Hypothéses d’attribution des signaux du camphre et corréla-
tions

3.3.4 Prédiction des déplacements chimiques *C

L’utilisation d’une méthode de prédiction des valeurs de déplacements chimiques *C
constitue la principale différence avec 'ancien systéme CASA. Le module de prédiction
nmrshiftdb2 a été choisi car il s’agit d’un outil libre et gratuit. La prédiction repose sur
une base de données de codes HOSE associés a des déplacements chimiques.

Un programme est mis a disposition de l'utilisateur pour réaliser la prédiction des
déplacements chimiques & partir du fichier de structure a ’aide de nmrshiftdb2 ainsi que
I’écriture automatique du fichier contenant les valeurs prédites et 'estimation de 'erreur

sur la prédiction.
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Le déplacement chimique prédit est la moyenne de toutes les valeurs présentes dans la
base de données pour le code HOSE du carbone considéré. Pour estimer 'incertitude sur
la valeur prédite, les valeurs de déplacement chimique minimum et maximum présentes
dans la base de données pour le code HOSE sont récupérées.

L’incertitude A est définie de la facon suivante :
A = max (’fsmoy - 5maw‘ ) ‘5moy - 5mzn|)

Elle est égale au maximum des valeurs absolues des différences de la moyenne 9,,,, avec
le minimum §,,;, et le maximum 9,,,,. Si la valeur tombe en dessous du seuil par défaut
placé a 5,0 ppm, U'incertitude est automatiquement ramenée a cette valeur seuil.

Cette méthode d’estimation de l'incertitude manque de précision et peut se révéler
comme une autre cause d’échec de 'attribution et donc de production de faux négatifs.
Lors de la création des listes d’atomes candidats pour chaque signal, le programme CASA
doit tenir compte de l'erreur sur I'estimation de l'incertitude. Un facteur multiplicatif
défini par 'utilisateur permet de disposer d’une sécurité sur l'incertitude. De plus, toute
valeur d’incertitude se situant en dessous d’une valeur seuil définie par 'utilisateur est au-
tomatiquement ramenée a cette valeur. Ces deux paramétres supplémentaires sont donnés
dans le fichier principal a ’aide des commandes SCLF et TOLE.

Pour améliorer I'évaluation de l'incertitude sur la prédiction des déplacements chi-
miques, il serait envisageable de prendre en considération le nombre d’occurrences des
codes HOSE dans la base de données. En effet, une prédiction de déplacement chimique

est d’autant plus fiable que la valeur est présente en grand nombre dans la base de données.

3.3.5 Conclusion

La réécriture du programme CASA a été associée a une méthode de prédiction des dé-
placements chimiques 3C. Ceci permet de profiter des informations structurales contenues
dans les valeurs de déplacements chimiques.

L’originalité de CASA est 'utilisation des données des spectres RMN 2D. Les signaux
RMN peuvent étre attribués uniquement si les corrélations sont expliquées. La liberté sur
les contraintes peut étre adaptée a chaque probléme de maniére & limiter le nombre de
faux négatifs et de faux positifs. Cette liberté est soumise au jugement de I'utilisateur.

CASA est distribué sous la forme d’un logiciel libre sous licence GPL [187]. Tout
comme pour LSD, 'accés au code source est garanti et des versions précompilées pour
Windows/DOS et MacOS X sont également disponibles [188].

3.4 De Pattribution a la vérification de structure

Afin de démontrer 'efficacité du logiciel, des exemples de structures de produits na-

turels publiées dans la littérature récente ont été choisis. La complexité des exemples est
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variable.

L’utilisation de CASA comme logiciel de vérification de structure sera démontrée, de
méme que l'utilisation du logiciel LSD comme générateur de structures aléatoires en cas
d’échec de I'attribution.

Dans un soucis de clarté et de simplicité, les signaux *C dans le fichier de données de
CASA et les atomes de carbone dans le fichier MDL MOL possédent la méme numérota-

tion, de telle maniére qu’un signal S; soit supposé étre originaire de ’atome C;.

3.4.1 Une alternative a 'utilisation de la prédiction des déplace-
ments chimiques : les propriétés d’environnement
Le composé utilisé comme exemple est la Guttiferone H, de formule moléculaire

C3sHs5006 (figure 3.12). Il s’agit d’une benzophénone extraite de Garcinia zanthochymus
Hook. f. (Clusiaceae) |189].

FIGURE 3.12 — Structure de la guttiferone H

Un premier essai d’attribution sans utiliser la prédiction des déplacements chimiques
13C donne 48 solutions. Ce résultat est obtenu sans autoriser de corrélations a trés longue
distance. Ce succés signifie que les données des spectres RMN 2D sont en accord avec la
structure proposée et qu’il n’existe pas de corrélations a trés longue distance ou que les
auteurs de I'article ont éliminé ces corrélations des données présentées.

Un second essai a été réalisé en utilisant des propriétés d’atome déduites des valeurs de
déplacement chimique 3C et de la multiplicité des signaux H. Toutes les résonances des
groupements méthyles singulets doivent étre attribuées a des carbones de groupements
méthyles liés & des carbones quaternaires. Tous les signaux RMN 3C entre 145 et 220 ppm
doivent étre attribués a des atomes de carbone liés a des oxygeénes et plus précisément a

des oxygeénes hybridés sp? pour les deux signaux '3C les plus déblindés S9 (& 198,0) et S10



Chapitre 3. Développement d’un outil d’attribution automatique des
124 résonances, le logiciel CASA

(6 212,7). Le carbone hybridé sp® produisant le signal S12 (6 115,5) est lié & un proton
dont le signal a 7,36 ppm apparait sous la forme d’un doublet fin avec une constante de
couplage J = 1,8 Hz. Ce carbone est donc entouré par deux carbones quaternaires. Avec
ces contraintes supplémentaires, le nombre de solutions diminue de 48 & 2 solutions. La
seule ambigiiité restante concerne les signaux S4 et S5, dont les attributions peuvent étre
échangées.

Pour effectuer une attribution en utilisant une prédiction des déplacements chimiques,
un seuil d’incertitude de 10,0 ppm a été utilisé (aucun facteur multiplicatif n’a été appli-
qué). Cet essai produit une unique solution correspondant a Pattribution proposée dans
Particle. Le fichier d’entrée de CASA correspondant est présenté en annexe F. La nécessité
d’un seuil d’incertitude minimum aussi élevé est due au signal S33 mesuré a 32,9 ppm
et prédit a 24,55 ppm. Le rejet de structures dans lesquelles seulement un déplacement
chimique n’est pas prédit avec une assez bonne précision, possiblement parce que 'envi-
ronnement moléculaire correspondant n’est pas bien représenté dans la base de données,

est une source potentielle de faux négatifs.

3.4.2 Génération de structures alternatives par LSD

Le composé utilisé pour valider le fonctionnement de CASA est un triterpéne (fi-
gure 3.13) de formule moléculaire C3gHysO4 qui a été isolé de Paragonia pyramidata
(Bignoniaceae) [190]. Un premier essai d’attribution spectrale a été réalisé sans le recours
a une prédiction des déplacements chimiques 3C. Les listes d’atomes candidats ont été
construites seulement sur la base de ’hybridation et de la multiplicité des atomes.

Les signaux RMN 13C S2 et S30 sont mesurés a § 26,6 et 26,7. Cette faible différence
de déplacement chimique nous a incité a les considérer comme un groupe. Cela signifie que
chaque corrélation HMBC du signal S2 a été reportée dans le fichier de données de CASA
comme une corrélation de S2 ou S30. Le méme traitement a été appliqué aux corrélations
HMBC du signal S30. Deux autres groupes de résonances *C proches ont également été
considérés : S1/54/S22 et S9/S17.

Uniquement les corrélations des spectres HSQC, HMBC et COSY ont été utilisées
comme contraintes et la prédiction des déplacements chimiques *C n’a pas été utilisée.
Le premier essai d’attribution n’a donné aucune solution. Cet échec peut étre interprété de
deux facons. D’une part, il est possible que la structure publiée soit fausse. D’autre part,
si on considére que la structure publiée est correcte, il s’agit de la méthode de vérification
qui doit étre jugée comme mauvaise. [.’échec a produire une attribution constituerait alors
un cas de faux négatif.

Un second essai d’attribution a été réalisé en donnant plus de souplesse aux contraintes.
L’autorisation de 4 violations parmi les corrélations est nécessaire & I'obtention d’une so-
lution. Une violation consiste & permettre I'interprétation d’une corrélation HMBC *.J ou

COSY 2J. Ces deux cas sont équivalents & une distance autorisée de 3 liaisons entre les
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23 24

FIGURE 3.13 — Structure de I’article soumise a ’attribution

atomes de carbone. Une inspection détaillée des données révéle la présence de 3 corréla-
tions HMBC et 1 corrélation COSY a trés longue distance dans ou autour du cycle E de

la structure publiée (figure 3.14).
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FIGURE 3.14 — Cycle E de la structure publiée

La comparaison entre les déplacements chimiques prédits et expérimentaux montre une
grande différence pour C19 (7,6 ppm), C20 (5,2 ppm), C29 (5,5 ppm) et C30 (6,7 ppm),
tous dans ou autour du cycle E. En faisant agir CASA avec les valeurs de déplacement
chimique C comme critéres de d’attribution, une solution est produite en placant I’er-
reur minimum sur la prédiction & 8 ppm. Cette valeur correspond a la valeur minimum
par défaut multipliée par un facteur de sécurité de 1,6. Le fichier d’entrée de CASA cor-

respondant est présenté en annexe F. En supposant que la structure publiée est fausse
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et qu’elle constitue alors un faux positif, nous avons décidé de chercher des structures
alternatives en utilisant le logiciel LSD. Cette approche de la validation de structure a
déja été présentée dans le premier article qui concernait LSD [86].

La détermination de structure assistée par LSD a été entreprise avec les mémes données
de RMN 2D que celles utilisées par CASA. Les atomes de carbone des groupements mé-
thyles qui apparaissent sous la forme d’un singulet sur le spectre RMN 'H sont contraints
a étre liés a des carbones quaternaires. Les carbones C3 et C19 & 9 78,6 et 83,47 ont été
forcés a étre liés & un atome d’oxygeéne et C28 & 9 180,0 a été forcé a étre lié & deux atomes
d’oxygéne. Jusqu’a 4 corrélations a trés longue distance ont été autorisées et toutes les
corrélations HMBC ont été autorisées a étre considérées comme des corrélations a tres
longue distance. La longueur du chemin de couplage des corrélations COSY H1/H3 et
H21/H29 a été étendue a 4 et 5 liaisons respectivement, alors que les autres corrélations
COSY ont été considérées comme issues de couplages 2.J.

LSD a trouvé 74 solutions qui ont été classées par ordre de vraisemblance croissante
entre les déplacements chimiques expérimentaux et les déplacements chimiques prédits
par nmrshiftdb2. La variable A permettant d’estimer la vraisemblance a été calculée pour
une série de N signaux par la somme des valeurs absolues des différences entre les valeurs

expérimentales et prédites.
N
A — Z |511;;)red - 5§xp|
i=1

Les solutions de LSD classées aux deux premiéres places sont représentées sur la fi-

gure 3.15.

HO

OH

HO

Solution 1 Solution 2

FIGURE 3.15 — Structures alternatives fournies par LSD

La troisiéme solution correspond a la structure publiée dans l'article. Les valeurs de
A de ces solutions sont respectivement égale a 29,35, 54,0 et 59.3 ppm. La structure 1

peut étre considérée comme une meilleure solution que la structure publiée pour deux
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raisons (figure 3.16). Premiérement, A est environ deux fois plus petit pour la structure
1. Les plus fortes différences entre la prédiction et I'expérience ont été trouvées pour
C23 et C24, avec une valeur absolue des différences égale a 5,7 ppm et 6,7 ppm. Les
prédictions de nmrshiftdb2 ne différencient pas les groupements méthyles géminés axiaux
et équatoriaux. La prédiction produit le méme déplacement chimique de 21,9 ppm pour les
deux. Cette valeur est comparée avec les valeurs expérimentales ¢ 27,6 et 15,2. Les valeurs
de déplacement chimique minimum et maximum pour de tels groupements méthyles dans
la base de données de nmrshiftdb2 sont 15,3 et 28,2 ppm. Dans ce cas, il y a donc une
grande variabilité dans les déplacements chimiques des groupements méthyles équivalents
topologiquement. Cette variabilité est due & la présence d’un groupement méthyle axial
et d’'un groupement méthyle équatorial. Le second argument en faveur de la structure
1 est son nombre réduit de corrélations a trés longue distance. C’est un argument qui
repose sur l'interprétation des données des spectres 2D par l'utilisateur et non sur des
bases de données externes. La seule corrélation a trés longue distance dans la structure 1
est la corrélation C29/H30, une corrélation *J avec une double liaison dans le chemin de
couplage. Les corrélations HMBC *J C29/H21, C20/H22 and C18/H30 dans la structure
publiée sont des 3.J dans la structure 1. La corrélation COSY °J H29/H21 dans la structure
publiée est une corrélation J dans la structure 1, avec une double liaison dans le chemin

de couplage.
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FI1GURE 3.16 — Cycle E de la structure 1 proposée par LSD

Le structure 2 de la figure 3.15 a les mémes cycles D et E que la structure 1, mais
C2 n’est pas placé par LSD dans le cycle A mais dans le cycle C. Le squelette résultant
est plutot inhabituel et n’est pas vraiment pertinent dans le domaine de la chimie des
triterpénes.

La structure publiée appartient a la famille des triterpénes de type lupane. Cependant,

la structure 1, de la famille des ursanes, est préférée d’aprés les données de RMN 1D et
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2D.

3.5 Conclusion

Ces travaux avaient pour but I'écriture d’'un programme d’attribution des signaux
RMN 13C afin de permettre la vérification de structures. L’écriture du programme CASA
a été menée a bien et a abouti & une version opérationnelle. La prédiction des déplacements
chimiques 2C est assurée par le module nmrshiftdb2. Un mode d’emploi a été rédigé pour
permettre une diffusion du programme dans la communauté scientifique.

L’efficacité du programme a pu étre prouvée en utilisant des exemples de structures
connues. En cas d’échec de la vérification ou de doute sur la validité d’une structure, le
logiciel LSD peut étre utilisé pour proposer des structures alternatives. L’ensemble des
faux positifs de CASA pourrait étre généré avec LSD si les solutions produites par ce
dernier pouvaient étre retenues ou ¢éliminées en utilisant le méme critére sur I'incertitude
des déplacements chimiques prédits.

Les perspectives d’amélioration et d’évolution de CASA sont multiples. Afin de ré-
duire l'intervention de l'utilisateur au niveau de la souplesse accordée aux contraintes,
il serait possible de laisser plus de liberté sur les corrélations lorsqu’il y a une double
ou une triple liaison dans le chemin de couplage. CASA pourrait étre intégré dans une
interface graphique permettant une extraction automatique des données des spectres et
une présentation visuelle des résultats. L’exercice d’attribution pourrait étre étendu a
des structures 3D. Dans ce cas, il serait nécessaire d’utiliser des contraintes géométriques

supplémentaires provenant des spectres NOESY et des valeurs de constante de couplage.
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Les travaux présentés dans ce manuscrit portent sur plusieurs aspects de ’analyse
structurale des petites molécules organiques. La finalité générale est de fournir une aide
aux chimistes par 'automatisation, d’une part du processus d’élucidation structurale et
d’autre part de la vérification de structure et de 'attribution des signaux RMN. Tous ces
points ont été abordés a travers 'amélioration du logiciel LSD et ’écriture du programme
CASA.

Le premier objectif de cette thése était de supprimer certaines rigidités imposées dés la
conception du logiciel de détermination de structure LSD et de faciliter son utilisation. Les
améliorations ont été réalisées en apportant des modifications au code source du logiciel
existant.

Le coeur de LSD, c’est-a-dire le générateur de structure, a subi plusieurs aménagements.
L’utilisation des données des spectres RMN 2D a été affinée avec un traitement amélioré
des corrélations. LSD accepte désormais une plus grande diversité dans les molécules
analysées avec des nouveautés dans la définition du statut des atomes. L’utilisateur a
maintenant la possibilité d’introduire des atomes hybridés sp, des atomes chargés et des
atomes a valence multiple.

La présentation des solutions et plus précisément la qualité visuelle des dessins des
molécules ont fait I'objet de nettes améliorations dans le but de faciliter I'interprétation
des résultats. Différentes librairies permettant la génération de dessins de structures en
2D ont été employées et évaluées. Les tests ont débouché sur I'écriture d’une version
alternative du programme d’exportation des résultats.

La complémentarité de LSD avec la base de données de produits naturels SISTE-
MAT a été démontrée depuis quelques années. Les derniéres avancées destinées a faciliter
I'usage combiné des deux systémes ont abouti & la création d’une banque de squelettes de
produits naturels. Des contraintes de sous-structure prédites par SISTEMAT en utilisant
I'information des déplacements chimiques ou l'origine botanique de la substance analysée

peuvent étre directement choisies dans cette banque de squelettes.

Les modifications récentes de LLSD concernant le statut des atomes ont permis I’écriture
du programme PyL.SD permettant la gestion d’atomes a statut indéfini. D’autres points
comme la gestion de la symétrie dans les structures ou la définition automatique du statut
des atomes a partir des valeurs de déplacements chimiques restent & mettre en place. Une
structure n’étant pas totalement élucidée sans la connaissance de sa géométrie, il faudrait

faire suivre le générateur de structures planes par une détermination de structure 3D.
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Le second objectif de cette thése était de mettre au point un outil de vérification de
structure par une méthode originale utilisant les données des spectres de RMN 2D. Le
logiciel CASA a été développé dans ce sens. Il réalise une vérification par I'attribution au-
tomatique des résonances en utilisant notamment un outil de prédiction des déplacements
chimiques *C reposant sur la base de données nmrshiftdb2. Les tests de validation du pro-
gramme nous ont amené & utiliser des structures publiées dans la littérature. Aprés avoir
émis des doutes sur la validité d’une structure prise comme exemple, nous avons envisagé
Pexistence de structures alternatives a I'aide de LSD. Ceci nous a permis de proposer une

structure jugée plus compatible avec les données spectroscopiques a disposition.

En ce qui concerne les évolutions futures de CASA, on pourrait entre autres imaginer
une intégration dans une interface graphique pour faciliter son utilisation. On pourrait
également compléter la vérification par 'utilisation de données permettant d’avoir acces
a des informations sur la géométrie des molécules. Le but ultime étant, comme pour LSD,

la prise en compte de la nature tridimensionnelle des molécules.

L’ensemble des travaux de cette thése s’inscrit dans le contexte global de ’analyse
structurale des molécules organiques. Il s’agit d’'un domaine en perpétuel progres, avec
notamment la mise au point de techniques expérimentales de plus en plus fines et précises
qui ameénent parfois a remettre en cause des structures déja étudiées. En effet, une struc-
ture n’est qu’une proposition faite & partir de données spectroscopiques disponibles a un
instant donné. De leur coté, les outils informatiques d’analyse servent a aider les chimistes
en leur offrant un gain de temps et en leur procurant un niveau de certitude supplémen-
taire. On peut présager que le développement des logiciels d’interprétation automatique
des données va donner un nouveau role aux instruments d’analyse. En effet, ils fourniront
non plus des spectres mais directement ce que les chimistes recherchent, c’est-a-dire des

structures...

Les travaux présentés dans ce manuscrit font 'objet de plusieurs articles :

— B. Plainchont, J.-M. Nuzillard, G. V. Rodrigues, M. J. P. Ferreira, M. T. Scotti, V.
P. Emerenciano, New Improvements in Automatic Structure Elucidation
Using the LSD (Logic for Structure Determination) and the SISTEMAT
Expert Systems, Natural Product Communications 2010, 5, 763-770.
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ANNEXE A
Liste des commandes pour le fichier
d’entrée de LSD

Commandes de base

Mnémonique
de Application Description des paramétres
commande
P1 : Numéro d’atome.
P2 : Symbole de ’atome.
Définition du P3 : Etat d’hybridation (1, 2 ou 3 pour les
MULTIAIIZ statut des atomes sp, sp® et sp?).
atomes P4 : Nombre d’atomes d’hydrogéne portés par
I’atome.
P5 : Charge de l'atome (facultative).
o P1 : Numéro de l'atome 1.
BOND I I Liaison
P2 : Numéro de 'atome 2.
Corrélation
hétéronu-
HSQC I T (ou L P1 : Numéro de 'atome (non hydrogéne).
HMQC) cléaire & P2 : Numéro de 'atome d’hydrogéne.
travers 1
liaison




atomes non

hydrogénes
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Mnémonique
de Application Description des paramétres
commande
P1 : Numéro d’hydrogéne ou liste d’hydrogénes
entre parenthéses.
. P2 : Numéro d’hydrogéne.
Corrélation ) )
CosY VIO O COSY P3 : Longueur de chemin de couplage optionnelle
(limite inférieure).
P4 : Longueur de chemin de couplage optionnelle
(limite supérieure).
P1 : Numéro d’atome non hydrogéne ou liste
d’atomes entre parenthéses.
— P2 : Numéro d’hydrogéne.
Corrélation ' '
HMBC VIO O HMBC P3 : Longueur de chemin de couplage optionnelle
(limite inférieure).
P4 : Longueur de chemin de couplage optionnelle
(limite supérieure).
Définition P1 : Référence de la liste (n est compris entre 1
LIST Ln S d’une liste et 20).
d’atomes P2 : Numéro d’atomes non hydrogénes.
P1 : Numéro d’atome ou référence d’une liste
Définition de d’atomes.
I’environne- P2 : Nombre de voisins. La valeur 0 signifie tous
PROP BI Ln H L
ment des les voisins.
atomes P3 : Référence de la liste des voisins.
P4 : Signe optionnel (+ ou —).
Déplacement
chimique des P1 : Numéro d’atome.
SHIX IR

P2 : Valeur du déplacement chimique.
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Mnémonique
de Application Description des paramétres
commande
Déplacement
chimique des | — P1: Numéro d’hydrogéne.
SHIHI R

atomes

d’hydrogéne

— P2 : Valeur du déplacement chimique.

Définition des listes d’atomes

Mnémonique L.
.. Description des
de Application R
parameétres
commande
) P1 : Référence de la liste
CARB Ln Liste des atomes de carbone .
créée.
HETE L. Liste des atomes qui ne sont pas des | P1 : Référence de la liste
n
carbones (et pas des hydrogénes) créée.
p3 L Liste des atomes qui n’ont que des P1 : Référence de la liste
n
liaisons simples créée.
spo L Liste des atomes qui ont exactement | P1 : Référence de la liste
n
une double liaison créée.
Sp L Liste des atomes qui ont une triple P1 : Reéférence de la liste
n
liaison ou deux doubles liaisons créée.
) P1 : Référence de la liste
FULL Ln Liste de tous les atomes B
créée.
) ) . P1 : Référence de la liste
QUAT Ln Liste des carbones liés & 0 hydrogéne N
créée.
) o . P1 : Référence de la liste
CH Ln Liste des carbones liés & 1 hydrogéne B
créée.
. o . P1 : Référence de la liste
CH2 Ln Liste des carbones liés a 2 hydrogénes .
créée.
. o . P1 : Référence de la liste
CH3 Ln Liste des carbones liés a 3 hydrogénes .
créée.
. . P1 : Référence de la liste
CHAR Ln Liste des atomes chargés »
créée.
Liste des atomes portant une charge | P1 : Référence de la liste
CPOS Ln - B
positive créée.
Liste des atomes portant une charge | P1 : Référence de la liste
CNEG Ln

négative

créée.
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Mnémonique L.
L. Description des
de Application R
parameétres
commande
— P1 : Référence de la
Liste de tous les atomes de symbole liste créée.
ELEM Ln A _
atomique A -~ P2 : Symbole ato-
mique.
— P1 : Référence de la
Liste des atomes dont le numéro est liste créée.
GREQ Ln I , . , \ ; ;
supérieur ou égal a P2 — P2 : Entier qui sert de
valeur de comparaison.
— P1 : Référence de la
Liste des atomes dont le numéro est liste créée.
LEEQ Ln I P , N ; ;
inférieur ou égal a P2 — P2 : Entier qui sert de
valeur de comparaison.
— P1 : Référence de la
Liste des atomes dont le numéro est liste créée.
GRTH Ln I . . R : :
strictement supérieur a P2 — P2 : Entier qui sert de
valeur de comparaison.
— P1 : Référence de la
Liste des atomes dont le numéro est liste créée.
LETH Ln I . o N : :
strictement inférieur 4 P2 — P2 : Entier qui sert de
valeur de comparaison.
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Mnémonique L
L. Description des
de Application R
parameétres
commande

— P1 : Numéro d’atome
ou référence d’une liste
d’atomes.

) — P2 : Numéro d’atome

UNIO B B Ln P3 est 'union de P1 et P2 ) )
ou référence d’une liste
d’atomes.

— P3 . Référence de la

liste créée.

— P1 : Numéro d’atome
ou référence d’une liste
d’atomes.

) i — P2 : Numéro d’atome

INTE B B Ln P3 est l'intersection de P1 et P2 . )
ou référence d’une liste
d’atomes.

— P3 : Reéférence de la

liste créée.

— P1 : Numéro d’atome
ou référence d’une liste
d’atomes.

P3 contient les numéros des atomes de | — P2 : Numéro d’atome

DIFF B B Ln , ] .

P1 qui ne sont pas dans P2 ou référence d’une liste
d’atomes.

— P3 : Référence de la

liste créée.
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Annexe A. Liste des commandes pour le fichier d’entrée de LSD

Controéle de ’exécution

Mnémonique
de Application Description des paramétres
commande
Affichage de
Iétat du
. — P1 = 0 : Pas d’affichage (défaut).
ENTR 1 probléme i
— P1 = 1: Affichage actif.
avant sa
résolution
Affichage du
HIST [ détail des — P1 = 0 : Pas d’affichage (défaut).
étapes de la | — P1 = 1 : Affichage actif.
résolution
— P1 = 0 : Imprime des listes de liaisons.
Format de ,
DISP I , — P1 =1 : Résultat formaté pour OUTLSD (dé-
sortie
faut).
— P1 = 0 : Programme muet (défaut).
VERB I Verbosité — P1 = 1: Verbosité active.
— P1 = 2 : Programme trés verbeux.
Production
. — P1 = 0: Non (défaut).
PART I des solutions )
) . - P1=1:0Oui.
incomplétes
STEP I Exécution pas | — P1 = 0 : Exécution normale (défaut).
a pas — P1 = 1: Etat actif.
Autorisation | — P1 = 0 : Uniquement lecture et interprétation
WORK I de la recherche du fichier de données.
des solutions | — P1 =1 : Résolution active (défaut).
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Mnémonique
de Application Description des paramétres
commande
Arrét de . ,
. P1 = 0 : Rien (défaut).
MLEV I I’analyse a ) i}
) P1 = Numéro d’étape.
I’étape P1
P1 = 0 : Des solutions dupliquées peuvent étre
Elimination produites.
DUPL I des solutions P1 =1 : Les solutions dupliquées sont éliminées.
dupliquées P1 =2 : Les structures dupliquées sont éliminées
(défaut).
P1 = 0 : Pas de recherche de sous-structure.
L P1 = 1 : Acceptation des solutions qui valident
Validation de . )
SUBS 1 la contrainte de sous-structure (défaut).
sous-structure . . .
P1 = -1 : Acceptation des solutions qui ne va-
lident pas la contrainte de sous-structure.
Elimination
des P1 : Nombre maximum de corrélations a élimi-
corrélations ner.
ELIMII . . L.
HMBC et/ou P2 : Nombre maximum de liaisons admissibles
COSY pour une corrélation éliminée.
invalides
Mode filtrage i
P1 = 0 : Usage normal de LSD (défaut).
FILT I par T
P1 =1 : Activation du mode filtre.
sous-structure
Elimination
des solutions P1 = 0 : Aucune vérification n’est effectuée.
CNTD I non connexes P1 = 1 : Seules les solutions connexes (en un

(en plusieurs

mMorceaux)

seul morceau) sont retenues (défaut).
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commandes pour le fichier d’entrée de LSD

Mnémonique
de Application Description des paramétres
commande
Limitation du e ,
P1 = 0 : Aucune limitation (défaut).
nombre de . . ] )
MAXS 1 P1 > 0 : LSD s’arréte aprés avoir produit P1
structures .
) solutions.
produites
Limitation du o )
P1 = 0 : Aucune limitation (défaut).
MAXT I temps de ) .
) ) P1 > 0 : LSD s’arréte apres P1 secondes.
résolution
Controle de
I'usage des P1 = 0 : Pas de classes. Toutes les attributions
_— classes des *C sont produites (défaut).
d’atomes de P1 =1: Les atomes de carbone initialement non
carbone liés en non corrélés sont équivalents.
équivalents
Définition du
COUF C nom du fichier P1 : Nom du fichier de comptage des solutions
de comptage (défaut : solncounter).
des solutions
Définition du . . ,
, P1 : Nom du fichier d’arrét de LSD (défaut :
STOF C nom du fichier
. stoplsd).
d’arrét de LSD
Test pour les P1 = 0 : Pas de vérification.
BRUL I structures P1 = 1 : Les structures anti-Bredt sont exclues
anti-Bredt (défaut).




157

Informations de sous-structure

Mnémonique
de Application Description des paramétres
commande
P1 : Numéro de sous-atome.
P2 : Symbole du sous-atome.
SSTR Sn AV Statut des B L ) 3
P3 : Etat d’hybridation, 1 (sp), 2 (sp®), 3 (sp*),
Vv sous-atomes i
(2 3) (I'un des deux) ou (1 2 3) (I'un des trois).
P4 : Multiplicité.
o P1 : Numéro de sous-atome 1.
LINK Sn Sn Sous-liaisons )
P2 : Numéro de sous-atome 2.
Attribution )
P1 : Numéro de sous-atome.
ASGN Sn I d’un .
P2 : Numéro de 'atome correspondant.
sous-atome
Définition
d’un fragment P1 : Numéro de fragment, supérieur ou égal a 1.
DEFF Fn C externe a P2 : Nom (chemin d’accés) du fichier ou le frag-
partir d’un ment est défini.
nom de fichier
Définition
d’un fragment
externe a P1 : Numéro de fragment, supérieur ou égal a 1.
SKEL Fn C ,
partir d'un P2 : Nom de squelette.
nom de
squelette
Définition des
dossiers ot . o .
PATH C . P1 : Chemin d’accés & un dossier de squelettes.
sont stockés
les squelettes
Expression ) . . . )
. P1 : Expression logique qui combine les résultats
FEXP C logique entre

fragments

de recherche des fragments.







ANNEXE B

Fichiers d’entrée de LSD

FI1GURE B.1 — Fichier LSD du sesterterpéne

ENTR 1 HSQC 7 7 HMBC 24 7 HMBC 17 16
ELIM 2 4 HSQC 9 9 HMBC 20 7 HMBC 11 16
HSQC 10 10 HMBC 15 7 HMBC 6 16
HSQC 11 11 HMBC 9 7 HMBC 3 16
MULT 1 C 2 O HSQC 12 12 HMBC 25 9 HMBC 8 16
MULT 2 C 2 O HSQC 13 13 HMBC 20 9 HMBC 5 16
MULT 3 C 2 O HSQC 14 14 HMBC 7 9 HMBC 16 17 2 3
MULT 4 C 2 O HSQC 16 16 HMBC 1 9 HMBC 8 17 2 3
MULT 5 C 3 O HSQC 17 17 HMBC 2 10 HMBC 6 17 2 3
MULT 6 C 3 O HSQC 18 18 HMBC 11 10 HMBC 3 17 2 3
MULT 7 C 3 1 HSQC 19 19 HMBC 12 10 HMBC 22 19
MULT 8 C 3 O HSQC 20 20 HMBC 23 10 HMBC 21 19
MULT 9 C 3 1 HSQC 21 21 HMBC 16 11 HMBC 8 19
MULT 10 C 3 1 HSQC 22 22 HMBC 10 11 HMBC 6 19
MULT 11 C 3 2 HSQC 23 23 HMBC 8 11 HMBC 4 19
MULT 12 C 3 2 HSQC 24 24 HMBC 6 11 HMBC 18 20
MULT 13 C 3 2 HSQC 25 25 HMBC 5 11 HMBC 15 20
MULT 14 C 3 2 HMBC 23 12 HMBC 7 20
MULT 15 C 3 O BOND 1 26 HMBC 10 12 HMBC 3 20
MULT 16 C 3 2 BOND 2 27 HMBC 2 12 HMBC 19 22 2 3
MULT 17 C 3 3 BOND 2 28 HMBC 5 12 HMBC 8 22 2 3
MULT 18 C 3 2 BOND 5 28 HMBC 25 13 HMBC 6 22 2 3
MULT 19 C 3 2 BOND 3 4 HMBC 15 13 HMBC 5 22 2 3
MULT 20 C 3 2 HMBC 14 13 HMBC 10 23 2 3
MULT 21 C 3 2 Ccosy 7 9 HMBC 9 13 HMBC 12 23 2 3
MULT 22 C 3 3 CosYy 7 20 HMBC 1 13 HMBC 5 23 2 3
MULT 23 C 3 3 CoSYy 10 12 HMBC 24 14 HMBC 7 24 2 3
MULT 24 C 3 3 Cosy 11 16 HMBC 15 14 HMBC 4 24 2 3
MULT 25 C 3 3 CosYy 13 14 HMBC 13 14 HMBC 14 24 2 3
MULT 26 O 2 O Cosy 20 18 HMBC 7 14 HMBC 15 24 2 3
MULT 27 O 2 O CosYy 23 10 HMBC 4 14 HMBC 20 25
MULT 28 O 3 O COsSY 25 9 HMBC 1 14 HMBC 9 25 2 3
COSY 23 12 3 4 HMBC 7 25 2 3
CosYy 13 9 3 4 HMBC 1 25 2 3

COosYy 17 16 4 O
COSY 24 14 4 O



160

Annexe B. Fichiers d’entrée de LSD

ENTR
ELIM

MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT
MULT

DEFF
DEFF
DEFF
DEFF
DEFF

FEXP

F1GURE B.2 — Fichier LSD de I’alcaloide aporphinique

1 HsoC 1 1 HMBC 18 9
3 4 HSQC 2 2 HMBC 17 3
HSQC 3 3 HMBC 16 2
HSQC 5 5 HMBC 16 3
1 C33 HSQC 6 6 HMBC 15 14
2 C 33 HSQC 8 8 HMBC 15 1
3Ccz21 HSQC 9 9 HMBC 13 9
4 C20 HSQC 12 12 HMBC 13 12
5C21 HSQC 14 14 HMBC 11 8
6 C 21 HMBC 11 6
7C 20 BOND 19 1 HMBC 10 1
g8 Cz21 BOND 2 20 HMBC 10 14
9C 21 HMBC 10 3
10 C 2 0 COsYy 5 14 HMBC 7 5
11 Cc 20 COSY 8 12 HMBC 7 3
12 Cc 21 COSY 6 12 HMBC 4 8
13Cc 20 CosY 6 9 HMBC 4 3
14 Cc 21 HMBC 14 1
15C 20 HMBC 14 5
16 C 2 0 HMBC 12 9
17C 2 0 HMBC 12 6
18 C 20 HMBC 9 12
19 N2 01 HMBC 8 6
20 0 3 0 HMBC 6 8
21 02 0 HMBC 5 14
22 0 3 0 -1 HMBC 5 3
HMBC 3 5
HMBC 1 14

Fl1 "Filters/ring3"
F2 "Filters/ring4"
F3 "Filters/ring7"
F4 "Filters/ring8"
F5 "Filters/ring9"

"NOT F1 AND NOT F2 and NOT F3 and NOT F4 and NOT F5"



ANNEXE C

Squelettes extraits de la base de

données SISTEMAT

10-2-necrodane 10-5-chrysanthemane  10-6-cyclogeraniolane 10me-menthane 10nor-artemisane
10nor-bornane 10nor-cyclogeraniolane  10nor-isocamphane 10nor-lavandulane 10nor-menthane
B oy QA ©
10nor-myrcane 10nor-necrodane 10nor-o-menthane 11-2-ionane 12seco-thujane
13nprop-canabinoide 16seco-bornane 19dinor-myrcane 1et-menthane 2-2-bis-menthane
Q. K e P8
23seco-bornane 26abeo-menthane 2et-bornane 2et-menthane 2me-bornane
¢ Mx ¥ W
2me-canabinoide 37cyclo-fenchane 37cyclo-isocamphane  5me-cyclogeraniolane

6me-myrcane

S

Fo. X X

7-6-bornane 7-6-pinane

2

7-7-bis-menthane 7-7-bis-pinane

A o,

FiGURE C.1 — Squelettes de monoterpénes

7910trinor-carane

5
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FIGURE C.2 — Squelettes de monoterpénes (suite)

7910trinor-pinane 79dinor-carane 7me-cyclogeraniolane 7me-pinane 7nor-carane
D P oo
7nor-cyclogeraniolane 7nor-menthane 7nor-pinane 7nor-thujane 810dinor-myrcane
e I UUR
89dinor-myrcane 8me-myrcane 8nor-isocamphane 8nor-lavandulane 8nor-myrcane
8nprop-myrcane 9-2-cyclogeraniolane 910dinor-myrcane 9nor-myrcane artemisane
b-cyclolavandulane bornane canabinoide carane chrysanthemane
cyclogeraniolane fenchane ferulane ionane isocamphane
X o e O
lavandulane m-menthane menthane myrcane necrodane

ST LR
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FIGURE C.3 — Squelettes de monoterpénes (suite)

o-canabinoide o-menthane ochtodane pinane santolinane
thujane tricyclane

Y X
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FiGURE C.4 — Squelettes de sesquiterpénes

1-nor-protoilludane 10-1-illudane 10-nor-oplopanane 1011-dinor-monocyclofamesane  1011-seco-himachalane

B S S G

101115-trinor-pinguisane 11-nor-12-7-drimane 11-nor-drimane 11-nor-monocyclofamesane 11-nor-pterosin

SSNLes SR

110-seco-15-1-eudesmane 110-seco-aromadendrane 110-seco-cadinane 11110-abeomarasmane 111213-trinor-bisabolane

O Ty G0 Ty

i

g%

111213-trinor-cadinane 111213-trinor-elemane 111213-trinor-eremophilane 111213-trinor-eudesmane 111213-trinor-farnesane
111213-trinor-vetispirane 11121314-tetra-nor-pterosin 11121315-tetranor-eremophilane  111214-trinor-oxepine 11121415-tetra-nor-pterosin
1113-laurane 111314-trinor-12-4-pterosin 111314-trinor-pterosin 11131415-tetra-nor-pterosin 111415-trinor-pterosin

1115-dinor-monocyclofamesane 11nor-14-3-drimane  12-14-vis-14-6-78-furanoeremophiiane 12-4-chamigrane 12-dinor-farnesane

T o 0
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FIGURE C.5 — Squelettes de sesquiterpénes (suite)

12-nor-caryophyllane 12-nor-drimane 12-nor-gymnomitrane  12-nor-isolactarane 12-seco-cadinane

RGPt ps

1213-dinor-cadinane ~ 1213-dinor-elemane  1213-eremophilane  121315-trinor-hirsutane 13-10-valerenane

o oo

13-2-monocyclofarnesane 13-6-monocyclofarnesane 13-7-elemane 13-9-drimane 13-eudesmane

A R T QO S0y

3
&

B
@

7
(S,

13-nor-bisabolane 13-nor-elemane 13-nor-eremophilane 13-nor-marasmane  13-nor-nardosinane
13-nor-silphiperfolane  1314-dinor-drimane 131415-trinor-ishwarane 14-1-maaliane 14-10-aristolane
& oo (o 9
14-3-drimane 14-4-carotane 14-6-56-seco-eremophilane 14-6-cuparane 14-6-furanoerernophi|a:e
oy fQ PR, R
14-nor-12-seco-cadinane 14-nor-cadinane 14-nor-caryophyllane 14-nor-eremophilane 14-nor-eudesmane

by

S

g

= B R



Annexe C. Squelettes extraits de la base de données SISTEMAT

FIGURE C.6 — Squelettes de sesquiterpénes (suite)

14-nor-guaiane 14-nor-ishwarane 1415-caryophyllane  1415-dinor-13-8-ishwarane  15-1-45-seco-furanoeremophilane
15-1-eudesmane 15-15-bis-isocuparane  15-4-longibornane 15-5-eudesmane 15-9-eudesmane
OO Ry Q§ SOV Q(ﬁ
15-9-modhephane 15-nor-a-santalane 15-nor-botryane 15-nor-bourbonane 15-nor-cadinane
15-nor-eudesmane 15-nor-illudane 15-nor-pinguisane 15-nor-sesquicarane 15-nor-thujopsane
2-2-bis-bisabolane 2-bis-cadinane 2-me-monocyclofarnesane 210-himachalane 23-seco-3-nor-eremophilane
g L D 0,
23-seco-aromadendrane 23-seco-eudesmane  23-seco-longibornane 29-caryophyllane 3-15-bis-isocuparane
féz ?OY iS\ Qf@ &%&
3-bis-cadinane 34-seco-13-9-drimane  412-cyclo-trichothecane 414-caryophyllane 45-seco-cadinane

5y &

%
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FIGURE C.7 — Squelettes de sesquiterpénes (suite)

45-seco-caryophyllane 45-seco-eudesmane 45-seco-furanceremophilane  5-10-45-seco-guaiane 5-4-lactarane
514-caryophyllane  5410-abeoaromadendrane ~ 610-seco-carotane 68-159-bis-lindenane 68-guaiane
} / \_<\ /</\)C>> % ¢ ;
711-seco-ishwarane 811-seco-ishwarane 89-seco-africane 89-seco-lactarane 910-seco-africane
910-seco-drimane a-santalane acorane africane alliacane
ambiguane aristolane aromadendrane asteriscane b-santalane
| I/> ?@ QX Aoy
bergamotane bicyclogermacrane bicyclohumulane bisabolane botryane
bourbonane brasilane bulatane cadinane capnellane

R

&

.

&
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Annexe C. Squelettes extraits de la base de données SISTEMAT

FIGURE C.8 — Squelettes de sesquiterpénes (suite)

carotane caryophyllane cedrane chamigrane chiloscyphane
clovane copaane cubebane cuparane cyclomyltaylane
G Fo
cyperane drimane elemane epicubebol eremophilane
eudesmane farnesane fomannosin furanoeremophila:e furodysane
SOUPWWR SN oo ol
germacrane gorgonane guaiane gymnomitrane himachalane
hirsutane humulane hydrindane illudalane illudane
iphionane ishwarane isocapnellane isocarotane isocedrane

fees

8
&
%

S
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FIGURE C.9 — Squelettes de sesquiterpénes (suite)

isochamigrane isocomane isocuparane isoiphionane isolactarane
- & % qu >C¢@
khusane lactarane laurane lepidozane lindenane
lippifoliane longibornane longicyclane longipinane maaliane
marasmane modhephane monocyclofarnesane myltaylane nardosinane
neolemnane omphalane oplopanane oxepine pacifigorgiane
AL e &
phytuberin pinguisane pre-seychellane presilphipirfolane prezizane

probotryane protoilludane pseudoguaiane pterosin punctatane

L B R oo A

i
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FIGURE C.10 — Squelettes de sesquiterpénes (suite)

rotundane sesquicarane seychellane silphinane silphiperfolane
solanascane spiniferin-1 spiniferin-2 sterpurane thapsane
;;;;:}::: o % ::: E
thujopsane tremulane trichothecane trifarane valerenane

ay v R

vetispirane



110-seco-abietane

=

1213-seco-1317dinor-totarane

o<h

1316-cyclo-171516abeo-abietane

iS

1415-di-nor-clerodane

t

1516-di-nor-pimarane

o

16-nor-abietane

o

17-nor-56-seco-spongiane

K

12-me-spongiane

=t

1213-seco-totarane

s
e

1316-cyclopropyl-abietane

%

141516-tri-nor-chettaphanane

e

1516-seco-beyerane

%

16-nor-pimarane

=

17-nor-beyerane

ee

12-methyl-podocarpane

o

13-methyl-podocarpane

s54

1316cyclopropyl-triptolidane

il

141516-tri-nor-labdane

ct

151617-tri-nor-labdane

15

16-nor-podocarpane

A

17-nor-clerodane

&

12-seco-laurenane

e}

13141516-tetra-nor-chettaphanane

14-methyl-podocarpane

%

15-nor-oxyde_de_manoyl

e

151617-trinor-viscidane

7o

161718-trinor-tormesane

8

17-nor-fujinane

e

FI1GURE C.11 — Squelettes de diterpénes

1213-seco-13-nor-totarane

o

13141516-tetranor-clerodane

e

1415-di-nor-chettaphanane

i

1516-di-nor-labdane

15

151620-tri-nor-prenylgermacrane

SR

1620-di-nor-abietane

o

17-nor-kaurane

oSk
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F1GURE C.12 — Squelettes de diterpénes (suite)

17-nor-labdane

s

171516abeo-triptolidane

17-nor-oxyde_de_manoy! 171312-abeo-villanovane 171516abeo-abietane

Q&h

1719-di-nor-kaurane

17115-abeo-rippertane

&

%
E

18-nor-clerodane 18-nor-labdane 18-nor-prenylguaiane

A5

1843-abeo-labdane

&

19-nor-rosane

5

20-nor-pimarane

i

318-cyclo-labdane

el

1819-di-nor-clerodane

o

19-nor-kaurane

i

20-nor-andromedane

fe@ %8

23-seco-valparane

2 b

34-seco-chettaphanane 3b20-epoxy-kaurane

% 7

16293
e
B

19-nor-abietane

et
e

B

1920-di-nor-abietane

&
%
it

20105abeo-abietane

it
it
%

318cyclo-pimarane

%
%

%

410-seco-spatane

&

19-nor-atisane

1920-epoxy-abietane

23-seco-abietane

319-di-nor-valparolane

45-seco-20105abeo-abietane

4
&

19-nor-clerodane

20-nor-abietane

23-seco-kaurane

34-seco-atisane

45-seco-atisane
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F1GURE C.13 — Squelettes de diterpénes (suite)

510-seco-clerodane 67-seco-abietane 67-seco-labdane 6b20-epoxy-abietane 78-seco-abietane
SR
78-seco-cassane 78-seco-labdane 7b20-epoxy-abietane 7b20-epoxy-kaurane 89-seco-17-nor-kaurane
o o
89-seco-grindelane 89-seco-kaurane 89-seco-labdane 910-seco-clerodane 910-seco-kaurane
abietane andromedane asbestinane atisane beyerane
briarane casbane cassane chettaphanane cleistanthane
A Sy Bt
clerodane crenulane crenulidane crotofolane cyathane
4w o & &
dolabellane dolastane eremane fujinane fusicoccane

g

o R

%
s
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F1GURE C.14 — Squelettes de diterpénes (suite)

grindelane icetaxane ingenane jatrophane kaurane
labdane lathyrane laurenane oxyde_de_manoyl phyllocladane

B oF P
phytane pimarane podocarpane portulacane prenylgermacrane
prenylguaiane printziane pseudopterane retinane rippertane
rosane sacculatane sempervirane serrulatane spatane
sphenolobane spongiane stemarane taxane tigliane
tormesane totarane trachylobane trinervitane triptolidane

BT fF G o
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F1GURE C.15 — Squelettes de diterpénes (suite)

valparane valparolane villanovane viscidane xeniane

R o 905 g






ANNEXE D
Liste des commandes pour le fichier
d’entrée de CASA

Commandes basiques

Mnémonique
de Application Description des paramétres
commande
P1 : Numéro de signal RMN 3C.
. P2 : Etat d’hybridation ou liste d’hybridations
Définition du :
entre parenthéses (1, 2 ou 3 pour les atomes sp,
statut des ) 3
DEPTI VIR . sp® et sp?).
signaux RMN T
15 P3 : Multiplicité (0, 1, 2 ou 3 pour les atomes
C, CH, CH; ou CHs).
P4 : Déplacement chimique 3C (optionnel).
Corrélation
hétéronu-
) P1 : Numéro du carbone.
HSQCII cléaire a )
P2 : Numéro de ’hydrogéne.
travers 1
liaison
P1 : Numéro d’hydrogéne ou liste d’hydrogénes
entre parenthéses.
. P2 : Numéro d’hydrogéne.
Corrélation ) ]
CoOSsYVIOO COSY P3: Longueur de chemin de couplage optionnelle
(limite inférieure).
— P4 : Longueur de chemin de couplage optionnelle
(limite supérieure).
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Annexe D. Liste des

commandes pour le fichier d’entrée de CASA

Mnémonique
de Application Description des paramétres
commande
— P1 : Numéro de carbone ou liste de carbones
entre parenthéses.
. — P2 : Numéro d’hydrogéne.
Corrélation ) )
HMBC VIO O HMBC — P3: Longueur de chemin de couplage optionnelle
(limite inférieure).
— P4 : Longueur de chemin de couplage optionnelle
(limite supérieure).
Corrélation — P1 : Numéro de carbone ou liste de carbones
INAD VI INADE- entre parenthéses.
QUATE — P2 : Numéro de carbone.
Attribution
d’un signal | — P1 : Numéro de signal RMN 3C.
ASGN I I RMN BC aun | — P2 : Numéro de I'atome de carbone correspon-
atome de la dant.
molécule

Définition des propriétés des signaux RMN 3C

Mnémonique
de Application Description des paramétres
commande
Définition ; ) )
) — P1 : Numéro de la liste (n est compris entre 1
d’une liste de
LNMR Ln S , et 20).
signaux RMN , ) 13
130 — P2 : Numéros des signaux RMN C.
Définition . .
_ — P1 : Numéro de la liste (n est compris entre 1
d’une liste
LMOL I I et 20).
d’atomes de la ) )
) — P2 : Numéro des atomes de la molécule.
molécule
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Mnémonique
de Application Description des paramétres
commande
P1 : Numéro d’un signal RMN 3C ou numéro
Définition de d’une liste de signaux RMN 13C.
I’environne- P2 : Nombre de voisins. La valeur 0 signifie tous
PROPBI Ln H

ment des

atomes

les voisins.
P3 : Numéro de la liste d’atomes.

P4 : Signe optionnel (+ ou —).

Controle de ’exécution

Mnémonique
de Application Description des paramétres
commande
Affichage de
I’interpréta-
. P P1 = 0 : Pas d’affichage (défaut).
ENTR 1 tion des .
) P1 = 1 : Affichage actif.
données du
fichier d’entrée
Autorisation ) ) .
del P1 = 0 : Uniquement lecture et interprétation
ela
WORK 1 ] des fichiers d’entrée.
production des ) . . )
. P1 — 1 : Résolution active (défaut).
solutions
P1 = 0 : Programme muet (défaut).
VERB 1 Verbosité P1 =1 : Verbosité active.
P1 = 2 : Programme trés verbeux.
STEP | Exécution pas P1 = 0 : Exécution normale (défaut).
a pas P1 = 1 : Etat actif.
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180 Annexe D. Liste des commandes pour le fichier d’entrée de CASA
Mnémonique
de Application Description des paramétres
commande
Controle de o
. — P1 = 0 : Pas de classes. Toutes les attributions
I'utilisation )
sont produites.
CCLA T des classes o o
o P1 = 1 : Les carbones symétriques sont équiva-
d’équivalence )
lents (défaut).
des carbones
P1 = 0 : Attribution sans prédiction des dépla-
Attribution cements chimiques (défaut).
avec Pl = 1 : Ajout de la prédiction des déplace-
AWCS 1 prédiction des ments chimiques aux contraintes des spectres
déplacements RMN 2D.
chimiques 3C P1 — 2 : Utilisation uniquement des déplace-
ments chimiques prédits pour 'attribution.
Fichier qui
contient les
CCSF P valeurs de P1 : Chemin d’accés au fichier contenant les dé-
déplacements placements chimiques prédits.
chimiques
prédits
Facteur
multiplicatif o
SCLF F ) P1 = 0 : Valeur du facteur multiplicatif.
de 'erreur sur
la prédiction
Seuil de
tolérance pour ) )
TOLE F P1 : Valeur de la tolérance (5,0 ppm par défaut).
Perreur sur la
prédiction
Elimination
des P1 : Nombre maximum de corrélations a élimi-
corrélations ner.
ELIM I T , o o
HMBC et/ou P2 : Nombre maximum de liaisons admissibles
COSY pour une corrélation éliminée.




ANNEXE K

Spectres RMN du camphre

FIGURE E.1 — Spectre RMN 'H et *C (CDCIl;, 500 MHz) du camphre
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Annexe E. Spectres RMN du camphre

F1GURE E.2 — Spectre RMN COSY (CDCl;, 500 MHz) du camphre
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FI1GURE E.3 — Spectre RMN HSQC (en haut) et HMBC (en bas) (CDCl;,
500 MHz) du camphre
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Fichiers d’entrée de CASA
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FIGURE F.1 — Fichier CASA de la Guttiferone H

AWCS 1

CCSF "guttiferoneH cstable.txt"

TOLE 10.0

DEPT 1 2 0 190.9 HSQC 6 6 HMBC 1 7 HMBC 24 6

DEPT 2 2 0 119.1 HSQC 7 7 HMBC 1 29 HMBC 24 7

DEPT 3 2 0 190.6 HSQC 12 12 HMBC 3 17 HMBC 25 27
DEPT 4 3 0 67.1 HSQC 15 15 HMBC 4 6 HMBC 25 28
DEPT 5 3 0 48.0 HSQC 16 16 HMBC 4 17 HMBC 26 27
DEPT 6 3 1 47.6 HSQC 17 17 HMBC 4 22 HMBC 27 28
DEPT 7 3 1 38.6 HSQC 18 18 HMBC 4 23 HMBC 28 25
DEPT 8 3 0 60.2 HSQC 20 20 HMBC 5 22 HMBC 28 27
DEPT 9 2 0 212.7 HSQC 21 21 HMBC 5 23 HMBC 29 37
DEPT 10 2 0 198.0 HSQC 22 22 HMBC 6 22 HMBC 29 38
DEPT 11 2 0 131.6 HSQC 23 23 HMBC 6 23 HMBC 30 29
DEPT 12 2 1 115.5 HSQC 24 24 HMBC 7 32 HMBC 30 31
DEPT 13 2 0 145.1 HSQC 25 25 HMBC 8 6 HMBC 30 32
DEPT 14 2 0 150.4 HSQC 27 27 HMBC 8 7 HMBC 30 37
DEPT 15 2 1 114.1 HSQC 28 28 HMBC 8 29 HMBC 30 38
DEPT 16 2 1 124.1 HSQC 29 29 HMBC 8 33 HMBC 31 29
DEPT 17 3 2 25.8 HSQC 31 31 HMBC 9 17 HMBC 31 32
DEPT 18 2 1 121.8 HSQC 32 32 HMBC 9 7 HMBC 31 35
DEPT 19 2 0 131.9 HSQC 33 33 HMBC 9 29 HMBC 31 36
DEPT 20 3 3 25.4 HSQC 35 35 HMBC 10 12 HMBC 31 37
DEPT 21 3 3 17.4 HSQC 36 36 HMBC 10 16 HMBC 31 38
DEPT 22 3 3 22.6 HSQC 37 37 HMBC 11 15 HMBC 32 33
DEPT 23 3 3 26.6 HSQC 38 38 HMBC 12 16 HMBC 33 32
DEPT 24 3 2 29.7 HMBC 13 15 HMBC 34 31
DEPT 25 2 1 126.0 HMBC 14 12 HMBC 34 32
DEPT 26 2 0 132.5 COosy 18 17 HMBC 14 16 HMBC 34 36
DEPT 27 3 3 24.5 COSY 24 25 HMBC 16 12 HMBC 35 31
DEPT 28 3 3 17.4 COSY 24 6 HMBC 18 17 HMBC 35 36
DEPT 29 3 2 40.2 COSY 6 7 HMBC 18 20 HMBC 36 31
DEPT 30 3 0 40.9 Ccosy 7 33 HMBC 18 21 HMBC 36 35
DEPT 31 3 1 49.4 COSY 33 32 HMBC 19 20 HMBC 37 31
DEPT 32 3 2 28.8 COosY 32 31 HMBC 19 21 HMBC 37 38
DEPT 33 3 2 32.9 HMBC 20 21 HMBC 38 31
DEPT 34 2 0 146.7 HMBC 21 20 HMBC 38 37
DEPT 35 2 2 108.3 HMBC 22 23

DEPT 36 3 3 23.5 HMBC 23 22

DEPT 37 3 3 25.1

DEPT 38 3 3 23.6

LMOL L1 1 2 3458 9 10 11 13 14 19 26 30 34 ; quaternary carbons
LMOL L2 41 42 44 ; sp2 oxygens
LMOL L3 39 40 41 42 43 44 ; all oxygens

LNMR L6 20 21 22 23 27 28 36 37 38
LNMR L7 9 10
LNMR L8 1 3 13 14

PROP L6 1 L1 ; methyl groups bound to quaternary carbons

PROP 12 2 L1 ; H-12 is a doublet J = 1.8 Hz, has 2 quaternary
neighbors

PROP L7 1 L2 ; carbon atoms bound to sp2 oxygens

PROP L8 1 L3 ; carbon atoms bound to oxygens
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AWCS
CCSF
ELIM
SCLF

DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT
DEPT

FIGURE F.2 — Fichier CASA du triterpéne

"triterp cstable.txt"

1

4 4

1.6

1 3 2 38.7
2 3 2 26.7
3 3178.6
4 3 0 38.7
53 1 55.6
6 3 2 18.4
73 2 33.3
8 3 0 39.7
9 31 47.6
10 3 0 37
11 3 2 23.5
12 2 1 128.4
13 2 0 138.6
14 3 0 41.7
15 3 2 28.3
16 3 2 25.8
17 3 0 47.8
18 3 1 54.7
19 3 0 72.4
20 2 0 155.2
21 3 2 28
22 3 2 38.5
23 3 3 27.6
24 3 3 15.2
25 3 3 14.8
26 3 3 16.5
27 3 3 23
28 2 0 180
29 2 2 105
30 3 3 26.6

HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC
HSQC

COSY
COSY
COSY
COSY
COSY

O J o U1 Ww N

11 11
12 12
15 15
16 16
18 18
21 21
22 22
23 23
24 24
25 25
26 26
27 27
29 29
30 30

13
56
11 12
15 16
21 29

HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC

DWW DN D

22)

22)
22)

22)

(1 4 22)

8 9
10
11
14
25
26
8 1
(9
12
13
(9
11
14
15
12
13
16
(9
19

O © O O

S

1

17
11
11
17
12
12
16
18
18
18
17
18

) 11

) 12

) 18

HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC
HMBC

(9 17) 21
20 21

(1 4 22) 21
29 21

16 22

(9 17) 22
18 22

20 22

3 23

(1 4 22)
5 23

24 23

3 24

(1 4 22) 24
5 24

23 24

(1 4 22)
5 25
(9 17)
10 25
7 26

8 26
(9 17)
14 26
8 27
13 27
14 27
15 27
19 29
20 29
19 30
20 30
29 30
18 30

23

25

25

26






Résumé : Ce mémoire traite du développement d’outils informatiques d’aide a
I’analyse structurale des petites molécules organiques par Résonance Magnétique Nu-
cléaire (RMN). Il comprend deux volets axés sur l'automatisation de tiches auxquelles
les chimistes des laboratoires de synthése organique ou d’isolement de substances natu-
relles sont confrontés au quotidien, & savoir ’élucidation et la vérification de structure.
Le premier volet concerne des améliorations apportées au logiciel de génération de struc-
ture LSD (Logic for Structure Determination). Ce logiciel est basé sur interprétation des
corrélations des spectres de RMN 2D pour la détermination de structures complétement
ou partiellement inconnues. Les progrés récents ont pour but d’augmenter la diversité des
molécules analysables et d’améliorer le traitement des corrélations ainsi que la présen-
tation des résultats. L’intégration de LSD avec la base de données SISTEMAT permet
de bénéficier de la source d’information supplémentaire que constitue la valeur des dé-
placements chimiques. Cet avantage se traduit par un filtrage des solutions en fonction
d’éléments de sous-structure sélectionnés dans une collection de squelettes de produits
naturels. Le second volet présente le développement du logiciel CASA (Computer-Aided
Spectral Assignment) dont le role est de réaliser une vérification automatique de struc-
ture par ’attribution des résonances. Il s’appuie sur des contraintes issues des spectres de
RMN 2D et sur un module de prédiction des déplacements chimiques 3C.

Mots clés : RMN 2D, élucidation structurale assistée par ordinateur, LSD, vérification
automatique de structure, CASA

Abstract : This thesis deals with the development of computational tools for structural
analysis of small organic molecules by Nuclear Magnetic Resonance (NMR). It consists
of two parts that focus on the automation of tasks that chemists working in the fields of
organic synthesis or natural substance isolation daily face, namely structure elucidation
and verification. The first part reports improvements of the structure generation software
LSD (Logic for Structure Determination). This software is designed for the determina-
tion of completely or partially unknown structures from the interpretation of 2D NMR
correlation spectra. The present work aims to increase the diversity of the molecules that
can be analyzed and to improve the processing of correlation data as well as the pre-
sentation of results. The integration of LSD with the SISTEMAT database introduces
chemical shifts values as an additional information source. It allows the chemist to sort
the possible solutions of a problem according to the presence of known natural product
skeletons. The second part presents the development of the CASA (Computer-Aided Spec-
tral Assignment) software as a tool for automatic structure verification through resonance
assignment. It jointly makes use of constraints from 2D NMR spectra and from the mat-
ching between experimental and predicted 3C chemical shifts.

Keywords : 2D NMR, computer assisted structure elucidation, LSD, automatic struc-
ture verification, CASA
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