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I)  Position du sujet 

 Les plantes constituent une ressource très riche en molécules d'intérêt biologique. De 

nombreuses molécules bioactives découvertes sont d'origine naturelle, ou inspirées de celle-ci. 

Au delà de la caractérisation de nouveaux composés, la communauté scientifique est 

maintenant en mesure de modifier génétiquement des organismes vivants tels que les plantes, 

dans le but d'obtenir un nouveau mode de production de métabolites. Dans cette optique, il est 

nécessaire de mieux comprendre les voies de biosynthèse de composés naturels.  

 Au sein de la matrice végétale, les synthèses sont assurées par des enzymes. Elles vont 

permettre de catalyser en cascade, et de manière plus ou moins sélective, les transformations 

de précurseurs en différents métabolites, dont certains pourraient montrer une activité 

biologique d'intérêt pour l'Homme. 

 Au delà des métabolismes qui impliquent une production ou une utilisation de 

molécules nécessaires au développement de l'organisme, (nous pouvons penser aux 

métabolismes impliquant les sucres ou les lipides par exemple) de nombreux autres, 

impliqués dans la défense ou la reproduction, mènent à la biosynthèse de familles de 

molécules appelées métabolites secondaires. A titre d'exemple, nous pouvons mettre en avant 

les métabolismes menant aux vitamines, aux terpènes ou aux flavonoïdes. Toutes les voies de 

biosynthèse mènent à des molécules de structures chimiques extrêmement diverses dont les 

propriétés et les caractéristiques offrent un large éventail d'utilisations potentielles.  

 Les raisons pour lesquelles elles sont produites au sein de la plante peuvent alors être 

mises à profit pour l'Homme sans modifier leur propriétés intrinsèques. Au sein de la famille 

des flavonoïdes, quelques milliers de composés ont été caractérisés. Il est maintenant reconnu 

que nombre d'entre eux présentent des activités antioxydantes et antiradicalaires bénéfiques 

pour l'Homme. Pour revenir à leurs voies de production, aboutir à une richesse de composés 

nécessite des voies de biosynthèse impliquant de nombreuses enzymes. Ce schéma général de 

biosynthèse commence à être bien connu, même si des zones d'ombre subsistent encore : 

certaines enzymes n'ont pas encore été cristallisées ou leur mécanisme réactionnel reste sujet 

à controverse. L'enchaînement des réactions enzymatiques est toujours discuté car plusieurs 

séquences de transformations chimiques peuvent être envisageables; de même la spécificité 
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des enzymes pour un substrat reste pour certains cas sujet à débat. Pour entre autre répondre à 

ces inconnues, de nombreux groupes s'intéressent à la possibilité que des enzymes d'une 

même voie de biosynthèse s'associent temporairement, sous la forme d'une structure 

supramoléculaire complexe qui permettrait d'atteindre plus efficacement les produits finaux 

de la cascade biochimique. Cet assemblage d'enzymes présenterait de nombreux avantages à 

la conversion de composés. Le principal atout serait le phénomène de "substrate channeling", 

qui optimise le processus de biosynthèse en évitant la diffusion de composés dans le milieu 

cytosolique. 

 Par ailleurs, l'étude de ces entités biologiques constitue un autre des enjeux majeurs 

pour la recherche actuelle : le développement de nouvelles méthodes de synthèse plus 

efficaces et plus respectueuses de l'environnement, qui s'inscrit dans le cadre de 

développement d'une chimie "verte", c'est-à-dire moins polluante. L'idée est de s'appuyer sur 

l'ingénierie végétale pour la fabrication de molécules naturelles à l'échelle du laboratoire pour, 

à terme, transférer ces connaissances dans le domaine industriel. Le bio-mimétisme est ainsi 

devenu un secteur de recherche incontournable [1] dans la thématique de la chimie "verte". 

Par ailleurs, les récentes investigations sur l'utilisation d'enzymes dans les synthèses [2, 3] 

attestent de l'impact de ce pan de la recherche. De plus, la nature est source d'inspiration, pas 

uniquement pour la synthèse mais également pour le développement de nouveaux matériaux 

[3, 4]. 

 Pour décrypter la complexité de la biosynthèse des composés naturels, les méthodes 

analytiques, telles que les méthodes de spectrométrie d'absorption, peuvent nous aider à 

identifier des composés intermédiaires et déduire ainsi les réactions mises en jeu. De par les 

propriétés chromophores des flavonoïdes et des anthocyanes (qui participent à la 

pigmentation des fruits et des fleurs), la méthode d'identification de choix est la 

spectrophotométrie UV-Visible. D'autres méthodes, telles que la cristallographie par rayons 

X, nous permettent de résoudre la structure tridimensionnelle des enzymes, sous réserve de 

trouver les bonnes conditions de cristallisation. Cette dernière demeure une méthode de choix. 

En cas de co-cristallisation avec un composé, les interactions de ce dernier avec l'enzyme sont 

ainsi accessibles, permettant d'avoir des données pour l'étude mécanistique dans le cas d'un 

substrat, ou de l'inhibition dans le cas d'un inhibiteur connu. 

 La chimie théorique fait partie des méthodes pouvant apporter un nouvel éclairage sur 

la compréhension de cette ingénierie végétale. La diversité des méthodes existantes permet 
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une étude multi-échelle des différents aspects de la recherche sur ces composés et leur 

biosynthèse par la plante. Les méthodes hybrides QM/MM, mélangeant les deux théories et 

tirant les avantages de chacune d'entre elles, permettent d'améliorer notre compréhension des 

mécanismes enzymatiques. Ces dernières, récompensées en 2013 par le prix Nobel de chimie 

décerné à Martin Karplus, Arieh Warshel et Michael Levitt, constituent l'état de l'art de l'étude 

des catalyses enzymatiques. La simulation de dynamique moléculaire est un outil de choix 

pour l'étude du comportement de grands systèmes biologiques (protéines, enzymes, ADN, 

complexes protéine-protéine...) sur des échelles de temps longues, allant de la nano à la 

micro, voire la milliseconde, ce qui constitue à ce jour l'état de l'art dans l'étude du 

comportement dynamique des systèmes moléculaires ainsi que l'accès à des grandeurs 

macroscopiques d'intérêt. D'autre part, la mécanique quantique permet l'étude des propriétés 

structurales et réactives des molécules composant la famille des flavonoïdes. 

 Le travail présenté ici apporte un modèle de complexe supraenzymatique, impliqué 

dans la biosynthèse des flavonoïdes par l'utilisation de méthodes théoriques. Nous avons 

choisi l'organisme Vitis vinifera (vigne) pour notre étude sur la biosynthèse des flavonoïdes. 

II)  Les flavonoïdes dans Vitis vinifera 

II.1) Organisme d'étude : Vitis vinifera. 

 Vitis vinifera est un organisme végétal que l'on appelle communément la vigne. C'est 

une plante cultivée depuis longtemps en Europe. Elle produit durant la saison d'été (Août à 

Septembre) des grappes de baies de raisin. L'organisme Vitis désigne de manière générale la 

vigne, tandis que Vitis vinifera est une sous-espèce très étendue en Europe et au Proche-

Orient. C'est à partir des baies de Vitis vinifera  que sont conçus les grands cépages et les vins 

associés. 

 Baggiolini propose en 1952 [5] une échelle décomposant le cycle phénologique de 

Vitis vinifera en 8 étapes.  

 i) Mi-Mars : Débourrement. Apparition des premiers bourgeons et début de croissance 

 des sarments. 

 ii) Mai : Floraison et fécondation des plants. Etape importante qui conditionne la 

 future récolte. 
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 iii) Juin : Nouaison, c'est à dire développement des fruits au stade "petit pois" 

 iv) Juillet : véraison. Fin de croissance végétative et début de la phase de croissance 

 des baies, jusqu'au changement de couleur à la fin du mois. 

 v) Août : Murissement. Augmentation de la concentration en sucre dans les baies. 

 vi) Fin septembre : Vendanges. Fin de la maturation et récoltes des grappes de fruits. 

 vii) Octobre-Novembre : Défeuillaison. Perte du feuillage et préparation pour l'hiver. 

 viii) Novembre-Mars : Repos hivernal. 

 Durant ce cycle, la plante va progressivement exprimer les différentes protéines qui 

permettront la biosynthèse des composés nécessaires à sa croissance et à son développement 

[6]. Par exemple, les anthocyanes ne seront synthétisées que lors du murissement du fruit.   

La baie de raisin est constituée de 3 parties principales [7] que sont la pellicule, les pépins et 

la pulpe (représentée par le schéma de la Figure 1) : 

Figure 1 : Schéma d'une coupe de baie de raisin ainsi que la présentation des différentes 

parties : la pellicule, qui recouvre le fruit et préserve la chair. Elle est riche en anthocyanes 

permettant la pigmentation de la pellicule; la pulpe, qui contient en concentration élevée du 

sucre et des flavonoïdes; les pépins, qui peuvent être considérés comme le cœur de la baie. Ils 

contiennent des tannins condensés (proanthocyanidines) en grande quantité. 

 Les molécules sont généralement synthétisées au sein de la cellule végétale. En 

particulier, les enzymes responsables de la biosynthèse sont distribuées dans toute la cellule. 

Le transport des flavonoïdes se fait par le biais de vésicules membranaires, comme représenté 

sur la Figure 2. Le travail réalisé par Lacampagne durant sa thèse a permis de montrer que 

Pulpe  

Pépin   

Pellicule  
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plusieurs enzymes sont co-localisées à certains endroits de la cellule, pouvant permettre 

localement la création de complexes multienzymatiques [8]. 

 

Figure 2 : Schéma d'une cellule végétale de Vitis vinifera. Sont représentées les différentes 

parties de la cellule. 4CL : 4-coumarate CoA ligase; PAL : phénylalanine ammonia-lyase; 

C4H : cinnamate-4-hydroxylase; CHI : chalcone isomérase; CHS : chalcone synthase; ANR : 

anthocyanidine synthase; LAR : leucoanthocyanidine réductase; . Tiré de la ref [8] 

II.2) Schéma de biosynthèse des flavonoïdes  

 La Figure 3 résume de manière partielle l'implication des enzymes successives 

permettant, à partir des premiers précurseurs, de mener aux différentes classes de flavonoïdes 

au sein de Vitis vinifera. Chaque acronyme définit alors une enzyme qui catalyse une réaction 

particulière. La diversité d'enzymes présentes dans la plante induit un grand nombre de 

réactions.  

 



Figure 3: Schéma partiel de la biosynthèse des flavonoïdes. CHS : chalcone synthase, CHI : 

chalcone isomerase, IFS : isoflavone synthase, F3H : Flavonoide

Flavonol synthase, F3'H : Flavonoïde

ANS : Anthocyanidine Synthase, LAR : leucoanthocyanidine reductase, ANR : 

Anthocyanidine reductase, 3

II.3) Les flavonoïdes

 Les flavonoïdes constituent

appartiennent à la grande famille des polyphénols

grandes sous-familles, parmi lesquelles nous pouvons citer les anthocyanes, les tannins 

condensés, les flavanols... [9]

12]. Leurs propriétés antioxydant

lesquelles ils sont grandement étudiés

: Schéma partiel de la biosynthèse des flavonoïdes. CHS : chalcone synthase, CHI : 

chalcone isomerase, IFS : isoflavone synthase, F3H : Flavonoide-3-hydroxylase, FLS : 

Flavonol synthase, F3'H : Flavonoïde-3'-hydroxylase, DFR : dihydroflavonol

ANS : Anthocyanidine Synthase, LAR : leucoanthocyanidine reductase, ANR : 

Anthocyanidine reductase, 3-GT : 3-Glucosyle transferase. 

flavonoïdes 

constituent une des familles de composés naturels les plus ét

appartiennent à la grande famille des polyphénols. Les flavonoïdes sont classés en plusieurs 

familles, parmi lesquelles nous pouvons citer les anthocyanes, les tannins 

]. Cette famille présente une grande diversité moléculaire 

antioxydantes et antiradicalaires sont les raison

ils sont grandement étudiés.  
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: Schéma partiel de la biosynthèse des flavonoïdes. CHS : chalcone synthase, CHI : 

hydroxylase, FLS : 

dihydroflavonol -4-reductase, 

ANS : Anthocyanidine Synthase, LAR : leucoanthocyanidine reductase, ANR : 

une des familles de composés naturels les plus étudiées et 

Les flavonoïdes sont classés en plusieurs 

familles, parmi lesquelles nous pouvons citer les anthocyanes, les tannins 

grande diversité moléculaire [10-

raisons principales pour 
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 Ces composés se retrouvent dans la plupart des aliments que l'on consomme, que ce 

soient les légumes, les fruits, les boissons (café, thé, vin) et les céréales (riz, soja), et ce même 

après leur transformation [10, 13, 14]. L'ingestion de ces molécules entraîne des effets 

bénéfiques pour la santé, par piégeage de radicaux libres générés dans notre organisme lors 

d'agressions extérieures par exemple. De nombreuses études ont démontré ces dernières 

années [15] que les flavonoïdes peuvent participer activement à la prévention de plusieurs 

cancers ou d'autres pathologies telles que les maladies cardiovasculaires. Ainsi, la 

consommation modérée de vin permet de diminuer les risques de crises cardiaques, 

phénomène que l'on ne retrouve pas dans les autres boissons. Cela démontre ainsi que ce sont 

les tannins condensés uniquement présents dans le vin, qui induisent ces effets [16]. Ce 

phénomène est appelé le "french paradox". Ces composés sont également responsables de la 

sensation d'astringence que l'on ressent lorsque nous dégustons une boisson tannique [10]. Il 

s'agirait d'une complexation de ces molécules aux PRP (protéines riches en proline), présentes 

dans la salive, qui induirait une précipitation et une agrégation de ces dernières, conduisant 

ainsi à cette sensation d'assèchement [17]. Certains sites d'interactions préférentiels de ces 

tannins avec ces protéines peu structurées ont d'ailleurs été identifiés [18]. Ces résultats ont 

donc tendance à soutenir cette hypothèse. 

 Dans la plante, la famille des flavonoïdes se trouve être une catégorie de composés de 

grande importance car les molécules participent à la protection de la plante contre des agents 

pathogènes externes, comme les champignons et les bactéries [19-21], ou contre le 

rayonnement solaire par absorption de rayonnement UV. Ils participent également à la 

pigmentation des fruits et des fleurs par le biais de l'accumulation d'anthocyanes dans les 

cellules de la peau des fruits [22]. Enfin, ils permettent de produire un goût amer et très 

astringent dissuadant les prédateurs, notamment les insectes, de manger le végétal considéré 

[23]. Les différentes propriétés énoncées attestent de l'intérêt porté par la communauté 

scientifique mondiale pour l'étude de ces composés, dans différents domaines comme la 

biologie, la santé ou même l'alimentation. 

II.4) Structure des flavonoïdes 

 Les flavonoïdes possèdent une structure commune composée d'un squelette carboné de 

type 2-phénylchromane, appelée aussi noyau flavane. Il est composé de deux cycles 

aromatiques, et d'un cycle central  (nommé respectivement A, B et C dans la nomenclature 



initialement proposée par Hemingway

figure 4 montre la nomenclature associée au

Figure 4 : Nomenclature et numérotation des atomes dans un composé de type flavonoïde.

 Le cycle A peut être de type phloroglucinol ou résorcinol. Quand au cycle B, il peut 

généralement être mono-,di- ou tri

sont possibles mais beaucoup plus rare

formes : pyrane, pyrillium ou γ

possèdent un cycle C ouvert, tandi

et non en 2.  

 L'appartenance d'une molécule à une sous famille dépend de deux points principaux : 

• le degré d'oxydation de l'hétérocycle central

• le degré d'hydroxylation des différents cycles

 Dans la nature, la plupart des flavonoïdes se retrouvent sous forme glycosylée

dire liés à des sucres. L'hydroxylation de certaines positions est nécessaire pour que la 

glycosylation puisse se faire. Au niveau de la nomenclature, la forme glycosylée est appelée 

différemment de la forme phénolique simple

toutes les formes glycosylées dérivant de la famille des anthocyanidines, nom 

utilisé pour les molécules phénoliques.

grand nombre de dérivés à partir d'une structure de b

de quercétine, pas moins de 80 formes glycosylées différentes existent 

 Au sein de l'organisme 

flavonols, les flavan-3,4-diols, les flavanols, les anthocyanes et les proanthocyanidines

27]. 

Hemingway en 1982 et améliorée par Porter en 1988

montre la nomenclature associée aux flavonoïdes.  

 

: Nomenclature et numérotation des atomes dans un composé de type flavonoïde.

Le cycle A peut être de type phloroglucinol ou résorcinol. Quand au cycle B, il peut 

ou tri-hydroxylés sur les positions 3',4' et 5'. L

sont possibles mais beaucoup plus rare. Enfin, le cycle C est rencontré généralement sous 3 

formes : pyrane, pyrillium ou γ-pyrone. Il existe cependant des cas spéciaux. Les chalcones 

possèdent un cycle C ouvert, tandis que les isoflavonoïdes possèdent un cycle B

'appartenance d'une molécule à une sous famille dépend de deux points principaux : 

le degré d'oxydation de l'hétérocycle central 

le degré d'hydroxylation des différents cycles 

Dans la nature, la plupart des flavonoïdes se retrouvent sous forme glycosylée

'hydroxylation de certaines positions est nécessaire pour que la 

glycosylation puisse se faire. Au niveau de la nomenclature, la forme glycosylée est appelée 

différemment de la forme phénolique simple. Par exemple, le terme anthocyane désigne 

toutes les formes glycosylées dérivant de la famille des anthocyanidines, nom 

phénoliques. Le niveau de glycosylation d'une molécule génère un 

grand nombre de dérivés à partir d'une structure de base. Par exemple, pour la seule molécule 

de quercétine, pas moins de 80 formes glycosylées différentes existent [22]

Au sein de l'organisme Vitis vinifera, les principales familles de flavon

diols, les flavanols, les anthocyanes et les proanthocyanidines
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Porter en 1988 [24, 25]). La 

: Nomenclature et numérotation des atomes dans un composé de type flavonoïde. 

Le cycle A peut être de type phloroglucinol ou résorcinol. Quand au cycle B, il peut 

Les positions 2' et 6' 

. Enfin, le cycle C est rencontré généralement sous 3 

Il existe cependant des cas spéciaux. Les chalcones 

cycle B en position 3 

'appartenance d'une molécule à une sous famille dépend de deux points principaux :  

Dans la nature, la plupart des flavonoïdes se retrouvent sous forme glycosylée, c'est-à-

'hydroxylation de certaines positions est nécessaire pour que la 

glycosylation puisse se faire. Au niveau de la nomenclature, la forme glycosylée est appelée 

me anthocyane désigne 

toutes les formes glycosylées dérivant de la famille des anthocyanidines, nom uniquement 

Le niveau de glycosylation d'une molécule génère un 

ase. Par exemple, pour la seule molécule 

]. 

, les principales familles de flavonoïdes sont les 

diols, les flavanols, les anthocyanes et les proanthocyanidines [26, 



Introduction  

28 

II.4.a)  Les flavonols et

 Les flavonols participent à la protection de la plante

jouent aussi le rôle de pigments 

point de vue structural, ils se caractérise

hydroxylation en position 3. La diversité de composés dans cette famille provient 

majoritairement du degré d'hydroxylation du cycle

Figure 5 : Schéma général de la structure type d'un composé de type flavonol, ainsi que le 

nom de quelques composé

 Les flavonols sont obtenus à partir d'

ou encore appelés flavononols. Il s'agit d'un flavonol ayant subi une hydrogénation de la 

fonction alcène en position 2 et 3, induisant ainsi la création de deux centres stéréogènes. 

transformation d'un dihydroflavo

synthase, voir Figure 3). Dans la nature, on retrouve ainsi les quatre stéréoisomères possibles 

(deux énantiomères et deux diastéréoisomères), mais les

configuration (2R, 3R) sont 

composés trans, car le cycle B, lié à l'atome de carbone C2, est à l'opposé du groupement 

hydroxyle lié à l'atome de carbone C3. La structure g

sur la Figure 6. 

Figure 6 : Structure commune

noms de molécules selon l'état d'oxydation 

Les flavonols et les 2,3-dihydroflavonols 

articipent à la protection de la plante contre le rayonnement UV

jouent aussi le rôle de pigments dans les baies, en complément des anthocyanes

se caractérisent par un cycle C sous forme γ-pyrone, présentant une 

hydroxylation en position 3. La diversité de composés dans cette famille provient 

du degré d'hydroxylation du cycle B. 

 

: Schéma général de la structure type d'un composé de type flavonol, ainsi que le 

nom de quelques composés selon le nombre et la position de groupements hydroxyles.

Les flavonols sont obtenus à partir d'une autre sous famille : les 2,3

ou encore appelés flavononols. Il s'agit d'un flavonol ayant subi une hydrogénation de la 

fonction alcène en position 2 et 3, induisant ainsi la création de deux centres stéréogènes. 

d'un dihydroflavonol en flavonol se fait par l'action de l'enzyme FLS (

Dans la nature, on retrouve ainsi les quatre stéréoisomères possibles 

(deux énantiomères et deux diastéréoisomères), mais les composés 

t les majoritaires et les plus étudiés. Nous parlons

, car le cycle B, lié à l'atome de carbone C2, est à l'opposé du groupement 

hydroxyle lié à l'atome de carbone C3. La structure générale de ce composé

 

commune des composés de type flavanonols, avec quelques exemples de 

noms de molécules selon l'état d'oxydation du cycle B. 

contre le rayonnement UV [9], et 

anthocyanes [28]. D'un 

pyrone, présentant une 

hydroxylation en position 3. La diversité de composés dans cette famille provient 

: Schéma général de la structure type d'un composé de type flavonol, ainsi que le 

selon le nombre et la position de groupements hydroxyles. 

: les 2,3-dihydroflavonols 

ou encore appelés flavononols. Il s'agit d'un flavonol ayant subi une hydrogénation de la 

fonction alcène en position 2 et 3, induisant ainsi la création de deux centres stéréogènes. La 

par l'action de l'enzyme FLS (Flavonol 

Dans la nature, on retrouve ainsi les quatre stéréoisomères possibles 

composés présentant une 

. Nous parlons ainsi de 

, car le cycle B, lié à l'atome de carbone C2, est à l'opposé du groupement 

énérale de ce composé est représentée 

des composés de type flavanonols, avec quelques exemples de 



II.4.b) Les flavanols 

 Les flavan-3,4-diols, 

obtenus à partir des dihydroflavonols grâce

réductase, voir figure 3). Cette t

des proanthocyanidines. L'enzyme catalyse

l'atome de carbone C3 en groupement hydroxyle.

Figure 7: Structure de base des 

exemples de noms de molécules selon le degré d'oxydation du cycle B.

  Expérimentalement, 

caractérisés[29]. Cependant, ceux possédant un groupement hydroxyle en position 5 et 7 n'ont 

jamais été isolés et extraits en raison de leur instabilité

acide, ces molécules ont grandement

protonées qui s'oligomérisent rapidement

leucoanthocyanidines ainsi que leur forme déshydratée.

moindre que les flavonols dans la plante, 

selon deux chemins biosynthétiques

formation des anthocyanes et l'autre qui amène à la synthès

par les flavanols. 

 Quant aux flavanols, ils dérivent des flavonols et constituent une des sous

menant à la biosynthèse des anthocyanes. 

dihydroflavonols vient de l'absence de groupement hydroxyle sur la position 4 de la molécule

 et les flavan-3,4-diols  

 appelés également leucoanthocyanidines, sont des composés 

à partir des dihydroflavonols grâce à l'action de l'enzyme DFR (

). Cette transformation constitue la première étape 

L'enzyme catalyse la réduction du groupement cétone présent sur 

l'atome de carbone C3 en groupement hydroxyle. 

 

: Structure de base des composés de type leucoanthocyanidines, avec 

noms de molécules selon le degré d'oxydation du cycle B.

 quelques exemples de leucoanthocyanidines ont pu être 

. Cependant, ceux possédant un groupement hydroxyle en position 5 et 7 n'ont 

jamais été isolés et extraits en raison de leur instabilité [30]. En effet, en milieu légèrement 

acide, ces molécules ont grandement tendance à se déshydrater et à s'ioniser

qui s'oligomérisent rapidement. La Figure 7 présente la structure des 

leucoanthocyanidines ainsi que leur forme déshydratée. Même s'ils sont présents 

que les flavonols dans la plante, ces composés sont cruciaux car 

selon deux chemins biosynthétiques: le premier passant par les anthocyanidines qui mène à

formation des anthocyanes et l'autre qui amène à la synthèse des tannins condensé

Quant aux flavanols, ils dérivent des flavonols et constituent une des sous

menant à la biosynthèse des anthocyanes. D'un point de vue structural, la différence avec les 

de l'absence de groupement hydroxyle sur la position 4 de la molécule
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ocyanidines, sont des composés 

(Dihydroflavonol-4-

ransformation constitue la première étape vers la biosynthèse 

la réduction du groupement cétone présent sur 

ype leucoanthocyanidines, avec différents 

noms de molécules selon le degré d'oxydation du cycle B. 

ocyanidines ont pu être 

. Cependant, ceux possédant un groupement hydroxyle en position 5 et 7 n'ont 

En effet, en milieu légèrement 

se déshydrater et à s'ioniser en quinones 

présente la structure des 

ils sont présents en quantité 

ces composés sont cruciaux car ils peuvent réagir 

anthocyanidines qui mène à la 

e des tannins condensés en passant 

Quant aux flavanols, ils dérivent des flavonols et constituent une des sous-familles 

, la différence avec les 

de l'absence de groupement hydroxyle sur la position 4 de la molécule. 
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Au sein de l'organisme Vitis vinifera

et 2R,3R. Ces derniers sont représentés sur

Figure 8: Structure des composés de type 2R,3S

(en bas), avec différents exemples de

II.4.c)  Les anthocyanidines et anthocyanes

 En suivant la biosynthèse des flavonoïdes, les anthocyanes constituent une des 

dernières familles connues. Elle

des plantes [9] et sont obtenue

(anthocyanidine synthase, voir 

le cycle C, sous forme pyrane,

pyrilium. Au sein des plantes, les anthocyanidines

forme glycosylée (anthocyanes), qui se trouve être plus stable

glycosylation se fait par l'intermédia

Figure 3). La structure générale des anthocy

Figure 9. 

Vitis vinifera, on distingue deux stéréoisomères majoritaires, les 2R,3S 

sont représentés sur la Figure 8. 

 

es composés de type 2R,3S-flavanols (en haut) et des 2R,3R

(en bas), avec différents exemples de noms de molécules selon l'état d'oxydation du cycle B.

Les anthocyanidines et anthocyanes 

En suivant la biosynthèse des flavonoïdes, les anthocyanes constituent une des 

dernières familles connues. Elles sont responsables de la pigmentation des fruits et 

es à partir des leucoanthocyanidines par actio

voir Figure 3). Cette dernière catalyse une réaction lors de laquelle 

, subit une double déshydratation menant à la formation d'un

ein des plantes, les anthocyanidines sont retrouvées principalement 

forme glycosylée (anthocyanes), qui se trouve être plus stable que leur forme phénolique. La 

par l'intermédiaire de l'enzyme 3-GT (3-O glucosyle transférase, voir 

La structure générale des anthocyanidines et des anthocyanes est

distingue deux stéréoisomères majoritaires, les 2R,3S 

2R,3R-flavanols 

d'oxydation du cycle B. 

En suivant la biosynthèse des flavonoïdes, les anthocyanes constituent une des 

de la pigmentation des fruits et des fleurs 

rtir des leucoanthocyanidines par action de l'enzyme ANS 

). Cette dernière catalyse une réaction lors de laquelle 

t à la formation d'un ion 

principalement sous leur 

forme phénolique. La 

osyle transférase, voir 

anidines et des anthocyanes est représentée sur la 



Figure 9 : Schéma des structures de composés de type anthocyanidine

anthocyanes (en bas), après action de la 3

II.4.d) Les proanthocyanidines

 En parallèle à la biosynthèse des anthocyanes, les leucoantho

également donner les flavanols, qui sont les pr

composés, également appelés tannins condensés, se présentent sous la forme de polymères 

ayant pour monomère initiaux 

catéchine, l'épicatéchine, la gallocatéchine et l'

polymérisation induit la formation de molécules complexes, ave

entre 500 et 2000 Da [31, 32

l'organisme Vitis vinifera sont les

liaisons C-C entre les atomes de carbone C

 Nous pouvons noter qu'il existe deux autres types de proanthocyanidines que l'on 

retrouve dans d'autres végétaux

une liaison entre les atomes de carbone C4 et C8 mais également par une liaison 

entre l'atome de carbone C2 et l'oxygène de l'atome de carbone C7 entre 

Enfin, les proanthocyanidines de type C se démarquent par la présence de liaisons 

interflavanes entre les atomes de carbone C4 et C8, mais aussi entre les atomes C4 et C6, sur 

trois unités monomériques. Les trois types de proanthocyanidines sont représentés sur la 

Figure 10. 

 

: Schéma des structures de composés de type anthocyanidines (en haut) et 

anthocyanes (en bas), après action de la 3-O glucosyle transférase (3

Les proanthocyanidines 

la biosynthèse des anthocyanes, les leucoanthocyanidines 

es flavanols, qui sont les précurseurs des proanthocyanidines

composés, également appelés tannins condensés, se présentent sous la forme de polymères 

initiaux les (2R,3R) et les (2R,3S) flavanols (principalement la 

catéchine, l'épicatéchine, la gallocatéchine et l'épigallocatéchine, voir 

polymérisation induit la formation de molécules complexes, avec un poids moléculaire

32]. Les principaux composés de cette famille retrouvés dans 

sont les proanthocyanidines de type B, qui se caractérisent par des 

C entre les atomes de carbone C4 et C8 de deux unités monomériques distinctes

Nous pouvons noter qu'il existe deux autres types de proanthocyanidines que l'on 

égétaux [33]. Les proanthocyanidines de type A se caractérisent par 

liaison entre les atomes de carbone C4 et C8 mais également par une liaison 

entre l'atome de carbone C2 et l'oxygène de l'atome de carbone C7 entre 

roanthocyanidines de type C se démarquent par la présence de liaisons 

atomes de carbone C4 et C8, mais aussi entre les atomes C4 et C6, sur 

Les trois types de proanthocyanidines sont représentés sur la 
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(en haut) et 

transférase (3-GT). 

cyanidines peuvent 

curseurs des proanthocyanidines. Ces 

composés, également appelés tannins condensés, se présentent sous la forme de polymères 

s (principalement la 

épigallocatéchine, voir Figure 8). La 

c un poids moléculaire variant 

Les principaux composés de cette famille retrouvés dans 

caractérisent par des 

de deux unités monomériques distinctes. 

Nous pouvons noter qu'il existe deux autres types de proanthocyanidines que l'on 

. Les proanthocyanidines de type A se caractérisent par 

liaison entre les atomes de carbone C4 et C8 mais également par une liaison de type éther 

entre l'atome de carbone C2 et l'oxygène de l'atome de carbone C7 entre chaque monomère. 

roanthocyanidines de type C se démarquent par la présence de liaisons 

atomes de carbone C4 et C8, mais aussi entre les atomes C4 et C6, sur 

Les trois types de proanthocyanidines sont représentés sur la 
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Figure 10: Structure des trois types de proanthocyanidines. De gauche à droite : type A, type 

B, type C. 

II.5)  Description du processus de biosynthèse des 

flavonoïdes 

 L'intérêt des chercheurs réside dans les moyens mis en œuvre par la plante pour 

atteindre cette diversité moléculaire. Nous savons que la biosynthèse associée aux flavonoïdes 

fait intervenir un nombre important d'enzymes, chacune catalysant une réaction particulière. 

Cependant, certains points restent encore obscurs, notamment la polymérisation des 

proanthocyanidines.  

 La Figure 3 présente de manière partielle les différentes étapes de la biosynthèse. Si on 

considère la totalité de la biosynthèse, avec toutes les différentes ramifications possibles, le 

schéma se densifie rapidement, comme le montre la Figure 11. 



 

Figure 11: Schéma général de la biosynthèse des flavonoïdes donné par le site KEGG (Kyoto encyclopedia of gene and genomes)de la biosynthèse des flavonoïdes donné par le site KEGG (Kyoto encyclopedia of gene and genomes)

 

 de la biosynthèse des flavonoïdes donné par le site KEGG (Kyoto encyclopedia of gene and genomes)[34].
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La Figure 3 montre que les précurseurs de cette biosynt

par la voie shikimate [35], et le malonyl

[36]. Le processus de transformation menant de la phénylalanine, préc

shikimate, au p-coumaryl-CoA est présenté sur la 

Figure 12: Premières étapes 

 La phénylalanine subit une déami

pour former le cinnamate. Ce dernier subit par la cinnamate 4

hydroxylation en position 4 du cycle aromatique pour donner le 4

coumaryl-CoA est obtenu par action d

 Les deux précurseurs 4

à l'action l'enzyme CHS (chalcone synt

condensation de trois molécules de malonyl

synthèse des chalcones. Etant l'entité qui catalyse la première transformation de la 

biosynthèse des flavonoïdes, 

démontrer que seule la forme dimérique est active

CHS, permet la formation des cycle

la CHI (chalcone isomérase, EC:5.5.1.6), catalyse la fermeture du cycle C et la f

squelette carboné des flavonoïdes

de type Claisen) permet de créer, à partir des chalcones, les flavanones avec une 

stéréospécificité élevée (99%) pour les molécules de configuration 2S 

chemin biosynthétique se sépare en 

 D'une part, les flavanones peuvent 

synthase) pour être transformé

permet au cycle B de se retrouve

montre que les précurseurs de cette biosynthèse sont la p-coumaryl

, et le malonyl-CoA, obtenu par le biais de la voie des polycétides

. Le processus de transformation menant de la phénylalanine, préc

oA est présenté sur la Figure 12.  

: Premières étapes de la formation du précurseur des flavonoïdes.

La phénylalanine subit une déamination par la phénylalanine ammonia

pour former le cinnamate. Ce dernier subit par la cinnamate 4-hydroxylase (C4H) une 

hydroxylation en position 4 du cycle aromatique pour donner le 4-coumarate. Enfin, le 4

CoA est obtenu par action de la 4-coumarate CoA ligase (4CL).  

Les deux précurseurs 4-coumaryl-CoA et le malonyl-CoA vont réagir ensemble grâce 

l'enzyme CHS (chalcone synthase, EC:2.3.1.74). Cette dernière catalyse la 

condensation de trois molécules de malonyl-CoA avec la 4-coumaryl-CoA, permettant la 

Etant l'entité qui catalyse la première transformation de la 
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C2. Par ailleurs, les isoflavones, produits de l'enzyme IFS, suivent un chemin biosynthétique 

propre menant à l'ensemble des composés de type isoflavonoïde. 

 D'autre part, dans la voie de biosynthèse des flavonoïdes, les flavanones sont les 

précurseurs des dihydroflavonols par l'action de l'enzyme F3H (flavonoid-3-hydroxylase, 

EC:1.14.11.9). Cette dernière permet l'hydroxylation de la position 3 du squelette 2-

phenylchromane. Cette réaction est stéréospécifique et permet d'obtenir uniquement des 

composés de configuration absolue (2S, 3R).  

 La F3'H (flavonoide-3'-hydroxylase, EC:1.14.13.21) induit le changement de degré 

d'oxydation du cycle B de la molécule considérée en oxydant la position 3'. Les 

dihydroflavonols sont ses principaux substrats (transformation du dihydrokaempferol en 

dihydroquercetine, comme montré sur la Figure 3), mais elle peut agir également sur les 

flavanones dans certains organismes [41]. Nous pouvons noter que l'obtention des composés 

trihydroxylés sur le cycle B se fait par l'intermédiaire d'une autre enzyme appelée F3'5'H 

(flavonoide-3',5'-hydroxylase, EC:1.14.13.88). Elle catalyse de manière simultanée 

l'hydroxylation des positions 3' et 5'. 

 Les dihydroflavonols sont les précurseurs d'une famille apparentée aux flavonoïdes : 

les flavonols. La réaction, catalysée par l'enzyme FLS (flavonol synthase, EC:1.14.11.22), 

consiste en la création d'une double liaison entre les atomes de carbone C2 et C3. Cette 

transformation constitue la première étape vers la biosynthèse des flavonols. Parallèlement à 

cela, les dihydroflavonols peuvent subir une réduction du groupement cétone lié à l'atome de 

carbone C3 par l'action de l'enzyme la DFR (dihydroflavonol-4-reductase, EC:1.1.1.234) [42]. 

Nous pouvons remarquer que la réaction impliquant DFR est la dernière étape commune entre 

la biosynthèse des anthocyanidines et des tanins condensés. 

 Les leucoanthocyanidines produites par l'enzyme DFR peuvent : 

• soit subir l'action de LAR (leucoanthocyanidine reductase, EC:1.17.1.3), qui conduit à 

la formation des flavan-3-ol, précurseurs des proanthocyanidines.  

• soit être les substrats de l'enzyme ANS (anthocyanidine synthase, EC:1.14.11.19), 

menant ainsi à l'obtention des anthocyanidines.  

 La réaction impliquant LAR catalyse la déshydratation du composé, par perte du 

groupement hydroxyle porté par l'atome de carbone C3. D'autre part, l'ANS induit une 
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déshydratation et une oxydation du cycle C permettant l'obtention des anthocyanidines qui, 

par l'action de la 3-GT (3-O glucosyl transferase), se transforment en anthocyanes. D'après la 

figure 3, nous pouvons remarquer que les anthocyanidines peuvent aussi réagir avec l'ANR 

(anthocyanidine reductase, EC:1.3.1.77) pour créer des (2S,3S) flavan-3-ols, dans lesquelles 

la configuration du carbone C3 a été modifiée par le passage à l'état d'anthocyanidine.  

 Concernant les proanthocyanidines, très peu de connaissances sont disponibles sur leur 

mécanisme de formation. La transformation peut passer par une voie enzymatique ou se faire 

dans le milieu intracellulaire. De nombreux points sont encore à éclaircir sur cet aspect de la 

biosynthèse [43]. Les seules données expérimentales que nous possédons à ce jour sont des 

études génétiques permettant de réguler le taux de tanins contenus dans les fruits [44-46]. 

Cela donne quelques indications concernant la biosynthèse de ces composés. 

 D'un point de vue fonctionnel, les enzymes impliquées dans la biosynthèse des 

flavonoïdes peuvent être séparées en trois familles distinctes [36] :  

• les réductases NADPH dépendantes, appelées également short-chain 

dehydrogenase/reductase (SDR) dont font partie DFR, ANR et LAR. 

• les dioxygénases 2-oxoglutarate dépendantes dont font partie ANS, FLS et F3H. 

• les cytochromes P450 dont font partie F3'H, IFS, C4H et F3'5'H. 

CHI et CHS sont les deux seules exceptions qui ne peuvent rentrer dans ces trois catégories. 

II.6) Complexes multienzymatiques 

 La richesse de la biosynthèse des flavonoïdes réside dans le grand nombre d'enzymes 

impliquées. Dans plusieurs cas, certaines enzymes partagent les mêmes substrats et donc sont 

en compétition pour leur réaction. Par ailleurs, sachant que les molécules de type 

leucoanthocyanidine sont instables, comment expliquer que nous observions malgré tout les 

produits de réaction les utilisant comme substrats? C'est pour répondre à ces questions que, 

dès 1969, Stafford émet l'hypothèse qu'il se formerait un complexe multienzymatique lors de 

la réalisation de cette biosynthèse [47]. Cette superstructure, appelée métabolon, est définie 

comme l'assemblage de plusieurs enzymes qui interagissent entre elles [48], par 

l'intermédiaire d'interactions faibles, et forment ainsi une structure fonctionnelle transitoire 

qui serait ancré dans la membrane du réticulum endoplasmique. La Figure 13 montre de 

manière schématique l'aspect d'un métabolon. 
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Figure 13: Schéma d'un métabolon impliqué dans la biosynthèse des flavonols (en haut) et 

des flavonoïdes (en bas). Chaque acronyme désigne une enzyme, et cet ensemble serait en 

interaction avec la membrane cellulaire. Tiré de la ref n°[48]. 

 L'hypothèse émise par Stafford en 1969 est appuyée par ses observations qui montrent 

que les intermédiaires associés à des réactions enzymatiques ne sont pas observés (ou en très 

faibles quantités) dans les cellules de la plante. Cela implique donc que ces derniers ne 

seraient pas libérés dans le milieu intracellulaire car retenu dans le complexe 

supramoléculaire. Ainsi, la structure présenterait une connexion des sites actifs des différentes 

enzymes impliquées dans sa formation, et les intermédiaires transiteraient d'un site actif à 

l'autre sans diffuser dans l'espace cytosolique. Ce phénomène est connu sous le nom de 

"substrate channeling" et est l'un des principaux avantages offert par la formation d'un 

métabolon. Par ailleurs, une récente étude de Crosby et al. [49] met en évidence une 

enveloppe de ce complexe dans la biosynthèse des flavonoïdes au sein de l'organisme 

Arabidopsis thaliana. 

 Plusieurs études sur la cinétique associée au phénomène de "substrate channeling" ont 

été proposées ces dernières années [50, 51]. Le phénomène de co-localisation de ces 

différentes enzymes, et donc des molécules pouvant être substrats et/ou produits, permet une 

optimisation du processus de biosynthèse par différents points : i) pas de perte de substrat 

dans le cytoplasme par diffusion jusqu'à la prochaine protéine ii) protection des molécules 

instables et/ou toxiques iii) temps de diffusion grandement diminué, iv) sélection d'un chemin 

unique de biosynthèse, réduisant ainsi les compétitions entre protéines. Cependant, concernant 

la catalyse enzymatique, une hypothèse a été proposée : l'agrégation d'enzymes les unes aux 

autres a un impact sur la réactivité propre de chaque protéine. Les réactions dans les enzymes 

deviennent moins efficaces et l'énergie d'activation s'en retrouve modifiée [52], à cause des 

effets allostériques induits par les interactions protéine-protéine. Toutefois, la diffusion de 



Introduction  

38 

substrats d'une enzyme à l'autre constitue l'étape limitante sur la biosynthèse totale. Ainsi, et 

même si les réactions de chaque enzyme sont moins efficaces, le gain de temps sur la 

diffusion fait que l'association des enzymes en métabolon optimise de manière significative la 

catalyse globale de la biosynthèse des flavonoïdes. 

 En dehors de cette biosynthèse particulière, plusieurs études montrent que des 

structures de ce type se formeraient dans d'autres organismes [51, 53]. Dans certains cas, des 

équipes ont réussi à obtenir un cristal de ce type de structure [54, 55]. Ainsi Lomakin et al. 

ont cristallisé la "fatty acid synthase" au sein d'une levure, une méga-enzyme responsable de 

la synthèse des acides gras correspondant à une machinerie moléculaire composée de pas 

moins de 8 sites actifs! Dans ce cas précis, le complexe n'est plus de nature transitoire car les 

enzymes permettant la formation des acides gras ont évolué dans certains organismes (par 

exemple les champignons) en un complexe multienzymatique permanent d'une masse de 2,6 

mégadalton. Alors que dans les plantes, ces enzymes restent indépendantes mais peuvent 

s'assembler de manière transitoire [56].  

 Néanmoins, l'organisation spatiale des enzymes en interaction reste sujet à débat. 

Deux théories existent : la première défendue par l'équipe de Jørgensen et al. [57]consiste en 

un rassemblement linéaire d'enzymes, impliquant qu'une seule voie de biosynthèse serait alors 

possible dans ce complexe. Un métabolon se formerait de façon à favoriser la biosynthèse 

d'une famille de composé, par exemple vers le développement d'anthocyanes lors de la phase 

de maturation de la plante. La seconde théorie, défendue par Ralston et al. [58] propose un 

modèle où les différentes enzymes, participant à plusieurs biosynthèses, sont empaquetées 

ensemble. Par exemple, ils émettent l'hypothèse d'un métabolon commun entre ces deux 

voies, comme le montre la Figure 14. 

 

Figure 14 : Représentation d'un métabolon qui serait à la fois impliqué dans la biosynthèse 

des flavonoïdes et dans celle des flavonols, d'après l'article de Ralston et al.[58] 
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 Il faut toutefois noter que malgré cette légère différence, les auteurs des deux revues 

sont en accord sur la plupart des points caractérisant ce type de complexe. 

 Le rôle des enzymes de type cytochrome P450 est double dans ce type de complexe. 

En effet, au delà de leur rôle catalytique dans la biosynthèse des flavonoïdes (exemple de la 

F3'H qui gère le degré d'hydroxylation du cycle B), elles servent aussi d'ancre à la membrane 

[58] pour le complexe multienzymatique par leur partie N-terminale qui est transmembranaire 

[59, 60]. Cette propriété des enzymes de type cytochrome P450 induit un phénomène de co-

localisation des protéines autour de la membrane (voir Figure 13 et Figure 14), propice à la 

formation des complexes supramoléculaires. De par cet ancrage, de nouvelles interactions de 

surface enzyme-membrane vont être créées, permettant d'apporter de la stabilité à ce 

complexe [61]. Ainsi, cette ancre serait donc la clé permettant au complexe d'exister 

suffisamment longtemps pour permettre la cascade de réactions chimiques. 

 La compréhension des mécanismes associés à la formation de ce métabolon, ainsi que 

de ses propriétés, passe par l'étude de 4 points: 

• Interactions entre enzymes 

• Mécanismes d'entrée et de sortie des composés 

• Interactions protéines/membrane 

• Réactivité enzymatique 

 Dans ce travail, nous avons choisi d'étudier le métabolon au travers d'un complexe de 

trois enzymes, qui regroupent l'ensemble des points clés cités. Les résultats pourront ainsi être 

extrapolées sur un complexe multienzymatique aussi important que la Figure 13, dont l'étude 

totale n'est pas réalisable. Nous avons donc choisi des enzymes qui nous permettront d'étudier 

tous les aspects de ce type de complexe. L'enzyme Flavonoide-3'-hydroxylase (F3'H) a été 

choisie pour permettre l'étude des interactions protéine/membrane. Nous avons ensuite décidé 

de choisir la dihydroflavonol-4-reductase (DFR), très étudiée car elle constitue la dernière 

étape commune entre la biosynthèse des anthocyanes et des proanthocyanidines. Enfin, la 

troisième enzyme choisie est la leucoanthocyanidine reductase (LAR), première étape 

réactionnelle vers la formation des tannins condensés. 
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III) Description des enzymes choisies pour l'étude 

III.1) La dihydroflavonol-4-réductase (DFR)  

 La dihydroflavonol-4-réductase est une enzyme composée de 329 acides aminés et 

appartenant à la classe des SDR (Short-chain dehydrogenases/reductase). Ce sont des 

enzymes qui catalysent plusieurs types de réactions (réduction, oxydation, isomérisation...), 

mais qui nécessitent la participation d'un cofacteur NADPH ou NADH [62, 63]. Même si le 

pourcentage d'identité sur toutes les SDR ne dépasse pas les 30%, les structures 

tridimensionnelles connues de ces enzymes montrent une haute conservation [64]. Par 

exemple, nous pouvons citer le site d'interaction du cofacteur, composé d'un motif riche en 

glycine (Gly-X3-Gly-X-Gly) et d'un motif structural de type "Rossmann Fold" (succession de 

6 feuillets béta parallèles couplés à deux paires d'hélices alpha [65]) conservé dans plus de 

80% des SDR cristallisés. Le site actif est grandement conservé, notamment trois acides 

aminés : une sérine, une tyrosine et une lysine, qui constituent la triade catalytique essentielle 

à la réactivité des SDR. Le motif est de type Ser.....Tyr-X3-Lys et est conservé dans plus de 

80% des SDR, mais l'absence de l'acide aminé tyrosine n'est pas forcément synonyme de non-

fonctionnement de l'enzyme. En effet, elle peut être remplacée par une histidine dans certains 

organismes [66]. Cette triade intervient dans le mécanisme par une cascade de transfert de 

protons, impliquant la tyrosine, le cofacteur et la lysine [67]. La sérine permet quand à elle la 

création d'une liaison hydrogène qui stabilise la fonction réactive du substrat. Dans certaines 

SDR, on peut même parler de tétrade catalytique avec la présence d'une asparagine aidant à la 

reprotonation de la lysine après réaction, mais ce cas reste rare [63]. Les connaissances sur les 

différents protagonistes de la réaction sont ainsi bien renseignées, mais pour le moment nous 

ne savons pas si le mécanisme est par étape ou concerté. 

 En 2007, Petit et al. ont cristallisé l'enzyme DFR présente dans l'organisme Vitis 

vinifera [68] sous la forme d'un complexe ternaire (c'est à dire co-cristallisé avec le cofacteur, 

NADP+ et un substrat connu, la dihydroquercétine, voir Figure 15). Le site actif a pu être 

ainsi caractérisé, mais également les domaines de liaison du cofacteur et du substrat. La triade 

catalytique est composée de la sérine 128, la tyrosine 163 et la lysine 167. Les résidus de 

reconnaissance de la dihydroquercétine sont la glutamine 227 et l'asparagine 133. Des études 

de mutagénèse dirigée montrent que la mutation du résidu 133 hautement conservé ( en 

aspartate ou leucine) modifie grandement la sélectivité de DFR vis-à-vis de ses substrats. 

L'asparagine permettrait une sélectivité de la dihydroquercétine par rapport au 
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 Le cofacteur NADPH transfert un hydrogène sous forme d'hydrure de manière 

stéréospécifique (configuration de type pro-S) sur le groupement cétone, ce qui implique sa 

réduction en alcoolate. Ce groupement sera ensuite protonné en hydroxyle selon un 

mécanisme basé sur une cascade de transfert de protons impliquant la tyrosine 163, le 

NADPH une seconde fois et enfin la lysine 167. La sérine 123 de la triade interagit avec le 

groupement cétone afin de le préparer à la réaction.  

 D'autres cristaux de DFR ont également été obtenus (PDB id : 3C1T et 3BXX). Basée 

sur leur structure, une inhibition de l'activité de l'enzyme peut être envisagée par interaction 

avec des flavonols [70]. Enfin, une étude cinétique récente montre que l'excès de 

dihydroquercétine peut être également un facteur d'inhibition de l'enzyme, par formation d'un 

complexe enzyme-dihydroquercétine abortif ou d'un complexe ternaire non productif [71]. Ce 

dernier point sera abordé dans ce document au sein d'une partie annexe. 

III.2) La leucocanthocyanidine réductase (LAR) 

 La leucoanthocyanidine réductase est une enzyme composée de 346 résidus, et qui 

appartient à une sous famille de réductase dérivée des SDR, les PIP (Pinoresinol–lariciresinol 

reductase, Isoflavone reductase, et Phenylcoumaran benzylic ether reductase like) [72]. Le 

point commun principal des trois enzymes qui composent cette famille est leur capacité de 

clivage d'une liaison carbone-oxygène liée à un para-phénol. Cette réaction est assez éloignée 

des réactions classiques des SDR, qui consistent en une réduction d'une double liaison C-C ou 

C-O en simple liaison. Une autre caractéristique de cette sous famille d'enzymes est l'absence 

de la triade catalytique, contrairement aux autres SDR. La tyrosine et la lysine sont les seuls 

résidus présents de la triade, la lysine possédant un rôle catalytique important [73]. 

 Dans leur étude, Maugé et al. [74] ont cristallisé LAR sous trois états :  

• une forme apo de l'enzyme, c'est à dire vide de tout partenaire biologique (PDB ID : 

3I5M)  

• une structure avec seulement le cofacteur (PDB ID : 3I6I). 

• un complexe ternaire enzyme/NADPH/catéchine (le produit de la réaction) (PDB ID : 

3I52). Elle est représentée sur la Figure 17.  



Figure 17 : Structure de LAR correspondante au
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: Structure de LAR correspondante au fichier PDB 3I52. A droite, un zoom sur le 
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: Mécanisme proposé par Maugé et al. pour la transformation de leucocyanidine 

en catéchine. Tiré de la ref [74]. 
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III.3) La flavonoide-3'-hydroxylase (F3'H)  

 L'enzyme flavonoide-3'-hydroxylase est composée de 509 acides aminés et appartient 

à la famille des cytochromes P450 (CYP). C'est une famille de protéines très répandue dans le 

vivant et qui catalyse généralement des réactions d'oxydation. Elle permet la synthèse de 

molécules vitales pour l'Homme (Vitamine D, œstrogène, testostérone... ). Dans le 

métabolisme de drogues, 75% des réactions mises en jeu impliquent une enzyme de type 

cytochrome P450 [75]. A ce jour, plus de 18 classes de cytochromes P450, basées sur la 

nature de leurs substrats, ont été identifiées dans le corps humain, et pas moins de 18000 

protéines différentes réparties dans tout le monde du vivant, y compris les virus, ont pu être 

découvertes [76]. Tous les membres de cette famille ont une identité de 40% sur leur 

séquence primaire, ainsi que des caractéristiques structurales très proches. Dans les 

organismes eucaryotes, les enzymes de type CYP sont toutes liées à la membrane par leur 

partie N-terminale [59, 77]. Seules les cytochromes bactériennes n'interagissent pas avec la 

membrane. La Figure 19 représente la structure obtenue par diffraction de rayons X d'une 

enzyme de type cytochrome P450 (la cytochrome humaine P450 1A2 [78]). Nous pouvons 

noter que la partie N-terminale est tronquée (voir Figure 19 en rouge) car elle empêche de 

manière systématique la cristallisation des enzymes de cette catégorie.  

 

Figure 19 : Structure cristallographique de l'enzyme humaine Cytochrome P450 1A2. La 

partie N-terminale, transmembranaire, n'est pas représentée car non présente dans la 

structure, mais devrait être reliée à la partie entourée en rouge. 
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 Ces enzymes possèdent toutes un groupement hème dans leur site actif qui va être le 

principal donneur d'électrons (grâce à son atome de fer) dans les réactions d'oxydations. Ce 

cofacteur est lié à l'enzyme par une liaison de coordination avec un atome de soufre d'une 

cystéine, ainsi que par des interactions ioniques. Toutes les enzymes de type cytochrome P450 

utilisent de manière générale un donneur d'électrons externe pour finaliser la réaction 

(cytochrome P450 réductase possédant en son sein une molécule de NADPH réalisant le 

transfert d'électrons [58]). La réaction fait intervenir l'atome de fer au centre du groupement 

hème.  

 A ce jour, plus de 60 structures de cytochromes P450 ont été cristallisées et résolues, 

la plupart issues du corps humain et des bactéries [79]. Malheureusement, la structure 

cristallographique associée à la flavonoide-3'-hydroxylase est manquante. Son rôle n'est 

pourtant pas à négliger : au delà de la catalyse de la réaction d'hydroxylation du cycle B des 

flavonoïdes, elle participerait à la stabilisation d'un possible métabolon en jouant le rôle 

d'ancre à la membrane. 

IV) Apport de précédentes études théoriques à la 

compréhension de la biosynthèse des flavonoïdes. 

 Le travail présenté ici consiste donc en l'étude de ces trois enzymes (DFR,LAR et 

F3'H), afin de proposer un premier modèle d'un métabolon réduit. L'objectif est de 

comprendre quels sont les mécanismes mis en jeu lors des phénomènes associés, comme par 

exemple le processus de "substrate channeling". Pour cela, l'utilisation de méthodes 

théoriques permet d'apporter un nouvel éclairage sur ces points difficiles à appréhender 

expérimentalement. L'application de méthodes de chimie et de biochimie théoriques à par 

ailleurs déjà permis l'explication de plusieurs phénomènes associés à la biosynthèse des 

flavonoïdes. 

 La diversité des méthodes de chimie théorique existantes (chimie quantique, 

modélisation moléculaire, méthodes hybrides...) permet de traiter et de comprendre de 

nombreux aspects de la biosynthèse, que ce soit l'étude d'intermédiaires biosynthétiques, 

l'étude des enzymes ou encore leur réactivité. Dans le cadre de la biosynthèse des flavonoïdes, 

certaines enzymes ont fait l'objet d'études théoriques sur lesquelles nous nous sommes 

appuyées pour établir nos hypothèses de travail. Les méthodes les plus utilisées sont les 

protocoles de reconstruction par homologie, afin d'obtenir des structures non cristallisées et 
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les calculs de chimie quantique et/ou de type hybride QM/MM afin d'étudier la réactivité et 

les mécanismes enzymatiques. 

 En ce qui concerne CHI, de nombreuses études mécanistiques ont été réalisées sur la 

réaction enzymatique. L'enzyme, cristallisée en 2000 par l'équipe de Jez et al. [80], catalyse 

un réarrangement interne stéréospécifique de la chalcone pour former les 2S-flavanones (cf 

Figure 3). Ce réarrangement constitue un mécanisme simple à étudier car il ne fait pas 

intervenir de cofacteur, seulement l'enzyme et la molécule [81]. Ainsi, ce type de réaction est 

une étude de choix pour l'application de différentes théories associées aux mécanismes 

enzymatiques : la théorie du NAC (Near-attack conformer [82]) et la théorie de l'état de 

transition. Dans l'étude de Ruiz-Pernia  et al. [83], les auteurs ont montré, par l'utilisation de 

protocoles hybrides QM/MM, que l'enzyme favorisait de manière intéressante uniquement 

l'isomérisation des composés S-trans des chalcones, qui sont les moins stables en milieu 

aqueux d'après leurs calculs. Ils démontrent également que l'enzyme diminue de manière 

importante la barrière énergétique associée au réarrangement du substrat par la stabilisation de 

l'atome de carbone C2 qui, portant une charge δ- durant la réaction, se verra être stabilisé par 

interaction avec la lysine 97 du site actif. Par la suite, cette équipe a publié une nouvelle étude 

sur le mécanisme et notamment sur les effets électrostatiques de l'environnement sur la 

réaction [84]. La nouveauté provient de la prise en compte du potentiel électrostatique crée 

par l'environnement sur le nucléophile en tant que coordonnée de réaction. Cela a permis de 

démontrer que l'enzyme possède des caractéristiques électrostatiques optimales pour le 

déroulement du réarrangement de Claisen. 

 Le mécanisme des enzymes 2-oxoglutarate dépendante, comme l'ANS, a été 

grandement étudié dans le domaine de la chimie quantique. Le mécanisme de la réaction, 

faisant intervenir un oxoglutarate mais également un ion Fe2+, reste un sujet de débat [85, 86]. 

Les possibilités sont nombreuses et l'oxydation de la molécule peut être réalisée sur l'atome de 

carbone C3 ou C4. En 2006, une étude théorique de Nakajima et al. [87] montre à l'aide de 

méthodes de chimie quantique (niveau de calcul B3LYP/3-21G**) que l'oxydation se fera 

préférentiellement sur l'atome de carbone C4, même si les deux hypothèses sont possibles. Par 

ailleurs, l'état de spin du fer sera quintet et non triplet. L'oxydation sur l'atome de carbone C4 

induit la formation de la dihydroquercetine à partir de la leucocyanidine (le substrat de 

l'ANS). Cela constitue une réaction différente de ce à quoi on s'attendait. Il est ainsi démontré 

que la formation des pigments des plantes, les anthocyanidines, ne sont qu'une réaction 

secondaire de l'ANS qui catalyse la formation de DHQ de manière majoritaire. Ces derniers 
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peuvent à nouveau réagir, selon un deuxième cycle catalytique, pour donner des flavonols et 

notamment la quercétine. 

 La quercétine est le membre le plus prédominant de la famille des flavonols, ce qui en 

fait un parfait cas d'étude de la solubilité de cette famille. Chebil  et al. [88] ont calculé les 

propriétés de solubilité de la molécule dans différents solvants. La méthodologie développée, 

utilisant des calculs d'énergie libre avec prise en compte des effets d'empilement des 

molécules, permet de déterminer de manière précise les solubilités dans différents solvants. 

Ici, les valeurs obtenues par ces calculs sont très proches des valeurs expérimentales, validant 

ainsi le protocole et permettant de pouvoir l'utiliser dans le but de prédire la solubilité dans 

des cas plus complexes. 

 Le mécanisme d'oxygénolyse de la quercétine est également une réaction d'intérêt de 

par la nature de la dioxygénase utilisée. En effet, la quercétine 2,3-dioxygénase, cristallisée en 

2002, est la seule représentante de cette famille qui possède un atome de cuivre comme 

cofacteur [89, 90]. Généralement, les dioxygénases possèdent un atome de fer, parfois un 

atome de manganèse ou de magnésium. Deux études utilisant les méthodes de chimie 

quantique proposent une description du mécanisme. Fiorucci et al. proposent [91], via 

l'utilisation d'un modèle simplifié de l'enzyme, un mécanisme passant par une cycloaddition 

de type 1,3, même si la réaction de type 1,2 est apparemment facilitée. Cependant, la position 

nécessaire à la réalisation de cette dernière n'est obtenue ni par le docking réalisé, ni 

expérimentalement. Siegbahn poursuit ce travail par l'étude du mécanisme complet de la 

quercetin 2,3-dioxygenase par le biais de méthodes de type DFT, permettant ainsi la 

résolution du mécanisme enzymatique [92]. 

 Les propriétés antioxydantes et antiradicalaires étant l'intérêt principal des flavonoïdes 

et des polyphénols en général, la recherche sur leur mécanisme d'action est très active [34, 93-

95]. Ces travaux démontrent le potentiel anti radicalaire de différentes molécules (daidzein 

comme isoflavone, quercétine pour les flavonols et isoorientine pour les flavones), par 

l'utilisation de diverses méthodes comme l'étude d'orbitales frontières, le potentiel 

électrostatique, ainsi que la réaction avec des radicaux OH.. Concernant le daidzein, l'étude 

utilise la dynamique réactionnelle par méthode QM/MM afin de prendre en compte les effets 

du solvant sur les propriétés anti-radicalaires.  

 Pour la chalcone synthase, de nombreux travaux ont été réalisés afin d'en étudier tous 

les aspects. Au delà des études cristallographiques déjà citées auparavant [37, 38], qui ont 
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permis une proposition de mécanisme associé à la formation des chalcones, une étude de 

modélisation par homologie de différents mutants de l'enzyme CHS de l'organisme 

Arabidopsis thaliana a été réalisée [96]. Les auteurs tentent de proposer une explication 

rationnelle sur l'impact des mutations sur la structure de l'enzyme par la modélisation de ces 

différents mutants. Même si elles se situent loin du site actif, elles ont un rôle important sur la 

structuration de ce dernier. Dans certains cas, la mutation (par exemple W174P; tryptophane 

en proline) permet d'éviter une accumulation de flavonoïdes dans le site actif, alors que cette 

mutation ne concerne pas directement cette partie de l'enzyme. Cela montre que le 

réarrangement structural, induit par cette mutation, en est la cause. A ce jour, rien n'a été 

réalisé sur l'étude mécanistique de l'enzyme à partir des propositions données par la structure 

cristallographique de CHS. 

 Au vu de l'importance de la famille des SDR, de nombreuses études ont été réalisées, 

notamment sur la triade catalytique de cette famille. Des études de reconstruction par 

homologie couplées à de la mutagénèse dirigée démontrent le rôle important de la triade 

catalytique pour l'interaction du substrat avec l'enzyme mais également dans la réactivité de 

celle-ci [97]. Une autre étude de Gani et al. [67] montre par des simulations de dynamique 

moléculaire couplées à des calculs de docking que la lysine reste de manière constante sous 

forme protonnée. La tyrosine peut, quand à elle, exister sous la forme tyrosinate (pKa diminué 

par la présence de la lysine), permettant de proposer de nouvelles hypothèses pour la 

conception de nouveaux inhibiteurs pour les SDR. Cependant, la sérine ne joue que le rôle de 

stabilisation du substrat par liaison hydrogène. 

 Les flavonols sont obtenus grâce à l'action de l'enzyme flavonol synthase (FLS). Les 

laboratoires de génétique se sont beaucoup intéressés à cette enzyme. Notamment, Fujimoto 

et al. utilisent, en complément des analyses des gènes codant la FLS, des méthodes de 

modélisation par homologie afin de reconstruire cette enzyme à partir de la structure 

cristallographique de l'anthocyanidine synthase d'Arabidopsis thaliana [98]. Il apparaît que le 

génome de cet organisme peut coder 5 types de FLS différentes, mais seulement une seule 

d'entre elles possède des propriétés catalytiques. En se basant sur les séquences des différentes 

FLS, la partie en N-terminale constituée de 30 acides aminés est retrouvée dans la FLS 

catalytique et dans toutes les dioxygénases présentes dans Arabidopsis thaliana, mais n'est 

pas identifiée dans les autres FLS. La reconstruction par homologie montre que la structure 

globale des cinq types de FLS est pratiquement identique (RMSd faible) mais des différences 

substantielles apparaissent, notamment sur les résidus coordinant le métal nécessaire à la 
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propriétés intrinsèques à ce complexe seront étudiés par le biais de l'application de différentes 

méthodes avancées constituant l'état de l'art dans les domaines abordés (réactivité 

enzymatique, interaction protéine-protéine, "substrate channeling", interaction protéine-

membrane).  
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 De par sa constitution impliquant de nombreux partenaires biologiques tels que 

substrats, cofacteurs, enzymes, membrane cellulaire... un métabolon se révèle être une 

machinerie moléculaire complexe ne pouvant être modélisée par un seul type de protocole 

théorique. Dans cette première étude de ce type de structure, qui se veut avant tout être 

exploratoire, nous allons analyser les différentes facettes de la reconstruction et du 

comportement dynamique d'un tel système multienzymatique impliqué dans la biosynthèse 

des flavonoïdes. Les protocoles employés et les résultats analysés seront développés dans les 

différents chapitres de ce manuscrit. Afin de pouvoir appréhender de manière complète ce 

complexe, nous devons analyser plusieurs points cruciaux, notamment : 

1. les interactions entre protéines et membrane 

2. les interactions entre différentes protéines 

3. les mécanismes d'entrée-sorties des composés 

4. la réactivité associée aux enzymes 

 

 1) L'ancrage à la membrane de ce système multienzymatique est fortement dépendant 

de l'interaction de l'un de ses composants avec les molécules constituant la double couche 

lipidique. Cet ancrage permet de définir une place fixe à une des protéines. Ainsi, l'association 

d'une autre enzyme ne sera fonction que de la diffusion de cette dernière, en considérant en 

première approximation une membrane fixe. Lors de l'association des autres enzymes, un 

deuxième effet d'intérêt pourrait intervenir. En effet, il est possible que les enzymes non-

ancrées puissent montrer une zone d'affinité forte avec la membrane lipidique, par des 

interactions en surface. L'association pourrait alors être considérée selon une interaction à 

trois corps et plus simplement comme un "simple" arrimage protéine/protéine. Nous devons 

donc prédire si ces entités se lient à la surface lipidique. Pour cela, le serveur OPM 

(orientation of protein in membrane) peut nous donner quelques clés afin d'anticiper la 

position de l'enzyme considérée (en surface ou au cœur de la membrane en cas de protéine 

transmembranaire) [102]. Bien que la structure tridimensionnelle de l'enzyme F3'H ne soit pas 

connue, il est possible d'en proposer une à l'aide de protocole de reconstruction par 

homologie. En se basant sur les structures des cytochromes P450 déjà existantes, et dont 

l'alignement entre séquences primaires présente des taux d'identité et d'homologie 

satisfaisants, le logiciel MODELLER [103] permet de reconstruire la structure de l'enzyme 

considérée. Après vérification de la pertinence de la structure, celle-ci est validée comme 

étant utilisable pour la prédiction de l'interaction avec la membrane. Ces modèles en 
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interaction devront être soumis à des protocoles de dynamique moléculaire afin d'en estimer 

la stabilité et de pouvoir en tirer un mode d'interaction privilégié. 

 2) Les interactions entre protéines constituent le point central de l'étude du métabolon. 

La prédiction des structures multiprotéiques est en effet cruciale pour la pertinence de 

l'analyse des phénomènes de "substrate channeling", qui implique que les molécules suivent 

un chemin établi entre les sites actifs sans avoir à subir de long processus diffusifs dans 

l'espace cytosolique. Ces complexes multienzymatiques ont été obtenus par l'application du 

protocole ATTRACT [104-106]. Dans ce protocole, un champ de force de type knowledge-

based potential est utilisé. Il a été développé sur la base d'une représentation gros grain des 

acides aminés des protéines et, en plus de permettre une diminution du temps de calcul, mène 

à des familles de solutions clairement différenciées en fonction de leurs caractéristiques 

d'interaction. En résumé, il permet de rejeter plus clairement les solutions menant à de faibles 

énergies de stabilisation ou à des interactions défavorables. Plus de 10000 structures peuvent 

être ainsi générées. Malgré tout ici, nous ne pouvons baser notre recherche que sur les 

résultats obtenus par ce protocole. En effet, si nous partons du postulat que les enzymes en 

interaction doivent permettre une diffusion aisée des substrats/produits d'un site actif au 

suivant, il est alors nécessaire d'inclure cette contrainte dans le choix final de la structure 

protéine/protéine. Afin de biaiser au minimum nos choix, deux types de procédures ont été 

utilisées et comparées : une analyse énergétique, c'est à dire les meilleures poses de docking, 

suivie par un raffinement structural (recherche de solutions préservant une proximité spatiale 

des sites actifs) ou, à l'inverse, la production de structure de docking en excluant certaines 

zones d'interaction, suivie cette fois-ci, d'un choix basé sur une analyse énergétique. 

L'application de protocole de dynamique moléculaire sur ces structures hypothétiques a 

permis d'en tester la stabilité et, au final, de converger vers une structure compatible à la fois 

avec une interaction forte et des probabilités de diffusion de molécules. 

 3) Dès lors, la caractérisation des voies d'accès aux sites actifs devient un élément 

central de la définition de ces interactions protéine/protéine. Elle a été réalisée par 

l'application de la méthode du RAMD (Random acceleration molecular dynamic [107]). Le 

principe est d'appliquer sur le substrat une accélération aléatoire dans une direction de 

l'espace, le but étant de le forcer à quitter sa position initiale pour explorer de nouvelles 

conformations. L'intérêt principal est de partir d'une structure dans laquelle le substrat est dans 

le site actif, puis de lui appliquer l'accélération afin de détecter quel chemin il suit afin de 

sortir du cœur de l'enzyme. Il est alors possible d'étudier les voies de diffusion des 
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produits/substrats d'un site actif à l'autre. Pour cela, la méthode de choix serait 

d'échantillonner le comportement de ceux-ci le long d'une trajectoire de dynamique 

moléculaire suffisamment longue pour que le transfert soit effectif. Hélas, ces simulations 

sont relativement coûteuses en temps de calcul pour un temps simulé effectif "relativement" 

court. Ces diffusions sont dépendantes de nombreux facteurs. On peut noter parmi eux 

l'implication de molécules d'eau qui viendraient perturber les interactions substrat/enzyme 

mais aussi, à une autre échelle, les processus allostériques appliqués à chaque enzyme et 

découlant de leurs interactions réciproques. Cela permet d'obtenir des informations sur le 

profil énergétique lié au chemin considéré. 

 4) Enfin, il est intéressant de se pencher sur la réactivité de chacune de ces enzymes. 

Chacune d'entre elles catalyse une réaction qui lui est propre et cette réaction peut être 

modulée par son interaction avec les autres enzymes. On parle alors d'effets allostériques. En 

effet, l'interaction d'une protéine avec une autre peut provoquer des changements structuraux 

globaux et locaux, légers ou importants, et qui peuvent alors modifier l'architecture du site 

actif de l'enzyme considérée.  

 Comparé à une réaction se déroulant dans un milieu aqueux par exemple, le site actif 

enzymatique constitue un milieu propice aux réactions chimiques. En effet, la mise en contact 

des différents protagonistes, ainsi que les effets électrostatiques, dynamiques et stériques de 

l'environnement de la protéine, induisent de grandes modifications sur le déroulement de la 

réaction. C'est pourquoi la prise en compte de la totalité de ces effets est nécessaire pour 

réaliser une étude pertinente d'une réaction enzymatique. A ce titre, la mécanique quantique 

ne peut prétendre à une étude pertinente de ce genre de réaction, car la prise en compte d'un 

très grand nombre d'atomes rendra impossible la réalisation du calcul dans des échelles de 

temps acceptables. La mécanique et la dynamique moléculaire, quant à elles, sont capables de 

permettre la modélisation de systèmes biologiques entiers, mais ne décrivent pas la densité 

électronique associée, et donc ne permettent pas non plus l'étude de la réactivité de l'enzyme. 

Nous devons donc utiliser des méthodes hybrides de type DM-QM/MM, qui sont des 

méthodes à l'état de l'art pour l'analyse de la réactivité enzymatique. Ces dernières allient la 

prise en compte d'une partie quantique pour permettre la réaction, entourée d'un 

environnement traité en mécanique classique afin de considérer l'influence du milieu 

enzymatique ainsi que le caractère dynamique associé au système [108].  



 Dans notre étude, la dihydroflavonol

métabolon réduit à 3 enzymes. Nous allons donc observer la diffusion de molécules à partir 

F3'H vers DFR, puis la diffusion du produit de la réaction de cette dernière vers LAR. L'étude 
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reductase joue le rôle de pivot dans notre 

métabolon réduit à 3 enzymes. Nous allons donc observer la diffusion de molécules à partir de 

F3'H vers DFR, puis la diffusion du produit de la réaction de cette dernière vers LAR. L'étude 

du mécanisme enzymatique lié à DFR est donc primordiale pour assurer la continuité de 

flavonoïdes. L'ensemble 

de ce travail permet ainsi d'appréhender tous les phénomènes associés à la formation d'un 

résume de manière schématique l'ensemble des études effectuées sur 
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seront présentés nos résultats sur les interactions entre F3'H et la membrane cytosolique, ainsi 

que nos premiers modèles de métabolon à 3 corps. Enfin une dernière partie annexe 

présentera un modèle expliquant un phénomène d'inhibition par excès de substrat associée à 

l'enzyme DFR. 
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 Comme indiqué précédemment, l'étude de tous les aspects caractérisant une structure 

telle que le métabolon requiert l'utilisation d'un large éventail de méthodes théoriques. Nous 

aborderons ici une description des méthodes utilisées pour la réalisation de ce travail. 

I) Modélisation Moléculaire 

 Basée sur les principes de la mécanique classique de Newton, l'application de la 

mécanique moléculaire permet de représenter un système à l'échelle atomique et d'en calculer 

l'énergie. Réaliser ce calcul pour différentes conformations de la structure considérée permet 

de caractériser différents points de la surface d'énergie potentielle associée au système. 

Chaque point de la surface est donc associé à une probabilité d'échantillonnage, ce qui induit 

la création d'une statistique de rencontre des conformations du système. Cette méthode de 

calcul se base sur la sommation de différents termes et est très utilisée pour la description de 

systèmes de taille importante, excédant le millier d'atomes [109, 110]. Dans ce paradigme, 

l'énergie potentielle d'un système est donnée par la relation suivante : 

������������ = ���é� + ����	��é�  (Équation 1) 

avec  

���é� 	= 	�������� 	+ 	������ 	+ 	���è���  (Équation 2) 

et 

����	��é� = �é�������������� + ���� (Équation 3) 

 Les termes d'énergie "liée" correspondent aux contributions des liaisons, angles et 

angles dièdres. Les atomes sont considérés comme des sphères non déformables, possédant 

une charge et un rayon de van der Waals. Les liaisons qui relient les atomes, ainsi que les 

angles associés, sont représentés par des potentiels harmoniques. Les angles dièdres sont 

quand à eux modélisés par une fonction sinusoïdale, qui permet la caractérisation de tous les 

états pouvant être échantillonnés par une torsion de ce type d'angle.  

�������� = �	(� − ���)
�  (Équation 4) 

������ = �(� − ���)
� (Équation 5) 

���è��� =
 !

�
	(1 + cos&'( − )*) (Équation 6) 
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 Eliaison, Eangle et Edièdre représentent les énergies de déformations des liaisons et angles 

considérés et de la rotation de l'angle dièdre correspondant. xeq  et θeq sont respectivement la 

distance à l'équilibre et l'angle à l'équilibre impliquant les atomes considérés. La constante de 

force du potentiel est donnée par la valeur de k (Vn dans le cas de l'angle dièdre). Plus celle-ci 

est élevée, plus la liaison (ou l'angle) que représente ce potentiel sera forte, impliquant une 

augmentation drastique de l'énergie en cas d'éloignement de la valeur d'équilibre. Pour l'angle 

dièdre, φ représente la valeur de l'angle dièdre tandis que γ représente la phase de l'angle. 

  Pour maîtriser l'ensemble de la physique du système, la prise en compte de termes 

d'énergie "non liée" est nécessaire afin de représenter les interactions entre atomes éloignés. Il 

s'agit de l'interaction électrostatique et les interactions de Van der Waals. 

�é�������������� =	+,�,-./�-
�
-0�  

  (Équation 7) 

 L'énergie électrostatique est calculée selon un potentiel de Coulomb, et est reliée à la 

constante diélectrique du milieu. Dans cette équation, i et j représentent deux atomes de 

charge respective qi et qj, séparés par une distance dij.  

���� =	+12�-/�-34� −	12�-/�-35�6-  

 (Équation 8) 

 Cette relation prend en compte les interactions entre atomes séparés de 3 liaisons 

minimum, ainsi que les interactions entre atomes non liés. Il permet de prendre en compte les 

interactions faibles dipôles-dipôles permanents (London), dipôles-dipôles induits (Debye) et 

dipôles induits-dipôles induits (Keesom), qui sont attractives et représentées par le terme en 

puissance 6, ainsi que les termes répulsifs entre atomes, décrits par le terme en puissance 12. 

σij représente la distance à l'équilibre entre les deux atomes i et j. 

 Les paramètres nécessaires à l'utilisation de cette méthode ont été déterminés 

expérimentalement (par spectroscopie RX par exemple) ou par des calculs de chimie 

quantique, et sont répertoriés dans un champ de force. Il existe un grand nombre de champs 

de force (AMBER, CHARMM, Martini...), qui sont utilisables selon la nature du système que 

l'on étudie. Dans notre cas de figure, le champ de force AMBER (plus particulièrement le 
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champ de force ff03.r1) [111, 112], qui s'applique aux molécules d'intérêts biologiques, a été 

utilisé pour cette étude.  

I.1) Minimisation d'énergie 

 L'étape de minimisation de l'énergie potentielle d'un système est cruciale dans le cadre 

de la préparation du modèle pour les simulations de dynamique moléculaire. Elle permet de 

corriger les défauts des structures initiales, mais également d'adapter le système au champ de 

force, et ainsi de trouver le minimum de la nouvelle surface d'énergie potentielle associée à la 

méthode utilisée. Le point de départ d'un modèle repose sur l'existence de structures 

cristallographiques (obtenues avec la cristallographie par rayons X ou par RMN), ou obtenue 

par des protocoles de reconstruction par homologie. La minimisation étant un processus 

différent de la simulation de dynamique moléculaire, dans lequel chaque point est décorrélé 

du suivant, aucune notion temporelle ou de température ne sont ici considérées. 

 La surface d'énergie potentielle représente le lien entre l'énergie du système et sa 

géométrie. Le principe général d'une minimisation est de modifier la géométrie du système 

(par déplacement d'atomes par exemple) afin que ce dernier puisse se déplacer sur la surface 

d'énergie et se retrouver dans un puits de potentiel. Pour cela, la dérivée de l'énergie est 

calculée afin de déterminer la pente de la surface. Ainsi, nous pouvons trouver quelle 

direction suivre pour diminuer l'énergie potentielle du système, de façon à se retrouver dans le 

puits d'énergie le plus proche. La Figure 22 représente de manière schématique le principe de 

la minimisation. Différents algorithmes existent pour permettre la minimisation de l'énergie : 

la méthode de la plus grande pente (Steepest-descent) et la méthode du gradient conjugué.   

 

 

Figure 22: Schéma du principe de minimisation. 
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I.1.a) Méthode de la plus grande pente / Steepest-descent 

 Cette méthode consiste à rechercher la direction de plus grande pente selon laquelle la 

fonction E(X) représentant l'énergie décroît la plus fortement. La direction de recherche Dk est 

donnée par l’opposé du signe du gradient de l’énergie : 

7889: =	−∇�89�<:�   (Equation 9) 

 Le pas α, définissant l'écart entre deux calculs, est ajusté pour chaque itération, et sera 

augmenté si la direction est accompagnée d'une diminution de l'énergie, diminué dans le cas 

contraire. Chaque direction calculée pour s'approcher du minimum d'énergie est orthogonale à 

la précédente. Le nouveau vecteur coordonnée 1kr +
r

est calculé en utilisant le vecteur 

coordonnée kr
r

de l’étape précédente, de αk ainsi que de la direction de recherche kD
r

 :  

1k k k kr r Dα+ = +
rr r

 
(Equation 10) 

 Cet algorithme a le mérite d’être rapide et peu coûteux en mémoire. Néanmoins, il 

rencontre des problèmes de convergence lors de l’approche d'un minimum où des oscillations 

de géométrie autour du minimum d'énergie peuvent alors apparaître.  

I.1.b) Gradients conjugués 

 Cette autre méthode prend en compte les étapes précédentes afin de définir plus 

précisément la direction de recherchekD
r

. Cette direction est calculée en tenant compte de la 

direction 1kD −

r
 en utilisant la relation suivante  : 

7889: =	−=�89�<:� +	 ∇�89><�:�?@ . ∇E889�<�:��∇�89�<:C4�@ . ∇�89�<:C4�7889:C4 
 (Equation 11) 

 L’intérêt de cet algorithme (algorithme de Fletcher-Reeves qui est utilisé dans 

AMBER[113]) est d’éviter une oscillation de la géométrie du système autour de celle associée 

au minimum d'énergie. Il permet également d’accélérer la convergence puisque la direction 

est ajustée à chaque cycle, afin d'optimiser la recherche du minimum d'énergie. Cet 

algorithme présente deux principaux inconvénients. Tout d'abord, il est peu efficace pour 

éliminer les défauts structuraux comme des contacts entre atomes. D’autre part, la méthode 

des gradients conjugués possède un effet mémoire important (chaque nouvelle direction 
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dépend de toutes les anciennes), ce qui implique que si la structure initiale possède beaucoup 

de défauts, le résultat n'en sera que moins fiable. Il est préférable donc de ne pas utiliser 

uniquement cette technique pour la recherche d'un minimum. De manière générale, une 

combinaison de la méthode du Steepest-Descent, afin de déterminer rapidement la direction à 

prendre, avec la méthode du gradient conjugué, est utilisée pour trouver de manière plus 

précise la structure correspondant au minimum d'énergie local le plus proche de la structure 

initiale de la surface d'énergie potentielle. 

I.2) Dynamique Moléculaire 

 La simulation de dynamique moléculaire est un outil qui permet l'étude de l'évolution 

du comportement dynamique de systèmes en fonction du temps. Cette méthode peut jouer un 

rôle prédictif sur de nombreux phénomènes (interaction ligand-récepteur, diffusion de 

molécules, formation de structures biologiques complexes, etc...). Elle obéit à la loi de 

Boltzmann, ce qui implique que les états de haute énergie sont difficilement échantillonnés. 

Cela signifie que les changements de conformation (le passage d'un puits de potentiel à un 

autre) sont rarement observés (ils sont d'ailleurs appelés "événements rares"). Le seul moyen 

d'augmenter la probabilité d'observer ces transitions est d'allonger autant que faire se peut le 

calcul, d'ou l'intérêt de réaliser de longues simulations.  

 Le caractère probabilistique des calculs de dynamique moléculaire permet l'application 

de l'hypothèse ergodique. Cette hypothèse stipule qu'une grandeur obtenue par simulation de 

dynamique moléculaire (découlant donc d'une moyenne et d'un échantillonnage suffisamment 

long des conformations d'un seul représentant du système) est comparable à une valeur 

moyennée de cette grandeur sur un grand nombre d'individu obtenue de manière instantanée. 

Il nous est donc possible de déterminer, en plus du comportement dynamique, des critères 

supplémentaires comme des énergies d'interaction dans le cas d'un complexe ligand-récepteur, 

et de les comparer directement à l'expérience.  

 Le système étant défini par la mécanique classique, la simulation de son 

comportement dynamique est assurée par l'application de la deuxième loi de Newton pour le 

déplacement des atomes. La seconde loi de Newton relie la somme des forces appliquées sur 

le système à son accélération. ∑E9 = F	 G9   (Équation 12) 

Sachant que les forces appliquées sur le système sont directement liées au gradient de 

l'énergie calculé précédemment : 
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E9 = −∇889	EHIHJèK�   (Équation 13) 

 Dans les simulations de dynamique moléculaire, l'énergie du système est la somme de 

l'énergie potentielle (calculée par les équations précédemment citées de modélisation 

moléculaire) et de l'énergie cinétique des atomes.  

��L��èM� =	������������ + ����é�����   (Équation 14) 

On peut ainsi réécrire l'Equation 12 comme suit: 

−/��L��èM�/<� = F� /�<�/N�  

 (Équation 15) 

 Cette transformation de la seconde loi permet de relier la dérivée de l'énergie du 

système à ses coordonnées. Cette équation peut être intégrée afin de calculer en chaque point 

de la simulation les nouvelles coordonnées et construire ainsi une évolution du comportement 

dynamique du système. L'intégration de la loi de Newton repose sur l'utilisation du théorème 

de Taylor, qui permet d'approximer la dérivée d'une fonction à un polynôme.  
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δδ δ
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+ = + + + ⋅⋅⋅
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+ = + + + ⋅⋅⋅
 

(Equation 16) 

 L'intégration nécessitant la définition d'un intervalle entre deux valeurs, on définit le 

pas d'intégration δt comme étant l'écart entre la valeur initiale au temps t et la valeur au temps 

t1 (égale à t + δt). Le principe est donc de calculer les coordonnées au temps t, puis d'utiliser 

un algorithme pour calculer la nouvelle position au temps t+ δt, ainsi que les vitesses des 

différents atomes, jusqu'à l'obtention du temps de simulation voulu. Différents types 

d'algorithmes peuvent être utilisés afin d'automatiser l'intégration de la seconde loi de 

Newton. Les deux plus utilisés sont présentés ci-après. 

I.2.a) Algorithme de Verlet 

 Cet algorithme prend en compte les positions et accélérations aux temps t – δt et t pour 

calculer les positions au temps t + δt. 
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( ) ( ) ( ) ( )

( ) ( ) ( ) ( )

2

2

2

2

t
r t t r t v t t a t

t
r t t r t v t t a t

δδ δ
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− = − +
 (Equation 17) 

En additionnant les deux équations, on obtient alors la position au temps t + δt : 

( ) ( ) ( ) ( ) 22r t t r t r t t a t tδ δ δ+ = − − +
  

(Equation 18) 

 L’algorithme de Verlet n’utilise donc pas les vitesses pour calculer les nouvelles 

positions. C'est une méthode extrêmement stable, qui est réversible, qui ne nécessite pas 

d’importantes ressources de mémoire et procure un temps de calcul rapide. 

I.2.b) Algorithme Leapfrog 

Le principe de cet algorithme est de diviser le pas d'intégration par deux, cela afin d'être plus 

précis dans le calcul des nouvelles coordonnées. Les vitesses sont calculées au temps t + ½δt 

et utilisées pour calculer les positions au temps t + δt. 

( )

( )

2 2 2 2 2

2 2 2 2 2

t t t t t
r t r t r t v t
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r t t r t r t v t

δ δ δ δ δ
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     = + − = + − +     
     

     + = + + = + + +     
       

(Equation 19) 

En soustrayant les deux équations on obtient alors l’expression de la position au temps t + δt : 

( ) ( )
2

t
r t t r t v t t

δδ δ + = + + 
    

(Equation 20) 

Les vitesses au temps  t + ½δt sont calculées selon là partir des valeurs des vitesses au temps  

t - ½δt et des accélérations au temps t : 

( )
2 2

t t
v t v t a t t

δ δ δ   + = − +   
   

  (Equation 21) 

De la même manière que l'algorithme de Verlet, l'algorithme Leapfrog présente les propriétés 

de réversibilité et de stabilité. De plus, il permet d'apporter de la précision dans le calcul des 

positions par l'utilisation de pas d'intégration plus petits mais peut entraîner en contrepartie 

une perte de la corrélation entre les positions et les vitesses, donc des divergences dans le 

calcul. Cet algorithme est celui que nous avons utilisé avec la suite de logiciel AMBER.  
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I.2.c) Pas d'intégration 

 Les calculs ne pouvant être effectués de manière continue, il faut intégrer l'équation du 

mouvement de manière régulière durant un intervalle de temps δt. Cette variable s'appelle le 

pas d'intégration. Si cet intervalle de temps est trop grand, le temps de simulation final sera 

très grand, mais l'accumulation d'erreurs sur l'intégration sera proportionnelle au nombre total 

d'étapes d'intégration de la loi de Newton. La mauvaise prédiction des nouvelles positions 

peut être telle que deux atomes peuvent occuper la même position au même moment. Si 

l'intervalle est trop petit, la précision sera grande sur chaque calcul et donc sur chaque 

nouvelle position, mais le nombre de calculs sera beaucoup plus important pour atteindre un 

temps de simulation donné, ce qui ne nous permettra pas d'échantillonner des évènements 

d'intérêts nécessitant une simulation de longue durée. Nous devons donc trouver le bon 

équilibre entre précision et efficacité. 

 Si nous voulons pouvoir comprendre le comportement dynamique du système, le pas 

d'intégration doit être choisi de façon à ce que toute la physique du système puisse être captée. 

Cela implique de pouvoir prendre en compte le mouvement de tous les degrés de liberté du 

système (angles, liaisons...), notamment les vibration de toutes les liaisons présentes dans le 

système. Sachant que la fréquence de vibration de liaison la plus rapide, celle de la liaison C-

H, est de 1 fs, il faudrait prendre un pas d'intégration de 0,5 fs afin de pouvoir capter le plus 

fidèlement possible le comportement de toutes les liaisons du système. Dans le cas de 

systèmes protéiques, un pas de 0,5 fs impliquerait un nombre d'étape trop grand pour 

échantillonner des évènements rares, qui peuvent intervenir au bout de plusieurs centaines de 

nanosecondes. Afin de pouvoir augmenter le pas d'intégration pour réaliser des simulations 

plus longues, nous approximons que les mouvements du système biologique ne sont pas liés 

aux vibrations des liaisons X-H (X étant un hétéroatome). Pour pouvoir faire ceci, 

l'algorithme SHAKE est utilisé afin de figer ces liaisons. De manière générale, le pas 

d'intégration que l'on choisi est de 2 fs, qui constitue un bon compromis entre un nombre 

d'étapes de calcul raisonnable pour obtenir des simulations de longues durées et bonne 

précision des étapes d'intégration. 

I.2.d) Thermostat de Langevin 

 Lors de la préparation du système, nous avons vu que les étapes de minimisation du 

système, à partir de la structure cristallographique, était nécessaire pour atteindre le puits de 

potentiel de la surface d'énergie. Cependant, la minimisation ne prend pas en compte la notion 
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de température, alors qu'elle est nécessaire dans les simulations de dynamique moléculaire. 

Dans nos calculs, la température est gérée par le thermostat de Langevin. Le principe est 

d'insérer des atomes fantômes dans la simulation, qui induisent des collisions qui vont 

permettre la gestion de l'énergie cinétique des at0omes, donc par conséquent de la température 

du système. La friction et la viscosité du milieu sont pris en compte dans ce type de 

simulation et sont contrôlés par le coefficient de friction γ.  

I.2.e) Conditions périodiques et Maillage particulaire d'Ewald 

 Les simulations de dynamique moléculaire ont pour but de proposer un modèle 

permettant d'apporter à des grandeurs expérimentales une explication au niveau atomique. 

Pour ce faire, nous devons reproduire aussi fidèlement que possible les conditions 

biologiques. Cela signifie que la phase solvant doit être traitée de manière explicite car elle 

joue un rôle majeur dans la structuration des enzymes (molécules d'eau cristallographiques 

qui permettent la cohésion d'une structure tertiaire), mais également dans les interactions 

ligand-récepteur (par exemple des molécules d'eau pontantes). Afin de prendre en compte ces 

effets, nous pouvons utiliser les conditions périodiques. Le système biologique est placé dans 

une boîte de solvant qui est répliquée à l'infini dans les trois directions de l'espace, simulant 

ainsi un milieu biologique. Cela permet d'éviter les effets de bords, ainsi que la dispersion des 

molécules d'eau. Si une molécule sort de la boîte, elle réapparaîtra du côté opposé, permettant 

ainsi un nombre de particules constant dans la maille unitaire. Ces concepts sont schématisés 

sur la Figure 23. 

 

 Figure 23: Représentation du fonctionnement des conditions limites périodiques. 
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 Pour la considération des interactions interatomiques, et au vu du nombre d'atomes 

présents dans les systèmes qui ne cesse de s'accroitre, le calcul des interactions 

électrostatiques doit être repensé si nous voulons optimiser les temps de calculs. Pour cela, on 

utilise la méthode du Maillage Particulaire d'Ewald (Particle Mesh Ewald, PME) qui 

différentie les interactions électrostatiques à longue et à courte distance[114] par l'utilisation 

de la sommation d'Ewald. A courte distance (définie comme inférieure au rayon de troncature 

rcut, représenté sur la Figure 23), le calcul de l'interaction électrostatique est réalisé de manière 

classique par l'utilisation d'un potentiel de Coulomb. A longue distance (supérieure à rcut), le 

calcul de cette interaction se fait par une transformée de Fourrier du potentiel électrostatique 

(espace réciproque). Dans cet espace, chaque charge ponctuelle est désormais vue comme une 

distribution de charge de forme gaussienne, permettant ainsi une convergence plus rapide du 

calcul de l'interaction à longue distance.   

�é��������������	��� = �	������	�������� + �	������	��������   (Équation 22) 

avec  

�������	�������� =+,�,-./�-
�
-0�  

 (Équation 23) 

et  

�������	�������� =	∑ OP�����|ῦ���|�:   (Équation 24) 

Ṽlr et ῦ représentent respectivement la transformée de Fourrier du potentiel électrostatique et 

de la densité de charge. Le choix de ce calcul hybride permet d'optimiser au maximum le 

calcul de cette interaction, qui représente une part des plus chronophages dans un calcul. 

D'une façon générale, le rayon de troncature est fixé à 8 Angströms, ce qui constitue un bon 

compromis entre la description la plus précise possible de l'environnement proche et un 

maximum d'interactions traitées dans l'espace réciproque.  

 Toutes les méthodes présentées précédemment ont été appliquées pour la réalisation de 

ce travail par le biais de la suite de logiciel AMBER[115], et notamment la version 

AMBER12, pour les calculs sur GPU[116]. 
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I.3) Simulation de type RAMD (Random Acceleration 

Molecular Dynamics) 

 En simulation de dynamique moléculaire, nous devons simuler des échelles de temps 

assez longues si nous voulons espérer échantillonner des "évènements rares", tels que la sortie 

d'un ligand d'une enzyme par exemple. Afin d'augmenter la probabilité d'échantillonner de 

tels phénomènes, nous pouvons diminuer les barrières associées en introduisant un biais (acce 

lerated MD, par exemple) ou en forçant le phénomène a se faire, en suivant un biais 

représentant une coordonnée de réaction (Umbrella Sampling).  Cela implique de débiaiser la 

simulation en fin de calcul afin d'obtenir des résultats pouvant être exploités, ce qui peut être 

délicat selon la contrainte choisie. 

 Pour essayer d'introduire un biais le plus petit possible, Ludemänn et al. [107] ont 

développé la méthode de REMD (Random Expulsion  Molecular Dynamics), appelée par la 

suite RAMD (Random Acceleration Molecular Dynamics), qui permet d'introduire une force 

artificielle supplémentaire dans le calcul. La force est appliquée sur le centre de masse de la 

molécule choisie, et sa direction est choisie aléatoirement. Cette direction est maintenue 

pendant N pas de simulation, permettant ainsi de calculer de manière théorique la position que 

la molécule doit atteindre en un temps dt, connaissant sa vitesse moyenne.  

 Si le substrat rencontre un partie rigide de la cavité, et ne peut atteindre cette position, 

alors la vitesse dans cette direction diminuera, et une nouvelle direction du vecteur sera 

choisie de manière aléatoire. Si, au contraire, la distance prévue est atteinte, la direction sera 

maintenue pendant encore un temps dt. La simulation continue ainsi jusqu'à ce qu'un critère 

final (ici pris comme étant une distance entre le centre de masse du ligand et celui de la 

protéine appelée rmax) sera atteint. Si la distance est assez élevée, des évènements tels que la 

sortie du ligand hors d'une cavité enzymatique peuvent être échantillonnés, et ainsi permettre 

la détection de voies d'accès au site actifs des composés. 

 La force aléatoire appliquée pendant le calcul est définie simplement par l'équation 

suivante : 

E9 = �<S8889   (Équation 25) 

dans laquelle F est la force supplémentaire appliquée, k la constante de force et r0 un vecteur 

unitaire de direction aléatoire. Trois paramètres doivent ainsi être ajustés pendant la 
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simulation : la constante de force k , qui conserve la même valeur pendant la totalité de la 

simulation, le nombre d'étapes N au bout desquelles la direction doit être réévaluée et rmax qui 

est la distance maximale déterminant la fin de la simulation. 

I.4) Potentiel de force moyenne et Umbrella Sampling 

 Le potentiel de force moyenne a été développé par Kirkwood en 1935.[117] Pour un 

système composé de N atomes, cette grandeur est la résultante de la moyenne des forces de 

toutes les configurations n+1…N particules agissant sur la particule j en gardant l’ensemble 

des particules i-1..n fixes :  
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∫
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q q
   (Equation 26) 

Avec, β = 1/kbT, n
j w−∇ la moyenne des forces et wn le potentiel de force moyenne. 

 Le protocole d’Umbrella Sampling (US) vise à forcer le système étudié à 

échantillonner les états de haute énergie et donc de faible probabilité en introduisant un terme 

énergétique supplémentaire ou biais. Cette méthode a été développée par Torrie et Valleau au 

cours des années 70.[118, 119] Sa mise en œuvre a été étudiée par Roux dans les années 

90.[120]  

 La coordonnée de réaction ξ est divisée en plusieurs fenêtres au sein desquelles le biais 

est un terme énergétique wi ajouté selon :  

( ) ( ) ( )b u
iE r E r w ξ= +   (Equation 27) 

 Le terme portant l’exposant b se réfère au terme biaisé de la simulation et ceux portant 

u au terme non biaisé.  

 En divisant la coordonnée de réaction en plusieurs fenêtres, il est alors possible de 

réaliser ces simulations indépendamment les unes des autres. Ce protocole autorise alors 

d’échantillonner toute la coordonnée de réaction rapidement en utilisant des grilles de calcul. 

Afin d’obtenir l’énergie libre associée à la fenêtre i, Ai(ξ), il est nécessaire de connaître la 

distribution non biaisée du système pour cette fenêtre :  
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  (Equation 28) 
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 Dans le cadre de l’hypothèse ergodique, la distribution biaisée selon la coordonnée de 

réaction est donnée par : 

( )
( ) ( )( ){ } ( )

( ) ( )( ){ }
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  (Equation 29) 

 Le biais dépend de uniquement de la coordonnée de réaction, et l’intégration du 

numérateur est réalisé par rapport à tous les degrés de liberté excepté la coordonnée de 

réaction, on peut alors écrire : 
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 (Equation 30) 

En utilisant l’expression de la probabilité non biaisée Pu il s’ensuit que : 
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(Equation 31) 

Cette dernière équation permet de directement calculer Ai(ξ) : 

( ) ( ) ( )1
ln b

i i i iA P w Fξ ξ ξ
β

= − − +
 

(Equation 32) 

Avec ( )1
ln expi iF wβ ξ

β
= − −     (Equation 33) 

 La grandeur Ai(ξ) est exacte si l’échantillonnage dans la fenêtre est suffisant. Si le 

calcul est réalisé dans une fenêtre unique A(ξ) est définie à une constante près et Fi peut-être 

choisie arbitrairement. Par contre lorsqu’il est nécessaire de combiner plusieurs fenêtres afin 

de reconstruire le profil de A le long de la coordonnée ξ, la quantité Fi doit être déterminée.  
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 Avec Pu la distribution non biaisée totale. L’échantillonnage ne permet pas d’obtenir 

directement les grandeurs Fi. Il est alors nécessaire de recourir à des méthodes de résolutions 

numériques comme WHAM (Weighted Histogram Analysis Method) afin de retrouver le 

potentiel de force moyenne associé à notre simulation[121, 122]. 

 L’introduction du biais dans la simulation a pour but d’obtenir une distribution 

uniforme de l’échantillonnage le long de la coordonnée de réaction. Idéalement, il serait 

nécessaire de satisfaire la relation suivante : ( )idéalw A ξ= − . Ce qui est impossible en pratique 

puisque A(ξ) est la grandeur recherchée. 

 Pour réaliser un échantillonnage de toutes les valeurs de ξ, il est possible de découper 

la coordonnée de réaction en plusieurs fenêtres. Dans chacune des fenêtres le biais est 

introduit pour garder le système proche de la valeur ξref. Pour les calculs effectués à l’aide du 

logiciel AMBER, le biais est une fonction harmonique de force K : 

( ) ( )2

2i ref

K
w ξ ξ ξ= −

 
 (Equation 35) 

 Il a été montré qu’une augmentation du nombre de fenêtre de calcul entraînait une 

diminution de l’erreur statistique sur la valeur de A(ξ)[123]. La valeur de la constante de force 

K a une influence capitale sur le résultat final. En effet le biais doit être suffisamment 

important pour permettre au système de franchir les barrières énergétiques. Une valeur trop 

grande de cette constante de force induira un échantillonnage très resserré autour de la valeur 

ξref et donc nécessitera de multiplier les fenêtres pour échantillonner l’ensemble des valeurs de 

ξ. 

I.5) Méthode de docking protéine protéine : protocole 

ATTRACT. 

 Le protocole ATTRACT [104, 106] se base sur l'utilisation d'un modèle gros grain 

pour définir nos protéines. Concrètement, cela implique qu'un atome ou un groupement 

d'atomes sera remplacé par un grain qui va reproduire les propriétés associées à l'ensemble. 

Le nombre de particules considérées baisse alors, induisant une forte diminution des calculs 

d'interactions (termes liés et non liés) à traiter. Cela nous permettra d'échantillonner de 

manière plus rapide les différentes possibilités d'interaction entre protéines, afin d'être le plus 

exhaustif possible. Le concept du modèle gros grain est représenté sur la Figure 24. 
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Figure 24: Schéma de la représentation d'un acide aminé en gros grain. 

 La première étape est de définir quelle protéine sera le récepteur et le ligand. Autour 

de la protéine que l'on considérera comme le récepteur, on définit une grille dans laquelle 

chaque point sera une position de départ pour notre enzyme ligand. Et, de manière a être 

encore plus complet dans l'échantillonnage des différentes interactions possibles, 258 

rotamères, c'est-à-dire différentes orientations autour du point de départ, seront utilisés pour 

chaque point de la grille. Chaque pose subit un calcul de minimisation d'énergie afin de 

déterminer une structure de complexe protéine-protéine ainsi que l'énergie d'interaction 

associée au moyen d'une fonction de score. Cette fonction est constituée d'une part 

électrostatique, représentée par un potentiel de Coulomb, et d'une composante d'interaction de 

type van der Waals, représentée par un potentiel Lennard-Jones modifié. En effet, pour 

prendre en compte la modification de la taille des particules, le terme répulsif est légèrement 

corrigé afin d'avoir moins de pénalité d'énergie sur un rapprochement entre deux grains. 

L'avantage important que propose ATTRACT est l'utilisation des différents grains et de leurs 

propriétés (il s'agit d'un "knowledge-based potential"). Ainsi, lorsque nous savons que 

l'interaction est défavorable, le potentiel est modifié (voir Urep, cf Figure 25) de façon à 

écarter rapidement les solutions les moins bonnes. 

 

Figure 25 : Potentiel de Lennard-Jones modifié pour le protocole ATTRACT. 
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  Le calcul des différentes interactions donne des milliers de possibilités, qu'il est 

possible de mettre en commun pour l'analyse. La Figure 26 résume les différentes étapes du 

protocole ATTRACT. Ce dernier peut être amélioré en prenant en compte les pénalités de 

désolvatation des différents acides aminés en surface des deux protéines dans le calcul. Plus le 

grain aura une pénalité de désolvatation importante, plus son poids devrait être grand dans 

l'interaction protéine-protéine[105]. 

 

Figure 26 :Schéma récapitulatif du protocole ATTRACT. 

I.6) Protocole MM-GBSA 

 La méthode MM-GBSA (Molecular Modeling-Generalised Born/ Surface Area) est 

une méthode end-point (c'est à dire qu'elle ne dépend que de l'évaluation des états initiaux et 

finaux, et non du chemin suivi) qui permet de prédire l'énergie d'interaction entre ligand et 

récepteur[124]. L'énergie libre de Gibbs de fixation d'une molécule avec son récepteur est 

donnée par la relation : 

∆UV��� = U��M���W� − �U�é������� + U�������  (Équation 36) 

 Chaque composante peut être approximée selon l'équation suivante: 

U = 	�XX + U���� +Y���/����� − [\   (Équation 37) 

 EMM correspond à la somme des contributions de l'énergie calculée par le potentiel de 

mécanique moléculaire (somme des termes liés et non liés). Gsolv correspond à l'enthalpie libre 

de solvatation des différents protagonistes tandis que Hrot/trans représente la contribution 
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énergétique des 6 degrés de liberté de rotation et de translation, tirée de la théorie cinétique 

des gaz (3*kT = 1,8 kcal.mol-1 à 300 K). Enfin, le terme TS représente la contribution 

entropique à l'énergie libre, et est calculé à partir de l'analyse des modes normaux de 

vibration. 

 L'estimation de l'énergie de solvatation est divisée en deux contributions : polaire et 

non polaire. La contribution non polaire associée à cette enthalpie libre est calculée par la 

définition de la surface accessible au solvant, par interaction de van der Waals. 

U]^ = 	)_ + `   (Équation 38) 

 A correspond à la surface du système, obtenue en faisant rouler une bille représentant 

la surface d'une molécule de solvant sur la molécule considérée. B et γ sont des constantes 

empiriques. La partie polaire est la plus difficile à calculer. Deux méthodes peuvent être 

utilisées : la résolution de l'équation de Poisson-Boltzmann par méthode itérative, ou 

l'approximation de la contribution par l'équation de "Born Généralisé" : 

U��� = a1 − 1.b+ ,�,-
c<�-� + d�d-eCfg

�hij klhlim no
�
�6-  

 (Équation 39) 

 Lorsque les ligands possèdent une structure similaire, le terme TS peut être négligé 

(car équivalent dans chacun des cas). Ainsi seul le calcul de l'enthalpie ∆H est réalisé et est 

assez pertinent pour réaliser un classement selon la valeur de l'énergie d'interaction. 

II) Mécanique quantique 

 Développée au début du XXème siècle par un ensemble de scientifique (Heisenberg, 

de Broglie, Einstein, Bohr,...), la mécanique quantique est à ce jour la théorie la plus aboutie 

sur l'infiniment petit. Son application à la chimie est basée sur l'équation de Schrödinger, ici 

écrite dans l'approximation de Born et Oppenheimer (les noyaux atomiques sont considérés 

fixes comparés aux mouvements des électrons), pour un système de N électrons et A noyaux : 

Y.p = �.p (Équation 40) 
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(Équation 41) 

 Dans l' (Équation 40, H désigne l'opérateur Hamiltonien, E l'énergie électronique totale 

du système considéré, et Ψ la fonction d'onde associée, décrivant de manière exacte le 

comportement des électrons. Le premier terme de l'hamiltonien correspond à l'hamiltonien 

mono électronique, calculé pour chaque électron du système. Le second terme correspond à 

l'hamiltonien bi-électronique, qui permet de déterminer les interactions entre électrons. Le 

dernier terme représente l'interaction électrostatique entre noyaux et électrons.  

Malheureusement, le terme bi-électronique ne peut être calculé de manière exacte dans la 

majorité des cas, ce qui rend l'équation impossible à résoudre pour les systèmes non-

hydrogènoïdes. Ainsi, nous avons recours à des approximations pour pouvoir résoudre cette 

équation : il s'agit des méthodes ab initio (HF, post-HF) ou les méthodes basées sur la densité 

électronique (DFT). 

II.1) Méthode Hartree-Fock 

 La méthode Hartree-Fock[125, 126] permet de résoudre approximativement l'équation 

de Schrödinger, en assimilant les intégrales bi-électroniques en une intégrale d'interaction 

coulombienne (notée J) et une intégrale d'échange (notée K). On définit ainsi le nouvel 

opérateur F (opérateur de Fock) : 

E. ( = �. (  (Équation 42) 

Ew = −+12∇s�t
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-0�
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�u4  

 (Équation 43) 

 Les formes des intégrales sont connues, donc l'équation peut être résolue. Cependant, 

la fonction d'onde dépend directement des paramètres J et K, qui dépendent aussi de la 

fonction d'onde directement. Ainsi, une résolution linéaire de l'équation est à exclure. La 

méthode utilisée est donc celle du self-consistent field (champ auto-cohérent), qui consiste en 

la résolution de l'équation à partir d'un jeu d'orbitales de départ, appelée basis set. Ce jeu de 

départ permet de calculer une première fois les paramètres J et K, qui sont réutilisés pour 
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recalculer les orbitales, et ainsi de suite jusqu'à convergence des divers paramètres (énergie, 

RMSd...).   

 Ce jeu d'orbitales de départ peut être plus ou moins développé selon nos attentes. Plus 

la base est grande, plus le calcul sera précis, et par conséquent plus long. Les orbitales sont 

soit représentées par des orbitales de type Slater (STO),  soit par des fonctions gaussiennes 

(eCl�j) représentant de manière différente les orbitales de cœur et les orbitales de valence.  

 Cette approximation et la méthode du champ auto-cohérent permettent au protocole 

Hartree-Fock de résoudre de manière rapide l'équation de Schrödinger. Cependant, les 

approximations faites précédemment font que l'énergie calculée sera toujours supérieure à 

l'énergie des solutions exactes (la différence est appelée énergie de corrélation). D'un point de 

vue physique, la position d'un électron à un temps donné n'est en réalité pas indépendante des 

autres. On dit alors que les électrons sont corrélés, et ceci peut induire une différence très 

importante entre l'énergie HF et l'énergie exacte d'un système. Certaines méthodes ab initio, 

appelées post-Hartree-Fock, permettent une meilleure estimation de l'énergie, et donc de se 

rapprocher au maximum de l'énergie des solutions exactes, mais sont plus couteuses en temps 

de calcul et utilisent beaucoup plus de ressources informatiques (Interaction de Configuration, 

méthode perturbative Møller-Plesset, coupled-cluster...). 

II.2) Méthode de la fonctionnelle de la densité (DFT) 

 Cette méthode constitue une bonne alternative aux méthodes ab initio. L'idée de base 

est d'utiliser la densité électronique (mesurable par rayons X par exemple) de notre système 

comme point de départ afin de retrouver l'énergie exacte du système, et donc la fonction 

d'onde associée. Les premiers théorèmes ont été développés par Kohn et Hohenberg [127]. Ils 

ont réussi à démontrer que : 

• Pour un potentiel externe donné Vext, un système à particules interactives 

possédera une seule et unique densité électronique. 

• Une fonctionnelle universelle de l'énergie peut être définie en terme de densité. 

L'énergie exacte d'un système correspond au minimum global de la 

fonctionnelle de densité. 

 En 1965, Kohn et Sham [128]développent les équations auto-cohérentes pour décrire 

l'énergie d'un système en fonction de sa densité, en présence d'un potentiel externe. 
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�&z�<�* = [&z�<�* +	{z�<�|�<�/< +	O��&z�<�* + �}~&z�<�* 
(Équation 44) 

 Dans laquelle le terme T[ρ(r)] représente l'énergie cinétique d'un système de particules 

sans interaction et possédant la même densité que le système réel. Les deux termes suivants 

décrivent respectivement l'énergie d'attraction électron-noyau et le terme répulsif bi-

électronique électron-électron. Le dernier terme, EXC, est défini comme l'énergie d'échange-

corrélation. Il caractérise les contributions d'échange et de corrélation (directement pris en 

compte en DFT, contrairement aux méthodes HF). Malheureusement, ce dernier terme est 

inconnu, et il convient de l'approximer afin de pouvoir résoudre l'équation de Kohn-Sham. 

 Différents types de fonctionnelles ont été développés afin de représenter au mieux les 

contributions d'échange et de corrélation. Nous pouvons citer :  

• Les fonctionnelles LDA (Local density approximation) : basées sur un gaz uniforme 

d'électron, elles négligent toute inhomogénéité du système. L'approximation est 

correcte si la densité électronique varie très lentement, mais ces fonctionnelles ne sont 

plus utilisées de nos jours. 

• Les fonctionnelles GGA (Generalized gradient approximation) : elles introduisent 

dans leur expression un gradient de densité, ce qui permet de considérer 

l'inhomogénéité de la densité électronique de la plupart des systèmes. Les 

fonctionnelles de ce type sont : Becke88, PW91, P86 et LYP. 

• Les fonctionnelles méta-GGA font intervenir le laplacien de la densité électronique en 

place du gradient, afin d'augmenter la précision de la méthode. Nous pouvons citer 

B95 comme fonctionnelle de ce type. 

• Les fonctionnelles hybrides méta-GGA : dans ce cas, l'énergie d'échange est calculée 

avec un pourcentage de l'énergie Hartree-Fock (qui calcule de manière exacte la 

contribution d'échange), tandis que l'énergie de corrélation est calculée par DFT. Ces 

fonctionnelles, dont la plus connues est B3LYP sont les plus robustes et les plus 

fiables. Notamment, de nouvelles fonctionnelles de ce type ont été développées par 

Zhao et Truhlar [129] (M06-2X, M06-HF...) et montrent une grande précision dans le 

calcul de l'énergie. 
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I) Préparation des structures enzymatiques 

I.1) DFR 

 Concernant l'enzyme dihydroflavonol-4-réductase (DFR), deux structures 

cristallographiques sont disponibles sur le site de la Protein Data Bank sous les identifiants 

2IOD et 2C29 [68]. Hormis les cinq premiers acides aminés, ces structures sont complètes. La 

première est un complexe impliquant l'enzyme, le cofacteur et deux substrats. Dans leurs 

publications, les auteurs de cette structure rapportent que la géométrie du site actif est 

fortement perturbée dans cette configuration. Quand à la seconde, il s'agit d'un complexe 

ternaire impliquant l'enzyme, le substrat naturel de l'enzyme (la molécule de 

dihydroquercétine, DHQ) ainsi que le cofacteur NADP+ provenant de l'oxydation de 

NADPH.  Cette structure est un complexe abortif, ce qui signifie qu'en l'absence de 

régénération du cofacteur, i.e réduction du NADP+ en NADPH, la réaction de réduction du 

substrat ne peut avoir lieu. Malgré tout, il est admis que les sites de reconnaissances du 

cofacteur et du substrat ne sont que peu modifiés. Cette structure a été retenue pour les études 

menées sur DFR, et la molécule de NADP+ sera remplacée par le cofacteur non oxydé 

NADPH( ajout d'un hydrure). 

I.2)  LAR  

 Dans la PDB, cette enzyme apparaît sous 3 formes : apoenzyme (PDB ID : 3I5M), 

enzyme en interaction avec le cofacteur NADPH (PDB ID : 3I6I et 3I6Q), et en tant que 

complexe ternaire, l'enzyme étant co-cristallisée avec le cofacteur et le substrat (PDB ID 

3I52) [74]. Etant données les fortes réorganisations possibles du site actif lors de 

l'introduction du substrat, c'est cette dernière structure qui est retenue pour nos études. 

Cependant, la structure tridimensionnelle de nombreuses zones de cette enzyme n'ont pu être 

élucidées expérimentalement. Les positions des 10 premiers et des 30 derniers acides aminés 

ne sont présentes dans aucune des structures PDB. Cela provient du protocole de production 

hétérologue de cette protéine qui a entraîné des coupures à ces positions. Notons également 

que deux autres zones (42-54 et 161-166) n'apparaissent pas. Il est fort probable que, ces 

zones étant au cœur de la séquence, ce problème provienne d'une labilité trop importante de 

cette portion de la structure. Cela étant, la définition de ces zones manquantes est nécessaire, 

pour une description correcte du système, sachant que la portion 42-54 manquante est 

directement en interaction avec le cofacteur NADPH. Cette portion présente ainsi une 
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arginine et une lysine (R42 et K50) qui interagissent de manière forte avec le groupement 

phosphate du cofacteur. Dans ce dernier cas, les résidus impliqués dans ces zones ont été 

reconstruits à l'aide de la structure de l'apoenzyme (PDB ID : 3I5M) dans laquelle la position 

spatiale de ces acides aminés a pu être identifiée.  

 Les parties N-terminale et C-terminale de l'enzyme sont manquantes dans toutes les 

structures obtenues à ce jour. Nous avons reconstruit ces parties et avons appliqué plusieurs 

protocoles afin d'aboutir à une structure pour laquelle le positionnement de ces acides aminés 

correspond à une structure stable dans le temps. Dans un premier temps, nous avons 

reconstruits ces parties de séquence sans structuration particulière et nous avons appliqué 

plusieurs tests de simulations de dynamique moléculaire, de type "brut force" ou REMD afin 

d'échantillonner un repliement naturel. Ces simulations n'ont mené à aucun résultats probants. 

Dans un second temps, à l'aide d'une prédiction de structure secondaire réalisée avec le 

serveur PSI-PREDD [130], nous avons pu estimer que la partie en N-terminale ne présentait 

aucune structuration particulière, tandis que la partie en C-terminale possédait 5 acides aminés 

qui seraient potentiellement structurés en hélice alpha. La prédiction est présentée sur la 

Figure 27.  

 D'après cette prédiction, les résidus 325 à 330 sont structurés en hélice alpha. Cela 

implique que cette hélice doit probablement interagir avec le reste de la structure protéique. 

Nous pouvons considérer que nous nous trouvons ici face à une recherche de la meilleure 

interaction entre deux chaînes polypeptidiques structurées. Pour cela, nous avons utilisé des 

méthodes de docking protéine-protéine, au moyen du protocole ATTRACT (Page 74,  partie 

méthodologie). Néanmoins, cette recherche est ici contrainte par le fait que ce positionnement 

de l'hélice n'est pas indépendant de la structure protéique. En effet, celle-ci est reliée au 

dernier acide aminé de la structure résolue par un enchaînement de 7 acides aminés pour 

lesquels aucune structuration tridimensionnelle particulière n'a été prédite. Nous pouvons 

donc considérer ces 7 acides aminés comme un "linker" qui va définir la zone possible 

d'interaction enzyme/hélice. La définition de la grille définissant les positions de départ du 

docking a été ajustée afin de contraindre nos recherches par rapport à cette contrainte. La 

grille a ainsi été limitée à une distance maximale de 30 Angströms autour du résidu 317, 

comme représenté sur la Figure 28. 
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Figure 27: Prédiction de la structure secondaire de LAR par le serveur PSI

encadrées en rouge les zones manquantes dont nous voulons prédire la structure 
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: Prédiction de la structure secondaire de LAR par le serveur PSI

n rouge les zones manquantes dont nous voulons prédire la structure 

secondaire. 

 

: Prédiction de la structure secondaire de LAR par le serveur PSI-PRED. Sont 

n rouge les zones manquantes dont nous voulons prédire la structure 
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Figure 28 : Grille définie pour le docking du peptide (325-330) sur la structure cristallisée de 

LAR. En rouge se situe l'extrémité du résidu 317, le dernier cristallisé, et les points dorés 

correspondent aux différents points de la grille. Enfin, le cercle rouge montre les résidus 42 à 

54 qui n'étaient pas présents dans la structure cristallographique de 3I52. 

 Une première campagne de calculs de docking a été réalisée et a mené à un millier de 

structures enzyme/hélice en interaction. Trois positions particulières ont retenu notre 

attention. En effet, la plupart des positions n'étaient pas compatibles avec la liaison entre le 

résidu 317 et l'hélice, via les sept acides aminés intermédiaires. La boucle reliant les deux 

parties était en effet trop tendue ou s'interpénétrait de manière trop importante avec la 

structure.  Afin de valider ces possibilités, il a été nécessaire de reconstruire les parties encore 

manquantes, à savoir les 7 acides aminés constituant le "linker" et les derniers acides aminés 

des parties N-terminale et C-terminale. Ceci a été réalisé au moyen du logiciel MODELLER 

[103]. 

  La grille englobe les résidus 42 à 54 (voir Figure 28) et nous avons observé que deux 

des poses retenues montrent une interaction avec cette zone. Il s'avère que cette partie, 

manquante dans la structure initiale et reconstruite grâce à MODELLER, interagit de manière 

importante avec le cofacteur. Nous avons donc décidé de relaxer dans un premier temps cette 

portion d'enzyme, afin de pouvoir obtenir de potentielles interactions hélice-enzyme 

pertinentes avec cette partie de la séquence. Afin de pouvoir considérer toutes les possibilités, 

la zone 42-54 sera équilibrée avec et sans le cofacteur en interaction. 
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 Les structures, avec et sans la molécule de NADPH, ont donc été relaxées par 

simulation de dynamique moléculaire (100 ns), puis le docking de l'hélice a été de nouveau 

effectué sur ces deux systèmes. Dans les deux cas, trois poses ont pu être sélectionnées. Parmi 

celles-ci, il existe une pose en commun entre le système LAR-NADPH et l'apoenzyme, qui 

correspond de surcroit à la troisième pose isolée dans le premier calcul de docking réalisé, 

sans relaxation de la structure. Cette dernière est représentée sur la Figure 29 et interagit avec 

deux hélices alpha de l'enzyme. 

 Les six poses obtenues ont été soumises à des simulations de dynamique moléculaire. 

Les cinq autres poses (qui diffèrent par l'orientation de l'hélice et de l'emplacement de 

l'interaction) ont tendance à être instables sur des simulations de durée assez courte (100ns ou 

moins). Elles évoluent vers une structure non conforme, soit vers la position représentée sur la 

Figure 29. La position interagissant avec les deux hélices présente, quant à elle, une grande 

stabilité sur une simulation d'une durée de 330 ns. Et les critères d'énergie obtenus par 

méthode MM-GBSA (protocole décrit en partie méthodologie) montrent également que ce 

placement est de loin le plus stable par rapport aux autres. Nous avons donc choisi de retenir 

cette position de l'hélice. La structure entière de LAR a donc pu ainsi être reconstruite, et cette 

dernière est représentée sur la Figure 29. 

 

Figure 29 : à gauche, interaction entre l'hélice (résidu 325-330), représentée en  noir, et la 

structure de LAR, après relaxation. En rouge est représenté l'atome de carbone CA du 

squelette du résidu 317. A droite, structure complète de LAR reconstruite avec cette position 

de l'hélice 325-330. 
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I.3)  F3'H 

 L'enzyme F3'H appartient à la famille des cytochromes P450, une des familles 

d'enzymes les plus étudiées. Les membres de cette famille se caractérisent par une homologie 

très importante au niveau de leur structure tertiaire, notamment au niveau du nombre d'hélices 

alpha. Cependant, la structure cristallographique de F3'H n'a pas été résolue. Nous devons 

donc l'obtenir par un protocole de reconstruction par homologie. L'alignement de séquence et 

le calcul du pourcentage d'homologie représente un critère de sélection des modèles à utiliser 

pour la reconstruction. Un alignement préliminaire réalisé sur le serveur BLAST montre que 

quatre enzymes, représentées par les numéros de PDB 2HI4, 4IV8 et 3QZ1, présentent une 

séquence primaire très similaire à celle de F3'H. En effet, les pourcentages d'homologie (c'est 

à dire des résidus présentant les mêmes caractéristiques physico-chimiques) et d'identité des 

acides aminés de chaque enzymes avec F3'H sont respectivement de 91%/30%, 92%/30% et 

93%/29%. De plus, les trois modèles déjà cristallisés ont une structure tridimensionnelle très 

similaire. Il est à noter que dans les trois cas, la structure de l'hélice transmembranaire n'est 

pas présente. En effet, les expérimentateurs doivent faire en sorte de ne pas exprimer cette 

portion, ou de la couper afin de permettre la cristallisation de l'enzyme. Or cette partie est 

extrêmement importante de par son caractère transmembranaire. Cette hélice serait l'ancre 

permettant au métabolon de se former autour de F3'H. Nous devons donc faire en sorte de 

proposer un modèle pertinent de cette portion de séquence. Dans une première approche, nous 

avons donc aligné l'hélice transmembranaire en N-terminale seule, afin de trouver un autre 

modèle pour sa reconstruction. La structure représentée par le ficher PDB 3PMN a ainsi été 

choisie. La Figure 30 présente de manière plus précise l'alignement des quatre séquences avec 

celle de F3'H, réalisé avec le logiciel Jalview [131].  

 Le logiciel MODELLER a été utilisé de concert avec l'alignement pour proposer un 

premier modèle de la structure de F3'H. Les analyses de structures (de type Ramachandran) 

ont été réalisées par le logiciel PROCHECK [132] pour évaluer la qualité du modèle. Il est 

apparu que de nombreux résidus se situaient dans des zones non favorables de la carte de 

Ramachandran, impliquant que les angles phi et psi, caractérisant la structure de l'enzyme, ne 

possédaient pas des valeurs optimales. De plus, l'hélice alpha en position N-terminale est mal 

représentée, avec une structuration uniquement partielle des 25 acides aminés impliqués dans 

sa formation. Cela est problématique, sachant que la structuration en hélice est importante si 

nous voulons avoir une bonne description des interactions entre la partie N-terminale et la 

membrane. 
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 Figure 30 : Alignement de la séquence de F3'H avec celle des quatre modèles choisis. 

 Ainsi, une analyse de prédiction de structure secondaire (réalisée à nouveau avec le 

serveur PSI-PREDD) nous propose une structuration des 25 premiers acides aminés en hélice 

alpha. Nous avons donc décidé d'imposer la structuration en hélice alpha à ces résidus avec 

l'aide de MODELLER, en éliminant la structure représentée par le fichier 3MPN de 

l'alignement. Le deuxième modèle de la structure de F3'H obtenu est représenté sur la Figure 

31. 

 

Figure 31: Structure de l'enzyme F3'H obtenue par reconstruction par homologie. En balls 

and sticks sont représentés le groupement hème, cofacteur de la réaction, et la cystéine qui 

interagit directement avec lui. 
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 Les analyses données par Procheck sur ce modèle montrent que 99% des résidus de 

l'enzyme se situent dans les zones favorables de la carte de Ramachandran. Cela atteste de la 

bonne qualité du modèle reconstruit, nous avons donc choisi cette structure comme point de 

départ de nos simulations concernant F3'H. Le groupement hème a été placé à l'intérieur de 

l'enzyme grâce à la superposition de l'enzyme avec la structure la plus homologue (ici  3QZ1), 

comme représenté sur la Figure 31 et la Figure 32. Les interactions importantes entre l'hème 

et l'enzyme déjà identifiées (interaction des deux groupements carboxylates de l'hème avec 

quatre arginines) dans le fichier 3QZ1 sont retrouvées lors du placement par superposition 

(R95, R124, R372, et R442). La cystéine permettant la coordination de l'atome de fer à 

l'enzyme (distance initiale Fer-Soufre = 3,67 Å) a été identifiée comme étant la cystéine 444. 

La structure ainsi obtenue est celle que nous avons gardé pour les simulations de dynamique 

moléculaire. 

II) Paramètres du champ de force 

II.1) Représentation des enzymes 

 Le champ de force ff03.r1 [111,112] de la suite AMBER a été utilisé pour modéliser 

les atomes de nos différentes enzymes. Afin de reproduire les conditions biologiques, les 

différents résidus des trois protéines ont été protonés au pH 6,5 grâce au serveur H++ [133]. 

Un résumé des différents états de protonation des résidus d'intérêts (c'est-à-dire ceux 

impliqués dans les interactions entre la protéines et les différents partenaires biologiques, et 

ceux impliqués dans les réactions enzymatiques) pour chaque enzyme est présenté dans le 

Tableau 1.  

 On pourra noter dans le cas de LAR que la lysine catalytique, identifiée comme étant 

K140 par l'expérience, est considérée comme étant protonée à ce pH et possède un pKa 

encore très élevé. Ce résultat va à l'encontre des observations de Mauge et al. qui basait le 

mécanisme enzymatique de LAR sur une lysine catalytique déprotonée qui initierait la 

réaction. Les contre-ions ont été rajoutés pour garantir la neutralité électronique du milieu 

(DFR : 10 contre-ions Na+; LAR : 8 contre-ions Na+; F3'H : 7 contre-ions Cl-). Chacun de ces 

systèmes a été ensuite placé dans une boîte de solvant avec conditions périodiques et avec une 

distance minimale du placement du solvant autour du soluté de 8 Angströms. 
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DFR LAR 

K39 (Lysine protonée) K140 (Lysine protonée) 

K167 (Lysine protonée) H122 (Histidine protonée en δ) 

H244 (Histidine protonée en ε) H172 (Histidine doublement protonée) 

/ E94 (Glutamate déprotoné) 

/ D98 (Aspartate déprotoné) 

/ K50 (Lysine protonée) 

Tableau 1 : Etat de protonation de résidus d'intérêts au sein des enzymes DFR et LAR. F3'H 

possédant un site actif très hydrophobe, il ne présente pas de résidus titrables. 

II.2) Représentation des partenaires biologiques 

II.2.a) Cofacteurs 

 En ce qui concerne le cofacteur NADPH et son état oxydé NADP+, les paramètres ont 

été repris de l'étude de Ryde et al.[134, 135] et sont utilisés dans les simulations impliquant 

DFR et LAR. 

 Le groupement hème est un cofacteur dans les cytochromes P450. De nombreuses 

études et de nombreux paramètres ont été publiés[136, 137], mais une publication récente de 

Shahrokh et al.[138] met en lumière l'importance de la cystéine coordinante dans l'interaction 

globale de l'hème avec F3'H. De nouveaux paramètres ont donc été calculés de manière 

spécifique pour cette cystéine et pour le groupement hème impliquant différents états 

d'oxydation de l'atome métallique. Ici, ces paramètres ont donc été choisis pour un état 

d'oxydation II de l'atome de fer (état initial avant réaction). 

II.2.b) Substrat 

 Dans ces différentes études, nous avons choisi de considérer trois substrats différents : 

DHQ (produit de F3'H et substrat de DFR), DHK (substrat de F3'H, mais également de DFR), 

et LCC (produit de DFR et substrat de LAR). Les paramètres de ces différentes molécules ont 

été assignés depuis le champ de force GAFF (Général Amber Force Field[139]). Les charges 

ont été obtenues à partir de calculs de chimie quantique avec le logiciel Gaussian03[140] au 



niveau de théorie HF/6-31G*. Le logiciel Antechamber a ensu

charges de type RESP sur chaque atome de nos substrats.

 Dans le cas particulier de F3'H, dont la structure est issue d'une reconstruction

homologie, le placement du 

connus et nécessite alors l'utilisation de méthodes de docking pour pouvoir prédire leur 

position. Autodock Vina[141

(DHK) et du produit (DHQ). La grille a été définie au centre de l'enzyme et est de dimension 

16,5x15x16,5 Å3, ce qui permet de limiter l'espace de recherche d'interactions. Une seule 

position du DHK a été retenue pour la réalisation des simulations de dynamique moléculaire. 

En effet, les autres solutions proposées par le logiciel n'étaient pas cohérentes avec le 

mécanisme de l'enzyme, qui consiste en une oxydation du cycle B, par addition d'un 

groupement hydroxyle[142, 

compatible avec le mécanisme enzymatique envisagé

Figure 32 : Pose du dihydrokaempferol retenue pour les simulations de dynamiq

 Concernant DHQ, une seule position a été retenue pour les 

équivalente à la pose du DHK.

II.3) Préparation des systèmes avec membrane

 Dans le cadre de l'étude du métabolon, la description des interactions entre enzyme et 

la membrane est cruciale, plus particulièrement pour F3'H qui joue le rôle d'anc

membrane. Il est donc indispensable de pouvoir prédire correctement les interactions entre 
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31G*. Le logiciel Antechamber a ensuite été utilisé pour calculer les 

charges de type RESP sur chaque atome de nos substrats. 

Dans le cas particulier de F3'H, dont la structure est issue d'une reconstruction

 cofacteur et du substrat à l'intérieur de la cavité 

et nécessite alors l'utilisation de méthodes de docking pour pouvoir prédire leur 

141] a été utilisé pour réaliser le calcul de docking du substrat 

(DHK) et du produit (DHQ). La grille a été définie au centre de l'enzyme et est de dimension 

, ce qui permet de limiter l'espace de recherche d'interactions. Une seule 

été retenue pour la réalisation des simulations de dynamique moléculaire. 

En effet, les autres solutions proposées par le logiciel n'étaient pas cohérentes avec le 

mécanisme de l'enzyme, qui consiste en une oxydation du cycle B, par addition d'un 

, 143]. Seule la position, représentée sur la 

compatible avec le mécanisme enzymatique envisagé. 

 

du dihydrokaempferol retenue pour les simulations de dynamiq

moléculaire de F3'H. 

DHQ, une seule position a été retenue pour les 

du DHK. 

Préparation des systèmes avec membrane 

Dans le cadre de l'étude du métabolon, la description des interactions entre enzyme et 

la membrane est cruciale, plus particulièrement pour F3'H qui joue le rôle d'anc

membrane. Il est donc indispensable de pouvoir prédire correctement les interactions entre 
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ite été utilisé pour calculer les 

Dans le cas particulier de F3'H, dont la structure est issue d'une reconstruction par 

à l'intérieur de la cavité ne sont pas 

et nécessite alors l'utilisation de méthodes de docking pour pouvoir prédire leur 

utilisé pour réaliser le calcul de docking du substrat 

(DHK) et du produit (DHQ). La grille a été définie au centre de l'enzyme et est de dimension 

, ce qui permet de limiter l'espace de recherche d'interactions. Une seule 

été retenue pour la réalisation des simulations de dynamique moléculaire. 

En effet, les autres solutions proposées par le logiciel n'étaient pas cohérentes avec le 

mécanisme de l'enzyme, qui consiste en une oxydation du cycle B, par addition d'un 

. Seule la position, représentée sur la Figure 32, était 

du dihydrokaempferol retenue pour les simulations de dynamique 

DHQ, une seule position a été retenue pour les simulations et est 

Dans le cadre de l'étude du métabolon, la description des interactions entre enzyme et 

la membrane est cruciale, plus particulièrement pour F3'H qui joue le rôle d'ancre à la 

membrane. Il est donc indispensable de pouvoir prédire correctement les interactions entre 
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F3'H et la membrane, via son hélice transmembranaire uniquement ou également par une 

interaction de surface. Pour obtenir une première estimation de cette in

de F3'H a été soumise à l'analyse du serveur OPM, qui permet de prédire les interactions entre 

protéines et membrane par comparaison avec une base de données préexistante. 

 Les 25 acides aminés structurés en hélice alpha, dans la p

prédis comme étant transmembranaires. L'angle de "tilt" de l'hélice par rapport à la surface de 

la membrane est de 30°. Au delà de cette caractérisation, qui confirme les données 

expérimentales sur les cytochromes P450, d'autres 

comme interagissant à la surface de la membrane. Ces derniers sont pour la plupart 

hydrophobes (tryptophane 226, alanine 223, proline 222, isoleucine 37, proline 36, 

phénylalanine 69). Afin de vérifier si cette prédic

l'hélice transmembranaire, nous avons décidé de prédire l'interaction avec la membrane de 

F3'H en enlevant la partie N

aminés sont retrouvés en inter

d'interaction F3'H/membrane. Les différentes portions impliquées dans l'interaction sont donc 

l'hélice transmembranaire, jouant le rôle d'ancre membranaire, ainsi les résidus 222

37 et 69, interagissant à la surface. Ces derniers peuvent empêcher des mouvements trop 

importants de l'enzyme lorsque cette dernière est liée. L'interaction est représentée sur la 

Figure 33.  

Figure 33 : à gauche, représentation de l'interaction F3'H/membra

OPM. A droite, détail de l'interaction de surface et des 

 En se basant sur ce positionnement, le logiciel Maestro

été utilisé pour placer la membrane explicite autour de la partie N

membrane de telle façon à avoir la position prédite par le serveur OPM, nous avons observé 
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F3'H et la membrane, via son hélice transmembranaire uniquement ou également par une 

interaction de surface. Pour obtenir une première estimation de cette interaction, la structure 

a été soumise à l'analyse du serveur OPM, qui permet de prédire les interactions entre 

protéines et membrane par comparaison avec une base de données préexistante. 

Les 25 acides aminés structurés en hélice alpha, dans la partie N

prédis comme étant transmembranaires. L'angle de "tilt" de l'hélice par rapport à la surface de 

la membrane est de 30°. Au delà de cette caractérisation, qui confirme les données 

expérimentales sur les cytochromes P450, d'autres résidus de l'enzyme ont été identifiés 

comme interagissant à la surface de la membrane. Ces derniers sont pour la plupart 

hydrophobes (tryptophane 226, alanine 223, proline 222, isoleucine 37, proline 36, 

phénylalanine 69). Afin de vérifier si cette prédiction n'est pas un artefact dû à la présence de 

l'hélice transmembranaire, nous avons décidé de prédire l'interaction avec la membrane de 

F3'H en enlevant la partie N-terminale. Il est intéressant de noter que les même

aminés sont retrouvés en interaction avec la membrane, laissant supposer un unique mode 

d'interaction F3'H/membrane. Les différentes portions impliquées dans l'interaction sont donc 

l'hélice transmembranaire, jouant le rôle d'ancre membranaire, ainsi les résidus 222

nteragissant à la surface. Ces derniers peuvent empêcher des mouvements trop 

importants de l'enzyme lorsque cette dernière est liée. L'interaction est représentée sur la 

: à gauche, représentation de l'interaction F3'H/membrane prédite par le serveur 
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comme interagissant à la surface de la membrane. Ces derniers sont pour la plupart 
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effectivement une interaction de surface avec les zones 35-36 et 222-227, sans provoquer de 

phénomènes d'encombrement stériques, qui entraînerait un déséquilibre trop grand dans le 

système. La membrane est traitée par le champ de force GAFF lipids, et est représentée par un 

modèle POPC pour les lipides utilisés. 332 lipides de type POPC ont donc été placés pour 

former la couche lipidique, puis le solvant est ajouté, pour un total de 118000 atomes. 

III) Protocole de simulation de dynamique moléculaire 

 Avant de réaliser les simulations de dynamique moléculaire, nous devons d'abord 

adapter nos systèmes au champ de force que nous utilisons pour le représenter. Les lipides 

(dans le cas de calculs avec membrane) et surtout les molécules d'eau sont disposés autour de 

notre structure sans rationnel particulier. Leur placement doit donc être optimisé autour de 

notre entité biologique. Pour cela, nous avons développé un protocole permettant de 

minimiser l'énergie totale de notre système, de manière à relaxer le système initial généré par 

le logiciel Xleap. Se faisant, les informations que nous pourrons tirer des simulations seront 

ainsi pertinentes. Le protocole comprend 4 étapes :  

1) Etape de minimisation : l'énergie du système est minimisée afin de le faire atteindre un 

minimum de la surface d'énergie potentielle. La minimisation (combinaison de 

Gradient conjugué et de "steepest descent") se fait avec contrainte imposée sur l'entité 

biologique (contrainte fixée initialement à 20 kcal.mol-1.A-2). La structure de cette 

dernière est donc figée, et seules la boîte de solvant et la membrane (si présente) 

seront minimisées. La minimisation est couplée à de courtes simulations de 

dynamiques moléculaires (30 à 50 ps selon la taille des systèmes) pour relaxer le 

système. Plusieurs étapes de ce type seront appliquées, avec une diminution de la 

contrainte imposée sur la structure (diminution de 5 kcal.mol-1.A-2 par étapes). Cela 

permet d'équilibrer de manière douce l'environnement du système. La dernière 

minimisation se fait sur le système entier, sans contrainte. 

2) Thermalisation : Cette étape permet l'injection d'énergie cinétique dans le système, 

afin de simuler les conditions d'une température de 300K. Le thermostat de Langevin 

(plus de détails dans la partie méthodologique, page 65) est utilisé pour la réalisation 

pour cette étape, et par la suite pour réguler la température. 

3) Equilibration : Cette étape permet au système de se relaxer et d'atteindre l'équilibre 

après que la température soit montée jusqu'à 300K. Elle est réalisée dans l'ensemble 

isobare-isotherme (NTP) et d'une durée variable entre 2 et 10 ns selon les systèmes.  
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4) Production : Cela consiste en la simulation de dynamique moléculaire à proprement 

parler, dans laquelle les résultats et informations observés seront jugés comme étant 

pertinents. Les étapes de simulation sont enregistrées tous les 20 ps.  
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 Au sein des organismes vivants, la biosynthèse des composés de la famille des 

flavonoïdes implique un nombre important d'enzymes (voir Figure 3 et Figure 11) [22]. 

L'étude de ces chemins de biosynthèse nécessite des connaissances et compréhensions 

précises des étapes qui les composent. Ainsi , il est ici important d'obtenir des descriptions 

précises concernant les transformations chimiques catalysées par ces enzymes, à la fois d'un 

point de vue structural mais aussi d'un point de vue énergétique. 

 Dans le cadre de notre étude sur un complexe de trois enzymes, l'enzyme DFR joue le 

rôle de pivot central. Il s'agit de l'enzyme qui reçoit son substrat par diffusion après réaction 

au sein de F3'H. Elle le transforme par une réaction de réduction impliquant un cofacteur et 

qui va finalement relarguer le produit pour qu'il diffuse vers le site actif de l'enzyme suivante, 

LAR (leucoanthocyanidine réductase). Nous avons choisi de porter tout particulièrement nos 

efforts sur une description du mécanisme catalysée par cette enzyme centrale[83, 145, 146]. 

Le site actif induit des effets très importants sur la stabilisation et la réactivité des composés, 

permettant la réalisation de réactions optimisées et souvent stéréosélectives. De ce fait, la 

prise en compte des effets du milieu enzymatique, qu'ils soient électrostatiques, stériques ou 

dynamiques, est absolument nécessaire afin de caractériser correctement la catalyse de 

l'enzyme. Pour cela, nous avons choisi de mettre en place une campagne de calculs utilisant 

des méthodes hybrides de type QM/MM-MD, couplées à des protocoles d'Umbrella 

Sampling. Cette méthodologie nous assure de prendre en compte l'influence de 

l'environnement sur la réaction et, si les contraintes sont bien choisies, de représenter au 

mieux un chemin réactionnel le long d'une coordonnée de réaction approchée. La partie 

réactionnelle sera donc traitée par des méthodes de chimie quantique afin de permettre la 

réaction, tandis que l'environnement sera modélisé par un champ de force, et le tout sera 

étudié par application de simulation de dynamique moléculaire. Cependant, ces dernières ne 

permettent pas l'échantillonnage de conformation haute en énergie, donc défavorable selon la 

statistique de Boltzmann. Le franchissement de barrières d'activation fortes est très difficile à 

observer dans des simulations de dynamique moléculaire,  nous ne pourrons donc pas 

échantillonner l'état de transition d'une réaction chimique de manière naturelle. Pour réaliser 

cela, nous appliquons le protocole d'Umbrella Sampling[147], qui consiste en l'introduction 

d'un biais dans le calcul, généralement sous forme de potentiel harmonique, selon une 

coordonnée préalablement définie (distance, angle, combinaison linéaire...). Cette contrainte 

devra être appliquée de façon à représenter au mieux la coordonnée de réaction associée à 

notre transformation. Le calcul réalisé est ensuite retraité par le logiciel WHAM[148] qui va 
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nous permettre d'obtenir les variations d'énergie associées à la modification de la contrainte 

choisie. Si le biais que nous avons choisi représente de manière correcte la coordonnée de 

réaction associée à une réaction chimique, nous pouvons ainsi obtenir la surface d'énergie 

potentielle correspondant à la réaction. Dans le cas de réactions complexes faisant intervenir 

plusieurs partenaires, une seule contrainte n'est pas suffisante pour décrire de manière 

exhaustive la réaction considérée. Nous pouvons dans ce cas prendre plusieurs contraintes, 

afin d'obtenir une analyse plus complète.   

 Dans ce chapitre seront présentés les résultats concernant les interactions entre deux 

substrats de DFR, la dihydroquercétine et le dihydrokaempferol (DHQ et DHK voir figure 5). 

La réactivité de l'enzyme sera étudiée dans le cas de complexes ternaires DFR-NADPH-DHQ 

et DFR-NADPH-DHK. Des études de réactivité ont été réalisées en faisant varier le nombre 

de contraintes utilisées : tout d'abord une seule contrainte qui décrit le transfert d'hydrure 

provenant du cofacteur, puis l'ajout d'une seconde contrainte, représentant le transfert de 

proton provenant de la tyrosine163 de l'enzyme. 

I) Méthode QM/MM : Théorie 

I.1) Principe 

 L'utilisation de méthodes hybrides de type QM/MM nécessite la définition d'une partie 

traitée par des méthodes de chimie quantique, englobée dans une partie modélisée par un 

champ de force[108]. L'énergie du système peut s'écrire : 

���� = ��� +	��� +	���/�� 

 (Équation 45) 

 EQM correspond à l'énergie du système quantique obtenue par résolution de 

l'hamiltonien correspondant à la méthode utilisée, EMM représente l'énergie de la partie traitée 

en mécanique moléculaire (selon la somme des termes liés et non liés, voir partie 

méthodologique page 60), et EQM/MM l'interaction entre les deux interfaces. Cette dernière est 

séparée en plusieurs termes, détaillés dans l'équation ci-dessous. 

���/�� =	+��������� 	+ 	1 ������ − �����3�
�
�6�  

  (Équation 46) 



Chapitre 2 : Etude de la réactivité de DFR 

96 

 Cette interface est gérée par le procédé "mechanical embedding", c'est à dire que 

l'interaction est traitée comme si la partie quantique était considérée en mécanique 

moléculaire, avec des rayons de van der Waals attribués selon un type d'atome. Les charges 

ponctuelles sont attribuées aux atomes de la zone QM qui interagissent avec l'environnement. 

Même si cette approche permet d'appliquer des contraintes stériques sur la partie réactive, 

aucune polarisation de la densité électronique n'est cependant prise en compte, ce qui est 

assez problématique si nous voulons décrire de manière précise le comportement de la partie 

quantique. Il existe un procédé plus élaboré, appelé "electronical embedding" qui implique 

que les charges de l'environnement MM soient directement intégrées dans l'hamiltonien de la 

partie quantique, sous forme d'une perturbation. Par conséquent, l'interface QM/MM de 

l'équation 46 ne représente plus que l'interaction de type van der Waals. La prise en compte de 

l'effet électrostatique sur notre zone réactive est ainsi plus précise. Cette méthode est celle que 

nous avons choisi dans nos calculs. 

I.2) Délimitation entre partie quantique et partie classique 

 La délimitation de la frontière entre les parties QM et MM représente le point le plus 

délicat à traiter. En effet, il faut prendre les atomes nécessaires pour la réaction dans la partie 

réactive pour une bonne description du mécanisme. En contrepartie, il ne faut pas trop 

alourdir le calcul dans la zone QM en insérant trop d'atomes. Il est possible que lors de la 

démarcation des deux parties, une liaison covalente doit être rompue. Afin de ne pas avoir de 

problème d'hybridation et de valence partielle, il faut qu'elle soit présente dans notre système 

quantique. Plusieurs méthodes existent afin de combler la valence manquante. Nous pouvons 

citer la méthode du "link atom", des orbitales gelées ou du potentiel cappé[149]. Ici, la 

méthode du "link atom" a été utilisée. Il s'agit d'insérer dans la partie quantique un atome 

(souvent un atome d'hydrogène) afin de compléter la valence de l'atome qui a perdu une 

liaison[150]. La position de cet atome est superposée sur celle qu'il remplace dans la partie 

MM le long de la simulation de dynamique moléculaire. La distance entre le link atom et celui 

avec lequel il est lié dans la partie QM est fixée à 1,09 Å (distance classique C-H). Au niveau 

des interactions avec l'environnement, le link atom ne possède pas de rayon de van der Waals. 

Cependant, il possédera une charge, calculée par la résolution de l'hamiltonien en QM, qui 

sera associée à sa paire dans la zone MM.  

 Afin que cette approximation du link atom ne perturbe que peu le système, il est 

nécessaire de bien choisir la délimitation entre la partie QM et la zone MM. Dans ce cadre, il 
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est préférable de choisir une liaison peu polarisée comme les liaisons simples entre atomes de 

carbone. Le rayon de troncature délimite les interactions à courte distance, telles que calculées 

par le potentiel coulombien standard. Cette limite de distance est généralisée pour tous les 

atomes de la partie QM. Cette définition induit la délimitation d'une zone tout autour de la 

partie quantique associée aux interactions à courte portée. Au delà du rayon de troncature 

(choisi classiquement à 8 Å), on passe sur des interactions à longue portée, traitées comme en 

simulation de dynamique moléculaire classique par la méthode du Particle Mesh Ewald 

(PME).  

II) Protocole des simulations hybrides 

II.1) Choix de la partie quantique 

 Dans notre système, la partie quantique est composée d'un total de 96 atomes et est 

traitée par une variante plus élaborée de la méthode semi-empirique "tight-binding" DFT, 

appelée SCC-DFTB (Self-Consistent Charge DFTB)[151, 152]. Dans celle-ci, les charges des 

atomes de la partie quantique sont optimisées au travers d'un cycle auto-cohérent qui prend en 

compte les charges de la partie MM lors de la résolution de ces cycles.  

 La molécule de NADPH étant composée d’un nombre important d’atomes (74 

atomes), nous avons choisi de ne pas la prendre en compte en totalité dans la partie quantique.  

Dans le cas contraire, des interactions susceptibles de perturber l'équilibre du système 

quantique seraient prises en compte, et alourdiraient le temps de calcul associé à la résolution 

de l'hamiltonien. Afin de vérifier que la troncature de cette partie n'altère pas les charges sur 

la partie réactive du cofacteur (cycle dihydropyrimidique et groupement ose, cf Figure 34), les 

charges entre le cofacteur complet et la molécule tronquée ont été comparées au moyen de 

calculs de chimie quantique (niveau B3LYP//6-31++G**). Les résultats indiquent que les 

charges sont identiques entre le modèle tronqué et la molécule complète, ce qui permet de 

valider la pertinence de la coupure pour le cofacteur, ainsi qu'une bonne représentation du 

comportement de sa partie réactive. 

 La partie quantique de notre système sera donc constituée de notre molécule tronquée 

de NADPH, du substrat considéré en totalité et de parties de chaînes latérales de trois résidus 

de l'enzyme : tyrosine 163, lysine 167 et sérine 128. Plusieurs tests préliminaires ont montré 

qu’il était nécessaire de considérer la totalité de la triade catalytique de l'enzyme pour obtenir 

une description correcte de la réaction. Au final, 4 link atoms sont donc retenus pour séparer 



Chapitre 2 : Etude de la réactivité de DFR

98 

la molécule de NADPH et les 3 résidus du site actif

la seconde moitié du cofacteur et le solvant

du champ de force. Au total, le no

atomes plus les 4 "link atoms").

Figure 34 : Représentation de la partie

considérés dans la partie quantique. Les atomes oranges désignent les quatre "link atom" 

pour les résidus S128,Y163, K167 et le cofacteur NADPH.

II.2) Apport du protocole d'Umbrella Sampling et choix des 

contraintes 

 Un protocole de dynamique moléculaire, couplé à 

hybride QM/MM, permet de prendre en compte les phénomènes dynamiques de 

l'environnement et leurs influences

moléculaire obéit à la statistique de Boltzmann, qui impose que les états échantillonnés sont 

associés à une énergie potentielle fortement négative, gage de stabilité du système, et 

probabilité élevée. L'échantillonnage d'un état de faible

état de transition, ne pourra être que

au cours d’une simulation non biaisée

couplage des simulations de DM QM/MM

L'introduction d'un biais va nous permettre de suivre la variation d'énergie libre par rapp

cette contrainte. Ainsi, une fois le biais défini de façon adéquate, il sera possible 
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 Nous avons donc au total quatre différents partenaires biologiques qui sont impliqués 

dans la totalité de la réaction. Il est donc plus difficile d'identifier de manière précise la 

coordonnée de réaction. Notre choix s'est porté sur la représentation de ces différents 

transferts par une seule contrainte, correspondant au transfert d'hydrure provenant du 

cofacteur dans un premier temps, arguant du fait que ce transfert entrainerait les transfert

protons. Nous avons également testé une contrainte représentant le transfert de proton 

provenant de la tyrosine afin de vérifier si le transfert d’hydrure pouvait in

second temps lors de la réaction. Ces tests nous ont montré qu'une seule contrainte «

ne peut représenter pertinemment la coordonnée de réaction du mécanisme. Des simulations 

impliquant deux coordonnées de réactions ont été effect

associées indépendamment au

Figure 36 : Schéma des distances impliquées dans la définition des coordonnées de réaction. 

Le transfert d'hydrure est mo

transfert de proton venant de la tyrosine 163 est représentée par 

 Chaque contrainte a été choisie

linéaire de deux distances. Cela permet

Par exemple, pour simuler le transfert d'hydrure, la coordonnée de réaction est la combinaison 

linéaire de la distance entre l'hydrure et l'atome de car

d1) et celle entre l'hydrure et l'atome de carbone du substrat qui va être réduit

Pour la contrainte sur le transfert de proton, la coordonnée est constituée de la combinaison 

linéaire entre la distance tyrosine
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la réaction. Il est donc plus difficile d'identifier de manière précise la 

coordonnée de réaction. Notre choix s'est porté sur la représentation de ces différents 

transferts par une seule contrainte, correspondant au transfert d'hydrure provenant du 

eur dans un premier temps, arguant du fait que ce transfert entrainerait les transfert

protons. Nous avons également testé une contrainte représentant le transfert de proton 

provenant de la tyrosine afin de vérifier si le transfert d’hydrure pouvait in

second temps lors de la réaction. Ces tests nous ont montré qu'une seule contrainte «

ne peut représenter pertinemment la coordonnée de réaction du mécanisme. Des simulations 

impliquant deux coordonnées de réactions ont été effectuées, basées sur deux contraintes 

associées indépendamment aux transferts d'hydrure et du premier proton.  

 

: Schéma des distances impliquées dans la définition des coordonnées de réaction. 

Le transfert d'hydrure est modélisé par la contrainte CR1 (égale à d1-d2), tandis que le 

transfert de proton venant de la tyrosine 163 est représentée par le biais CR 2

d4). 

a été choisie, après plusieurs tests, comme étant une combinaison 

. Cela permet une meilleure représentation des transferts 

Par exemple, pour simuler le transfert d'hydrure, la coordonnée de réaction est la combinaison 

linéaire de la distance entre l'hydrure et l'atome de carbone du NADPH qui le p

l'hydrure et l'atome de carbone du substrat qui va être réduit

Pour la contrainte sur le transfert de proton, la coordonnée est constituée de la combinaison 

linéaire entre la distance tyrosine-proton transférable et la distance proton

CR 1 = d1 

CR 2 = d3 

Nous avons donc au total quatre différents partenaires biologiques qui sont impliqués 

la réaction. Il est donc plus difficile d'identifier de manière précise la 

coordonnée de réaction. Notre choix s'est porté sur la représentation de ces différents 

transferts par une seule contrainte, correspondant au transfert d'hydrure provenant du 

eur dans un premier temps, arguant du fait que ce transfert entrainerait les transferts de 

protons. Nous avons également testé une contrainte représentant le transfert de proton 

provenant de la tyrosine afin de vérifier si le transfert d’hydrure pouvait intervenir dans un 

second temps lors de la réaction. Ces tests nous ont montré qu'une seule contrainte « simple » 

ne peut représenter pertinemment la coordonnée de réaction du mécanisme. Des simulations 

uées, basées sur deux contraintes 

: Schéma des distances impliquées dans la définition des coordonnées de réaction. 

, tandis que le 

CR 2 (égale à d3 - 

, après plusieurs tests, comme étant une combinaison 

une meilleure représentation des transferts d'atomes. 

Par exemple, pour simuler le transfert d'hydrure, la coordonnée de réaction est la combinaison 

bone du NADPH qui le porte (nommée 

l'hydrure et l'atome de carbone du substrat qui va être réduit (nommée d2). 

Pour la contrainte sur le transfert de proton, la coordonnée est constituée de la combinaison 

e et la distance proton-atome d'oxygène 

= d1 - d2 

= d3 - d4 
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du groupement cétone réduit par la réaction (respectivement appelée d3 et d4). La Figure 36 

représente les contraintes choisies. 

 Les paramètres des potentiels harmoniques associés aux biais sont choisis selon des 

études déjà publiées[153]. Pour chaque contrainte, les paramètres utilisés sont listés ci-après : 

- Transfert d'hydrure : constante de force choisie à 20 kcal/mol; espacement entre 

fenêtre de 0,15 Å; 35 ps d'échantillonnage dans chaque fenêtre et la contrainte varie de 

-1,80 à 1,35 Å. 

- Transfert de proton : constante de force choisie à 20 kcal/mol; espacement entre 

fenêtre de 0,15 Å; 35 ps d'échantillonnage pour chaque fenêtre et la contrainte varie de 

-0,90 à 1,20 Å.  

III) Interactions entre les différents substrats et l'enzyme - 

calculs US-DM QM/MM à une dimension 

III.1) Simulation sans contraintes DM classique et hybrides 

QM/MM 

 Pour chacun des deux systèmes, complexes enzyme-NADPH-DHQ et enzyme-

NADPH-DHK, 5 simulations de DM classique, d'une durée de 20 ns, ont été réalisées afin de 

vérifier leur stabilité. Les RMSd calculées sur les évolutions structurales de l'enzyme le long 

des trajectoires montrent que dans chaque cas, la structure générale reste cohérente lors des 

différentes simulations. De manière générale, le RMSd de l'enzyme reste inférieur à 2,5 Å. En 

cohérence avec les analyses effectuées sur la structure cristallographique, les simulations du 

complexe ternaire montrent que les résidus Asn 133 (deux interactions dans le cas du DHQ, 

une pour DHK) et Glu 227 interagissent de manière forte avec les groupements hydroxyles du 

cycle B du substrat et peuvent, de ce fait, être considérés comme des résidus de 

reconnaissance. D'autres acides-aminés, faisant partie de la triade catalytique, sont impliqués 

dans des interactions par liaison hydrogène : la tyrosine 163 et la sérine 128. A un moindre 

niveau, car faisant intervenir une molécule d’eau pontante, la thréonine 191, ainsi qu'un des 

atomes d'oxygène du groupement diphosphate du cofacteur, interagissent avec un groupement 

hydroxyle du cycle C. Un grand nombre de résidus de la cavité est impliqué dans des 

interactions de type hydrophobes avec le substrat. Nous pouvons particulièrement noter 
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l'isoleucine 222 et la valine 193, qui 

interactions de type σ-π.  

Afin d’équilibrer et préparer nos systèmes dans le cadre 

simulations de type DM-QM/MM

ns et une de 2 ns pour le complexe ternaire avec DHQ, 2 simulations de 1ns pour le complexe 

DHK-enzyme, soit un total resp

des simulations classiques sont retrouvé

valeurs légèrement différentes

substrat). Les interactions de type liaison hydrogène sont 

de 1,8-1,6 Å. Nous pouvons noter que la seule différence nota

et celle du DHK est l'absence d

l'absence d'un groupement hydroxyle sur le cycle B

manière détaillée les interactions stabilisantes de la dihydroquercétine avec la DFR.

arrangement spatial est compatible avec la réaction telle qu’elle est anticipée. 

représente ainsi la structure de départ ch

Figure 37 : Représentations des différentes interactions du substrat dans le site actif. 

L 'interaction entre l'asparagine

dihy
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l'isoleucine 222 et la valine 193, qui sont en contact avec les cycles aromatiques par 

nos systèmes dans le cadre de l'étude de la réactivité,

QM/MM ont été réalisées d'une durée de 1 à 2 ns :

de 2 ns pour le complexe ternaire avec DHQ, 2 simulations de 1ns pour le complexe 

, soit un total respectif de 4 et 2 ns simulées. Les interactions relevées 

es simulations classiques sont retrouvées dans les calculs hybrides, avec cepen

différentes (par exemple, la thréonine 191 interagit directement avec le 

es interactions de type liaison hydrogène sont notamment plus courtes, de l'ordre 

1,6 Å. Nous pouvons noter que la seule différence notable entre l'interaction du DHQ 

et celle du DHK est l'absence d'une liaison hydrogène avec l'asparagine

l'absence d'un groupement hydroxyle sur le cycle B du DHK. La Figure 

illée les interactions stabilisantes de la dihydroquercétine avec la DFR.

arrangement spatial est compatible avec la réaction telle qu’elle est anticipée. 

représente ainsi la structure de départ choisie pour commencer l’étude de réactivité.

: Représentations des différentes interactions du substrat dans le site actif. 

'interaction entre l'asparagine et la dihydroquercétine, qui n'existe pas dans le cas du 

dihydrokaempferol, est entourée en rouge. 

avec les cycles aromatiques par 

de l'étude de la réactivité, plusieurs 

: 2 simulations de 1 

de 2 ns pour le complexe ternaire avec DHQ, 2 simulations de 1ns pour le complexe 

Les interactions relevées le long 

s dans les calculs hybrides, avec cependant des 

(par exemple, la thréonine 191 interagit directement avec le 

plus courtes, de l'ordre 

ble entre l'interaction du DHQ 

'une liaison hydrogène avec l'asparagine 133 provenant de 

Figure 37 représente de 

illée les interactions stabilisantes de la dihydroquercétine avec la DFR. Cet 

arrangement spatial est compatible avec la réaction telle qu’elle est anticipée. La Figure 37 

de réactivité.  

 

: Représentations des différentes interactions du substrat dans le site actif. 

et la dihydroquercétine, qui n'existe pas dans le cas du 
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III.2) Calculs DM-QM/MM US à une dimension 

 Dans un premier temps, des premiers calculs de DM-QM/MM couplés avec le 

protocole d'Umbrella Sampling ont été effectués avec une seule coordonnée de réaction 

représentant uniquement le transfert d'hydrure. La simulation, d'une durée totale de 735 ps (21 

fenêtres de 35ps), a permis l'obtention d’un potentiel de force moyenne associé à la réaction 

de transfert. Ce profil est représenté sur la Figure 38. 

 Ce potentiel présente trois phases distinctes : 

� de -1,80 à 0,5 Å : l'énergie varie de 0 à 6 kcal/mol. Cette phase correspond 

exclusivement à un rapprochement du NADPH et du substrat. En effet, durant cette 

phase, et malgré l’application de la contrainte, la distance CNADPH-H n’évolue pas. 

L'état obtenu à la fin de ce rapprochement est donc un état intermédiaire idéal pour le 

transfert d'hydrure. 

 

 

Figure 38 : Potentiel de force moyenne obtenu pour le transfert d'hydrure. 

� de -0,5 à 0,2 Å : l'énergie varie de 6 à 12 kcal/mol. Cette phase correspond au transfert 

d'hydrure. L'état de transition du transfert d'hydrure a été ainsi identifié pour une 

valeur de 0,2 Å de la coordonnée, ce qui correspond à des distances CNADPH-H = 

1,43 Å et H-CDHQ = 1,22 Å. 

� de 0,2 à 0,8 Å : l'énergie varie de 12 à 7,5 kcal/mol. Cette phase correspond à la 

relaxation provoquée par le franchissement de l'état de transition. La cascade de 

transferts de protons ne s'effectue qu'après le transfert d'hydrure. Nous pouvons 
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remarquer que les produits de réactions possèdent une énergie plus élevée que les 

réactifs. Nous pouvons supposer que cela provient du fait que la lysine167 n'est pas 

reprotonée en fin de réaction lors de notre simulation. 

 En effectuant un calcul QM au niveau B3LYP/6-31++G** de la reprotonation par un 

ion oxonium d'une lysine déprotonnée, l'enthalpie libre de Gibbs associée est de l'ordre de 

-12 kcal/mol. Cela permet d’estimer que l’état final de notre réaction pourrait atteindre 

une énergie relative de - 6kcal/mol par rapport aux réactifs. Dans le cas du DHK, un 

comportement similaire a été observé, avec cependant une barrière d'activation plus élevée 

(état de transition à 16 kcal/mol).  

 Comme nous venons de le voir, cette campagne de simulations biaisées du transfert 

d’hydrure entraîne la cascade de transferts de protons dans son intégralité. Afin de vérifier 

si le transfert du premier proton (biais CR2) entraînerait le transfert d’hydrure, une 

campagne de calculs simulant le transfert de proton de la tyrosine vers le substrat a été 

réalisée suivant le même protocole. Une barrière très élevée (18 kcal/mol) est relevée sur 

le profil énergétique. La simulation conduit à un intermédiaire très faiblement stabilisé par 

rapport à l’état de transition (17 kcal/mol). Dans cette structure, le transfert de proton est 

effectif mais n’induit ni le transfert des autres protons, ni le transfert d'hydrure. Il apparaît 

donc que la première simulation devrait nous permettre de caractériser l’état de transition 

de la réaction biochimique. 

 Afin de le vérifier, nous avons réalisé une nouvelle simulation de DM-QM/MM 

biaisée, pour laquelle est appliqué le biais correspondant à la fenêtre encadrant l’état de 

transition. Cette valeur correspond à un biais de CR1 = 0,2 Å. L'idée étant que si nous 

sommes exactement sur cet état de transition, chaque système soumis à des simulations de 

dynamique moléculaire à partir de cette position devrait se relaxer de manière aléatoire 

vers les produits ou les réactifs de la réaction. Une simulation longue (2 ns), sous 

contrainte, a été effectuée et certaines structures ont été choisies le long de cette trajectoire 

comme point de départ pour des simulations sans contrainte. 100% de ces simulations 

(environ 30 calculs différents) présentent un retour vers les réactifs uniquement. De plus, 

lors de l'analyse de la trajectoire sous contrainte, il apparaît que la tyrosine présente un 

comportement particulier. En effet, le proton se transfère de manière naturelle vers le 

substrat mais revient également auprès de l'atome d'oxygène de la tyrosine, et ceci de 

manière spontanée. De ces analyses, il apparaît qu'il existe un couplage entre la 
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coordonnée représentant le transfert d'hydrure et la coordonnée de réaction associée au 

transfert de proton. Par conséquent, les calculs basés sur l’utilisation d’une contrainte ne 

peuvent pas être suffisant pour décrire correctement le mécanisme. Nous devons ainsi 

réaliser des simulations plus élaborées basées sur la définition de deux biais. 

IV) Calculs DM-QM/MM US 2D 

 D’une façon générale, la réalisation de ce type de protocole permet d’obtenir des 

surfaces d’énergie potentielle en fonction de deux coordonnées. Pratiquement, deux biais 

seront appliqués selon les deux transferts, celui de l’hydrure et celui du proton provenant de la 

tyrosine. Ces biais seront appliqués comme précédemment, à l’aide d’un potentiel harmonique 

appliqué sur une combinaison linéaire des distances impliquées dans les transferts. Ainsi, dans 

chaque « fenêtre », le système sera échantillonné autour de ces deux contraintes. La totalité de 

nos simulations sera ensuite débiaisée une nouvelle fois à l’aide du protocole WHAM et nous 

permettra d’obtenir la surface d’énergie en fonction des contraintes appliquées. Ici encore, il 

faut nous assurer que les contraintes représentent au mieux la coordonnée de réaction 

attendue. Nous avons considéré les contraintes CR1 et CR2, qui représentent respectivement 

les transferts d’hydrure et du proton de la tyrosine, et qui, comme nous l’avons vu 

précédemment, sont les deux transferts d’atomes qui représentent la réaction complète. 

 Afin d’obtenir la carte E(CR1,CR2), nous devons définir les limites des variations de 

ces deux contraintes. Dans ce cadre, il est nécessaire de déborder quelque peu des valeurs 

associées aux états stables des réactifs et des produits, afin de s’assurer que nous avons bien 

échantillonné ces états stationnaires. Pour cela, les simulations 1D présentées précédemment 

nous sont d’une grande aide. Ainsi, pour la contrainte CR1, d’après la Figure 4, les minima 

d’énergie sont obtenus, coté réactif pour CR1 ≈ -1,5 Å et coté produit pour CR1≈ +1 Å. Au 

final, pour cette contrainte CR1, nous considérerons 22 valeurs allant de -1,8 Å (distances 

hydrure-DHQ et hydrure-cofacteur respectivement égales à 2,8 Å et 1 Å) à +1,35 Å (1 Å et 

2,35Å), ce qui nous permet de définir 22 fenêtres de simulations. Concernant la deuxième 

contrainte, les variations sont beaucoup moins importantes car il n’est pas nécessaire ici que le 

substrat et la tyrosine se rapprochent pour que le transfert puisse s’effectuer. En effet, la 

liaison hydrogène entre les deux réactifs est présente de façon constante le long des 

simulations. Ainsi, pour CR2, nous considérerons 15 valeurs, allant de -0,90 Å (distances 

proton-DHQ et proton-tyrosine respectivement égales à 1,9 Å et 1 Å) à 1,20 Å (1 Å et 2,20 

Å), ce qui nous permet, le long de cette dimension de définir 15 fenêtres de simulations. Au 
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final, en tenant compte des évolutions des deux contraintes, 330 fenêtres ont été considérées, 

correspondant à un temps total de simulation de 11,55ns.

IV.1) Substrat n°1 : 

IV.1.a) Analyse énergétique du profil

La surface d'énergie potentielle décrivant 

contraintes est représentée sur la 

Figure 39: Surface d'énergie potentielle obtenue pour le système 

x représente la contrainte CR1 et l'axe y 

horizontal, les cercles blancs

centre) et les produits de la réaction (en haut à droite). Le cercle rouge représente 

intermédiaire

 Le profil présente un minimum global

négatives, ce qui correspond bien à un état où les atomes ne sont pas transférés

réactifs. Cet état est en totale cohérence avec les structures échantillonnées lors de 

sans contraintes. Nous retrouvons

pendant un temps de simulation relativement important. Ce point qui est celui de plus basse 

énergie sur toute la surface de potentiel est considéré comme la référence des énergies.

 Un point selle, qui peut être considéré en première approximation comme un état de 

transition, est également caractérisé sur cette surface. L’énergie nécessaire pour atteindre ce 

point est de 17 kcal/mol. Il est 

d'hydrure et de proton valant CR1 = 0,0
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final, en tenant compte des évolutions des deux contraintes, 330 fenêtres ont été considérées, 

à un temps total de simulation de 11,55ns. 

Substrat n°1 : DHQ (dihydroquercétine) 

Analyse énergétique du profil 

La surface d'énergie potentielle décrivant l’énergie du système en fonction des deux 

est représentée sur la Figure 39. 

: Surface d'énergie potentielle obtenue pour le système DFR-NADPH

la contrainte CR1 et l'axe y CR2. A droite, sur la projection sur le plan 

es cercles blancs désignent les réactifs (en bas à droite), l'état de transition (au 

centre) et les produits de la réaction (en haut à droite). Le cercle rouge représente 

intermédiaire lié au rapprochement NADPH-DHQ. 

Le profil présente un minimum global d'énergie pour des valeurs de CR1 et CR2 

négatives, ce qui correspond bien à un état où les atomes ne sont pas transférés

Cet état est en totale cohérence avec les structures échantillonnées lors de 

ouvons en effet les caractéristiques d’un système pré

pendant un temps de simulation relativement important. Ce point qui est celui de plus basse 

énergie sur toute la surface de potentiel est considéré comme la référence des énergies.

oint selle, qui peut être considéré en première approximation comme un état de 

est également caractérisé sur cette surface. L’énergie nécessaire pour atteindre ce 

est situé pour des valeurs des contraintes représent

valant CR1 = 0,0 Å et CR2 = 0,30 Å. 

final, en tenant compte des évolutions des deux contraintes, 330 fenêtres ont été considérées, 

l’énergie du système en fonction des deux 

 

NADPH-DHQ. L'axe 

, sur la projection sur le plan 

désignent les réactifs (en bas à droite), l'état de transition (au 

centre) et les produits de la réaction (en haut à droite). Le cercle rouge représente un état 

pour des valeurs de CR1 et CR2 

négatives, ce qui correspond bien à un état où les atomes ne sont pas transférés, c'est à dire les 

Cet état est en totale cohérence avec les structures échantillonnées lors de simulations 

en effet les caractéristiques d’un système pré-réactif, stable 

pendant un temps de simulation relativement important. Ce point qui est celui de plus basse 

énergie sur toute la surface de potentiel est considéré comme la référence des énergies. 

oint selle, qui peut être considéré en première approximation comme un état de 

est également caractérisé sur cette surface. L’énergie nécessaire pour atteindre ce 

représentant les transferts 



 Enfin, un état stable, correspondant à la fin des transferts d’hydrure et de proton, est 

également caractérisé sur cette surface d’énergie, aux coordonnées CR1 =0,90

=1,20 Å. Cette structure correspond à un état où les transferts de protons non contraints, i.e. 

du fragment ose vers la tyrosine et de la lysine vers le fragment ose, sont également effectifs. 

Une nouvelle fois, les caractéristiques structurales de cet état 

nous avons pu échantillonner

produits (voir chapitre 3). Ce point est associé à une énergie de 8,11kcal/mol plus haute que 

celle des réactifs. Cette valeur ne doit 

lysine n’est pas effectuée. 

Enfin, nous pouvons noter, à nouveau, la présence d'un état intermédiaire métastable aux 

coordonnées [-0,45;-0,75], à une valeur d'énergie de 6 kcal/mol. 

tard. Le chemin réactionnel associé à la réaction enzymatique

le chemin de moindre pente. Ce profil est représenté sur la 

Figure 40 : Chemin réactionnel suivi par le mécanisme enzymatique. 

correspond à la position de l'état de transition.

 Cette vue permet de bien nous rendre compte de l'implication de chaque 

fonction de l'avancée de la réaction. 

chemin suivi est fonction d’une des coordonnées, indépendamment de l’autre selon trois 

phases. La première étape, associée au rapprochement des entités réactives, ne fait intervenir 

que la coordonnée liée au transfert 

période, la contrainte représentant le transfert de proton n'est pas impliqué

plus basse énergie et reste à une valeur de 
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Enfin, un état stable, correspondant à la fin des transferts d’hydrure et de proton, est 

également caractérisé sur cette surface d’énergie, aux coordonnées CR1 =0,90

Å. Cette structure correspond à un état où les transferts de protons non contraints, i.e. 

du fragment ose vers la tyrosine et de la lysine vers le fragment ose, sont également effectifs. 

Une nouvelle fois, les caractéristiques structurales de cet état sont cohérentes avec celles q

nous avons pu échantillonner lors de simulations sans contraintes sur le complexe enzyme

. Ce point est associé à une énergie de 8,11kcal/mol plus haute que 

celle des réactifs. Cette valeur ne doit pas être choquante car ici encore, la régénération de la 

ous pouvons noter, à nouveau, la présence d'un état intermédiaire métastable aux 

0,75], à une valeur d'énergie de 6 kcal/mol. Ce point sera dis

e chemin réactionnel associé à la réaction enzymatique peut être représenté

. Ce profil est représenté sur la Figure 40. 

Chemin réactionnel suivi par le mécanisme enzymatique. Le point rouge 

correspond à la position de l'état de transition. 

Cette vue permet de bien nous rendre compte de l'implication de chaque 

fonction de l'avancée de la réaction. En première approximation, il peut être considéré que le 

chemin suivi est fonction d’une des coordonnées, indépendamment de l’autre selon trois 

La première étape, associée au rapprochement des entités réactives, ne fait intervenir 

nsfert d'hydrure, de CR1 ≈ -1,8 Å à CR1 ≈ -0,1

représentant le transfert de proton n'est pas impliquée

basse énergie et reste à une valeur de -0,60 Å environ. A partir d’une valeur de la 
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Enfin, un état stable, correspondant à la fin des transferts d’hydrure et de proton, est 

également caractérisé sur cette surface d’énergie, aux coordonnées CR1 =0,90 Å et CR2 

Å. Cette structure correspond à un état où les transferts de protons non contraints, i.e. 

du fragment ose vers la tyrosine et de la lysine vers le fragment ose, sont également effectifs. 

sont cohérentes avec celles que 

sur le complexe enzyme-

. Ce point est associé à une énergie de 8,11kcal/mol plus haute que 

pas être choquante car ici encore, la régénération de la 

ous pouvons noter, à nouveau, la présence d'un état intermédiaire métastable aux 

Ce point sera discuté plus 

peut être représenté en suivant 

 

Le point rouge 

Cette vue permet de bien nous rendre compte de l'implication de chaque contrainte en 

approximation, il peut être considéré que le 

chemin suivi est fonction d’une des coordonnées, indépendamment de l’autre selon trois 

La première étape, associée au rapprochement des entités réactives, ne fait intervenir 

0,15 Å. Durant cette 

e dans le chemin de 

0,60 Å environ. A partir d’une valeur de la 
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contrainte CR1≈ 0 Å, c'est à dire lorsque le transfert d'hydrure est réalisé à moitié, le chemin 

réactionnel suit alors quasiment exclusivement la coordonnée liée au transfert de proton entre 

les valeurs CR2 ≈ -0,75 Å et CR2 ≈ 0,75 Å. Dans cette partie, le chemin suivi reste à une 

valeur de CR1 ≈ 0 Å. Le long de ce transfert de proton, un point selle, que l’on peut 

considérer comme un état de transition en première approximation, est atteint dans la fenêtre 

correspondant à [CR1 = 0,00; CR2 = 0,30]. Alors que cet état de transition correspond à une 

structure où l’hydrure est à équidistance entre carbone donneur et carbone accepteur (CNADPH 

– H = 1,4 Å ; H-CDHQ = 1,4 Å) il apparaît tardif par rapport à la deuxième contrainte (OTYR – 

H = 1,45 Å ; H-ODHQ = 1,15 Å). Une fois ce point selle franchi, le chemin suit encore la 

coordonnée du transfert de proton, jusqu'à une valeur de CR2 = 0,75 Å. A ce point, la 

descente vers les produits de la réaction (à la position [0,90;0,90]) suit plus particulièrement la 

contrainte représentant le transfert d'hydrure qui sera complet à la fin du chemin. 

 L'énergie libre de Gibbs associée à la réaction est positive (+ 8 kcal/mol) mais comme 

dans le cas des calculs impliquant une seule dimension, l'enzyme n'est pas dans son véritable 

état final (K162 déprotonée). Comme précédemment, on peut ajuster l'énergie des produits de 

la réaction en soustrayant 12 kcal/mol, ce qui donne un ∆G de réaction de -4 kcal/mol. 

 La comparaison entre les profils 1D et 2D nous démontre ainsi que la prise en compte 

d'une seule coordonnée de réaction est réellement insuffisante pour modéliser de manière 

correcte la réaction enzymatique. En effet, seul le transfert d’hydrure était contraint, le 

transfert de proton se faisait de manière opportuniste, i.e. lorsqu’étaient échantillonnées des 

structures pour lesquelles le transfert d’hydrure était au-delà du mi-transfert et pour lesquelles 

le transfert du proton était possible. Cette partie, modélisée par une contrainte adaptée CR2, 

est alors associée à une énergie qui n’était pas présente lors des simulations à une seule 

contrainte. Cependant, nous pouvons noter que les portions du chemin correspondant 

uniquement à une évolution de la coordonnée de l'hydrure sont bien représentées par le profil 

1D, notamment au niveau de la barrière de rapprochement des réactifs qui présente la même 

valeur énergétique entre les deux types de calculs. Ce rapprochement des entités réactives 

mène à la formation d'un complexe pré-réactif appelé NAC (Near-attack conformer) dont il 

sera question plus tard.  
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IV.1.b) Analyse structurale 

 Les différentes analyses ont été réalisées selon deux protocoles. Tout d’abord, une 

première analyse sur la totalité de la surface d'énergie sera effectuée. En parallèle sera faite 

une seconde le long du chemin réactionnel. Dans celles-ci, il s’agira des valeurs moyennes 

associées à chacune des fenêtres considérées, projetées sur les valeurs exactes des contraintes. 

 Tout d'abord, l'analyse des distances impliquées dans les contraintes représentant les 

transferts montre de manière explicite les étapes associées au chemin réactionnel. La Figure 

41 représente l'évolution de ces distances dans la définition des coordonnées représentant les 

transferts d'hydrure et de proton. 

 

Figure 41 : Evolution des distances impliquées dans la définition des contraintes de calculs 

DM-QM/MM US 2D. A gauche sont représentées les distances composant la contrainte CR1, 

à droite celles de CR2. Sont ajoutées aussi les distances entre les atomes lourds concernés. 

 L'évolution des distances montre que la première étape de la réaction amène à un état 

dans lequel les entités DHQ et NADPH se sont rapprochées. Cela correspond à la formation 

du complexe pré-réactif de type NAC, que nous aborderons plus loin dans le chapitre. Nous 

pouvons voir que pendant cette phase, les distances associées à la contrainte représentant le 

transfert de proton restent constantes, ce qui confirme que cette partie du mécanisme ne fait 

intervenir que CR1. Lorsque le rapprochement est fini, c'est à dire que la distance entres les 

atomes de carbone est stabilisée à une valeur de 2,6 Å, la phase réactive commence. La 

distance hydrure-NADPH augmente alors pour atteindre une valeur de coordonnée d'environ 

0,2 Å. A ce moment, la contribution de CR1 à la coordonnée de réaction est grandement 

diminuée, et on observe une évolution importante des distances associées à CR2. Suivant la 

contrainte, le proton se rapproche du substrat. Lorsqu'il est assez proche du DHQ,  le transfert 

est initié et la distance H+-tyrosine augmente, mais de manière très rapide et brève dans le cas 

du proton, tandis que la finalisation du transfert dans le cas de l'hydrure est beaucoup plus 
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longue. Lorsque l'état de transition est franchi, les deux transferts s'effectuent. S'en suit une 

étape de relaxation ou les partenaires s'éloignent après formation des produits. Les distances 

hydrure-NADPH et H+-tyrosine augmentent grandement tandis que les autres restent 

constantes, attestant de la fin des transferts vers le DHQ.

 L'analyse de la distance C

d'hydrure et celui du substrat qui va

large juste avant l'initiation du transfert d'hydrure. Après la phase associée au rapprochement 

du NADPH et du substrat, la dis

(environ 2,6 Å), afin de permettre le transfert d'hydrure

constante tant que la totalité de la réaction ne s'est pas effectué

distance, en considérant maintenant toute not

grande, et existe même lorsque l'on en suit pas le chemin de la réaction. En fait, elle existe 

lors que les valeurs de la contrainte CR1 sont comprises entre 

Figure 42 : Evolution de la distance entre les atomes de carbone du cofacteur et du substrat

le long de la surface d'énergie potentielle. A droite

 Cette zone recouvre toutes les fenêtres associées 

Ainsi, cette proximité entre le cofacteur et le substrat est une condition pour que le transfert 

d'hydrure puisse se réaliser. Ceci signifie que le rapprochement des deux réactifs constituerait 

une étape préliminaire nécessaire à la réaction enzymatique.

 Ce comportement ne se retrouve pas lorsque l’on étudie l’évolution de la distance 

OTYR-ODHQ. En effet, cette distance suit l’évolution du transfert, les atomes se rapprochant 

puis s’éloignant en fonction du transfert

analysant l'évolution de cette distance sur toute notre surface (voir 

restent extrêmement faibles même si on observe, pour les dernières 
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. Lorsque l'état de transition est franchi, les deux transferts s'effectuent. S'en suit une 

étape de relaxation ou les partenaires s'éloignent après formation des produits. Les distances 

tyrosine augmentent grandement tandis que les autres restent 

constantes, attestant de la fin des transferts vers le DHQ. 

L'analyse de la distance CNADPH-CDHQ, entre l'atome de carbone du cofacteur donneur 

d'hydrure et celui du substrat qui va être réduit, montre une zone de stabilité extrêmement 

large juste avant l'initiation du transfert d'hydrure. Après la phase associée au rapprochement 

du NADPH et du substrat, la distance entre ces derniers reste remarquablement stable 

n de permettre le transfert d'hydrure (cf Figure 42). Cette distance reste 

constante tant que la totalité de la réaction ne s'est pas effectuée. Si nous analysons cette 

distance, en considérant maintenant toute notre surface explorée, cette zone est beaucoup plus 

grande, et existe même lorsque l'on en suit pas le chemin de la réaction. En fait, elle existe 

lors que les valeurs de la contrainte CR1 sont comprises entre -0,45 Å et 0,3 Å. 

: Evolution de la distance entre les atomes de carbone du cofacteur et du substrat

d'énergie potentielle. A droite est représenté une vue du dessus de la 

surface présentée. 

Cette zone recouvre toutes les fenêtres associées à la contrainte du transfert de proton. 

Ainsi, cette proximité entre le cofacteur et le substrat est une condition pour que le transfert 

d'hydrure puisse se réaliser. Ceci signifie que le rapprochement des deux réactifs constituerait 

nécessaire à la réaction enzymatique. 

Ce comportement ne se retrouve pas lorsque l’on étudie l’évolution de la distance 

ODHQ. En effet, cette distance suit l’évolution du transfert, les atomes se rapprochant 

puis s’éloignant en fonction du transfert du proton, mais de manière assez anecdotique

analysant l'évolution de cette distance sur toute notre surface (voir Figure 

restent extrêmement faibles même si on observe, pour les dernières valeurs de la contrainte 
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être réduit, montre une zone de stabilité extrêmement 

large juste avant l'initiation du transfert d'hydrure. Après la phase associée au rapprochement 

remarquablement stable 

. Cette distance reste 
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re surface explorée, cette zone est beaucoup plus 

grande, et existe même lorsque l'on en suit pas le chemin de la réaction. En fait, elle existe 

0,45 Å et 0,3 Å.  

 

: Evolution de la distance entre les atomes de carbone du cofacteur et du substrat, 

est représenté une vue du dessus de la 

à la contrainte du transfert de proton. 

Ainsi, cette proximité entre le cofacteur et le substrat est une condition pour que le transfert 

d'hydrure puisse se réaliser. Ceci signifie que le rapprochement des deux réactifs constituerait 

Ce comportement ne se retrouve pas lorsque l’on étudie l’évolution de la distance 

ODHQ. En effet, cette distance suit l’évolution du transfert, les atomes se rapprochant 

du proton, mais de manière assez anecdotique. En 

Figure 43), les variations 

valeurs de la contrainte 
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représentant le transfert d'hydrure, que la distance devient très grande. Si la coordonnée atteint 

une valeur trop élevée, elle entraîne une modification structurale du site actif, car 

l'éloignement du NADPH et du DHQ devient important. Du coup, la structure du substrat 

change dans la cavité et explique cette distance beaucoup plus importante avec la tyrosine. 

 

Figure 43 : Evolution de la distance OTyr-ODHQ durant toutes les fenêtres de simulation. 

 En Figure 44 sont représentés l'ensemble des distances associées aux transferts de 

proton de la tyrosine, la lysine et le NADPH. 

 

Figure 44 :  Evolution des distances représentant les transferts de protons se déroulant lors 

de la réaction de DHQ dans DFR. 

 Aucune étape de rapprochement n'est observée pour les transferts du NADPH vers la 

tyrosine, et celui de la lysine vers le cofacteur. Cependant, on observe une remarquable 

synchronicité de tous les transferts de la cascade enzymatique. 
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 Les interactions de type liaison hydrogène avec les résidus de reconnaissance G227 et 

N133 ainsi que les résidus S128 et T191, restent sensiblement constantes la durée de la 

réaction (respectivement d'une valeur mo

contre moins stables dans les cas extrêmes de la surface (notamment dans le même cas que la 

distance OTyr-ODHQ), ou l'on observe une perte des interactions à cause d'un changement de 

conformation de la molécule. 

IV.2) Substrat n°2 : 

IV.2.a) Analyse énergétique du profil

  Dans le cas du dihydrokaempferol (DHK), le nombre de calculs est identique 

du système avec le DHQ. Ainsi le profil a été obtenu dans le même espace et est représenté 

sur la Figure 45. 

Figure 45 : Profil réactionnel obtenu pour le complexe ternaire enzyme/NADPH/DHK.

courbe noire désigne le chemin de plus basse énergie suivie par le mécanisme réactionne

point rouge désigne l'état de transition.

 Dans son ensemble, le profil est grandement similaire à celui obtenu dans le cas 

substrat DHQ. Le profil présente un minimum global pour des valeurs de CR1 et CR2 

négatives [-1,50;-0.75], correspondant au

correspondant à l'état de transition de la réaction, est de nouveau caractérisé. L'énergie 

nécessaire pour l'atteindre est de 17,9 kcal/mol, ce qui est très similaire au cas du DHQ. Les 

valeurs des contraintes CR1

respectivement 0,30 Å et 0,30 Å. 

concerne que le rapprochement des réactifs

par la suite. Enfin, l'état stable correspondant aux
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Les interactions de type liaison hydrogène avec les résidus de reconnaissance G227 et 

N133 ainsi que les résidus S128 et T191, restent sensiblement constantes la durée de la 

réaction (respectivement d'une valeur moyenne de 1,8 Å, 2 Å, 1,85 Å et 2 Å). Elle sont par 

contre moins stables dans les cas extrêmes de la surface (notamment dans le même cas que la 

ODHQ), ou l'on observe une perte des interactions à cause d'un changement de 
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[1,05;1,20], avec une énergie de 12,5 kcal/mol. Comme dans le cas du DHQ, cet état 

correspond à une structure dans laquelle la lysine catalytique de l'enzyme n'est pas régénérée. 

 Les différentes observations apportées par le profil réactionnel impliquant DHQ sont 

applicables également sur cette surface d'énergie. Cependant, il apparaît que les deux 

contraintes que nous avons suivi sont moins décorrélées que dans le cas du DHQ. La première 

étape, correspondant au rapprochement des entités, ne fait intervenir à nouveau que la 

contrainte liée au transfert d'hydrure, de CR1=-1,50 Å à CR1 = -0.30 Å.  A partir de cette 

dernière, le chemin fait intervenir principalement la contrainte représentant le transfert de 

proton, mais également, de manière plus importante que dans le cas du DHQ, la contrainte du 

transfert d'hydrure. Durant cette portion,  CR1 varie de -0,30 à 0,45 Å, et la contrainte CR2 de 

-0,75 à 0,60 Å. L'état de transition est atteint pour la valeur [0,30;0,30]. De ce fait, il est 

considéré comme étant plus "tardif"  sur la contrainte CR1 que dans le cas du DHQ d'après le 

postulat de Hammond, alors que la valeur de CR2 reste identique à celle du DHQ. Le fait le 

plus intéressant est que l'énergie d'activation associée à la réaction avec DHK est 

pratiquement identique à celle du DHQ. Enfin, après réaction, la dernière partie menant à la 

formation des produits fait intervenir de nouveau majoritairement CR1, avec un couplage de 

CR2 encore présent. 

  La différence entre les deux substrats est donc essentiellement thermodynamique, 

avec une énergie libre de Gibbs corrigée (après la reprotonation de la lysine) d'environ 0 

kcal/mol pour le cas du DHK. Nous avons donc un retour des produits vers les réactifs plus 

favorables que dans le cas du DHQ, impliquant que la conversion de la molécule de DHK sera 

moins efficace. Ces résultats sont directement en accord, d'un point de vue qualitatif, avec les 

données expérimentales obtenues par Petit et al. [68]. Ainsi, notre modèle se montre prédictif 

sur la conversion de substrats par l'enzyme. 

IV.2.b) Analyse structurale du mécanisme 

 Les analyses ont été réalisées le long du chemin réactionnel et également sur la surface 

complète. D'une manière générale, la plupart des observations notées dans le cas du DHQ se 

retrouvent ici (résidus impliqués dans des liaisons hydrogènes toujours présents le long du 

chemin). On retrouve notamment le même comportement des distances DHQ-hydrure et 

NADPH-hydrure, avec une zone correspondant uniquement au rapprochement des réactifs. 

Concernant la distance CNADPH-CDHK, on observe, comme dans le cas du DHQ, une vaste zone 
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dans laquelle la distance entre les deux atomes reste constante. E

décalée vis-à-vis de ce qui est observé avec le DHQ car l'ET est plus tardif ici. Cette évolution 

est représentée sur la Figure 46

Figure 46 : Evolution de la distance C

DHK. A droite

 La différence majeure provient du comportement des partenaires impliqués dans la 

cascade de transfert de protons. En e

manière spontanée à la fin des transferts d'hydrure et du proton, nous voyons que le transfert 

n'intervient qu'en fin de réaction. Il n'est obtenu que dans les dernières fenêtres après le 

franchissement de l'état de transition tardif. 

est représentée sur la Figure 47

Figure 47 : Evolution des distances impliquant la cascade de t

 Cette observation peut être expliquée par le fait que l'état de transition est plus tardif 

que dans le cas du DHQ. En effet, la contrainte représentant le transfert d'hydrure doit être 

plus avancée pour franchir l'état de transition,

réaction est, elle aussi, décalée. Ainsi, le cofacteur est préparé moins "rapidement" à la 

réaction, ce qui retarde le transfert de proton provenant de son groupement ose. Cette 
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dans laquelle la distance entre les deux atomes reste constante. Elle est cependant légèrement 

vis de ce qui est observé avec le DHQ car l'ET est plus tardif ici. Cette évolution 
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: Evolution des distances impliquant la cascade de transferts de protons.
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préparation tardive est attribuée au fait que le DHK est plus mobile que le DHQ, phénomène 

imputé à l'absence d'une interaction du DHK avec l'enzyme (Une interaction avec le résidu de 

reconnaissance N133), à cause de l'absence de groupement hydroxyle en position 4'. Les 

analyses de RMSd des deux substrats (obtenues sur les simulations de DM-QM/MM sans 

contrainte), qui sont représentées sur la Figure 48, montrent cette mobilité accrue du 

dihydrokaempferol. 

 Rapidement, lors des simulations, on observe que le DHK subit une déviation plus 

importante que celle du DHQ. L'absence de liaison hydrogène supplémentaire verrouille de 

manière moindre le cycle B de la molécule. Par ailleurs, le décrochage observé du DHQ, 

après 600 ps de simulation de dynamique moléculaire QM/MM, correspond à une perte 

ponctuelle de l'interaction avec un résidu de reconnaissance (G227). Le substrat passe alors 

sur un mode d'interaction à une seule liaison hydrogène. Le cycle B est ainsi moins contraint, 

et on observe une valeur du RMSd environ égale à celle du DHK, représentant une mobilité 

équivalente. Nous observons que le mode d'interaction est de nouveau de deux liaisons 

hydrogènes après 820 ps de simulation, et ainsi la valeur du RMSd diminue car le cycle est de 

nouveau contraint. Cette mobilité accrue du DHK peut expliquer le caractère tardif de l'état de 

transition. Il faut en effet que l'hydrure soit transféré de manière plus avancé pour réaliser la 

réaction 

.  

Figure 48 : Evolution du RMSd des substrats par rapport à la pose cristallographique. 

Le reste des analyses structurales est très similaire entre le DHQ et le DHK, et c'est justement 

cette grande constance entre les deux substrats qui peut expliquer cette surprenante barrière 

d'activation identique pour les deux molécules. 
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V) Complexe pré-réactif (Near-attack conformation) 

 Les sites actifs des enzymes possèdent des caractéristiques particulières qui facilitent 

les réactions, par exemple en stabilisant les états de transition ou en permettant à trois réactifs 

d’être présents dans un même espace. L'hydrophobicité du site actif, les contraintes stériques 

ou d’autres propriétés découlant des types d’acides aminés constituant la cavité jouant 

souvent un rôle majeur dans la réactivité, notamment en abaissant la barrière énergétique à 

franchir. Depuis de nombreuses années, une hypothèse met en avant que la barrière 

d'activation de la réaction enzymatique peut être encore plus abaissée que prévu. La théorie 

du Near Attack Conformer (NAC), ou complexe pré-réactif, a été développée en 1976 par 

Thomas C. Bruice [154]. Selon cette hypothèse, l'enzyme, de par ses mouvements et sa 

dynamique, pourrait forcer son substrat à prendre des conformations particulières grâce aux 

différentes contraintes stériques associées à l'environnement enzymatique[155].  

 D’un point de vue structural, la conformation du substrat induite par la dynamique de 

l’enzyme se rapprocherait de la structure de l'état de transition, ce qui diminue de manière 

significative l'énergie nécessaire pour l'atteindre. Cette hypothèse pourrait venir en 

complément du concept généralement admis que l'on attribue une stabilisation de l'état de 

transition à des effets électrostatiques de l'environnement enzymatique[156]. Cette théorie a 

été grandement débattue au fil des décennies[82, 157, 158], mais elle est reconnue maintenant 

au même titre que celle de la stabilisation de l'état de transition. Ces deux effets coexistent 

afin que la barrière énergétique à franchir soit plus faible et ainsi que la réaction soit plus 

aisée. 

V.1) DHQ (Dihydroquercétine)  

 Sur le profil réactif de nos deux substrats, nous observons une première montée en 

énergie amenant à une structure d'énergie environ égale à 6-7 kcal/mol par rapport aux 

réactifs (voir Figure 39, cercle rouge). Ce point apparaît lors de la première phase du chemin 

réactionnel, qui n’est dépendant que de la contrainte liée au transfert d’hydrure. Toutefois, un 

point attire l’attention. En effet, si nous décomposons, dans le cas du DHQ, la contrainte selon 

les deux distances qu'elle implique (distance H-DHQ et H-NADPH), il apparaît que seule la 

distance hydrure-DHQ voit sa valeur se modifier dans cette partie. En revanche, la distance 

H-NADPH n’est que très peu modifiée (voir Figure 49). 
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Figure 49 : Représentation de l'évolution des distances composant la contrainte du transfert 

d'hydrure durant la réaction. Le trait noir marque la fin de la première montée en énergie 

observée. 

 Cette étape caractérise donc un rapprochement des réactifs, (cofacteur NADPH et 

substrat DHQ) et il ne peut être considéré que le transfert d’hydrure ai déjà commencé. Les 

états échantillonnés lors de cette phase du mécanisme sont donc des conformations qui seront 

plus proches de la structure de l'état de transition. Ceci correspond à la définition des 

structures classées en tant que NAC. La distance hydrure-DHQ peut être considérée comme 

un critère structural principal pour la caractérisation de conformation de type NAC. La plupart 

du temps, les distances et angles d'attaque sont retenus pour la caractérisation des NAC [159]. 

Ici, l'angle de pyramidalisation de l'atome de carbone du substrat impliqué dans la réaction 

peut être également choisi comme critère, car l'hybridation de l'atome passe d'un sp2 à un sp3. 

La variation de l'angle de pyramidalisation de l'atome de carbone est représenté sur la Figure 

50. 

 

Figure 50 : Evolution de l'angle de pyramidalisation du carbonyle le long du chemin 

réactionnel 
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 L'analyse du profil réactionnel concernant DHQ montre que l'angle de 

pyramidalisation de l'atome de carbone impliqué dans la réaction varie très peu lors de la 

phase de rapprochement des entités réactives. Nous pouvons remarquer toutefois que le 

carbone n'est pas totalement plan et présente une pyramidalisation légère. Lorsque les réactifs 

sont en contact, et ce même avant que la réaction en elle-même débute, la pyramidalisation de 

l'atome devient plus importante. Cela montre que cette première phase de rapprochement 

permet au final d'obtenir un complexe "préparé" à la réaction, avec un atome de carbone 

partiellement hybridé sp3 (valeur de l'angle à environ -20°). 

 Concernant les valeurs de la distance hydrure-carbonyle et de l'angle de 

pyramidalisation pour les réactifs, leur valeur moyenne est respectivement de 2,48 Å et de  

-1,44° dans la fenêtre de calcul [-1.35;-0.75]. Nous pouvons comparer ainsi ces valeurs avec 

ce que nous observons lors de simulations de dynamique moléculaire "brute-force" de type 

QM/MM. L'analyse de ces simulations non biaisées montre que : 

� Concernant la distance hydrure-carbonyle, la distance moyenne obtenue sur des 

simulations longues de plus de 1 ns est de l'ordre de 2,67 Å, ce qui est légèrement 

au dessus de la distance moyenne de l'état initial. Nous pouvons par contre noter 

que nous échantillonnons des états dans lesquels la distance est en deçà de la 

valeur moyenne (valeur minimale 1,91 Å). D'après les analyses, 28% des 

structures échantillonnées durant la simulation sont en dessous de cette valeur.  

� Pour la pyramidalisation de l'atome de carbone subissant la réduction, la valeur 

moyenne est de -2,76°. Cela correspond à une valeur déjà inférieure (l'atome de 

carbone est plus pyramidalisé) à celle rencontrée lors de notre simulation des 

réactifs de la réaction. La valeur maximale obtenue pour cet angle est de -16°. La 

Figure 51 représente la distribution des valeurs des critères de définition d'un NAC 

échantillonnées durant la simulation non biaisée.  
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Figure 51 : Distribution des valeurs échantillonnées durant la simulation DM-QM/MM pour 

l'angle de pyramidalistaion (à gauche) et la distance hydrure-DHQ (à droite). 

 L'échantillonnage de valeur de la pyramidalisation de l'atome de carbone impliqué 

dans la réaction laisse supposer que malgré l’implication de cet atome de carbone dans un 

cycle conjugué, les différents mouvement de l’enzyme sont susceptibles de « préparer » cet 

atome à une modification de son hybridation. De plus, notons que lors de l'étape de 

rapprochement, la pyramidalisation de l'atome reste très faible (valeur maximale -10°) alors 

que la distance entre le cofacteur et le substrat diminue fortement. Afin d’estimer ce que coûte 

ce processus de début de pyramidalisation, nous avons réalisé un scan de l’énergie en fonction 

de l'angle dièdre au niveau QM B3LYP/6-31+G*. Il s'avère que le changement d'hybridation 

(de 0° à -15 °) ne coûte que très peu d'énergie, environ 1,9 kcal/mol, ce qui rend cette 

transition très facilement réalisable à température ambiante. Ainsi, le processus de 

pyramidalisation ne devrait pas être un frein à l’obtention de structure de type NAC. Pour la 

suite, seule la distance hydrure-DHQ est retenue pour la recherche de conformations que l’on 

peut considérer comme pré-réactives, i.e. pour lesquelles le rapprochement est effectif, ou tout 

du moins bien avancé. Nous considérerons également en contrainte supplémentaire (mais pas 

comme un critère structural nécessaire) que la contrainte représentant le transfert de proton se 

situe dans l'intervalle que nous avons défini sur notre surface d'énergie potentielle (Valeur 

max : -0.90 Å) 

 Sur toute la simulation (générant 10000 structures différentes), les points pouvant êtres 

associées à des structures de type NAC ont été estimés à un nombre de 1000, soit 10 %. Nous 

pouvons donc projeter les points échantillonnés en simulation de DM QM/MM les plus 

pertinents sur notre profil réactionnel afin d'estimer l'énergie gagnée sur la barrière totale. Les 

points sont représentés sur la Figure 52. 
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Figure 52 : projection des points échantillon

réactionnel de DHQ. Ne sont représentés que les points représentatifs de tous les états 

observés. L'étoile rouge représente le point décrivant l'état initial de la réaction.
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V.2) DHK (Dihydrokaempferol)

 Dans le cas de la surface d'énergie associée à la réduction du DHK, nous observons 

également un état intermédiaire, correspondant uniquement au rapprochement du cofacteur et 

du substrat. De la même manière que pour la réaction avec la DHQ, cette première étape 

n'implique que la diminution de la distance hydrure

substrat reste stable. Ainsi, nous avons réalisé des simulations de dynamique moléculaire

couplées avec les méthodes hybrides QM/MM, pour essayer de voir si nous échantillonnons 

de manière aussi importante les états pouvant être caractérisés en tant que NAC. La moyenne 

sur toute la simulation de la valeur de la distance hydrure
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très proche de la valeur obtenue pour le cas de la dihydroquercétine (valeur moyenne obtenue 

lors de l'échantillonnage de la fenêtre associée aux réactifs : 2,48 Å).  De même, la 

distribution des valeurs échantillonnées est similaire de celle obtenue avec le DHQ, comme le 

montre la Figure 53. 

 

Figure 53 : Distribution des valeurs échantillonnées lors de la simulation de type DM-

QM/MM de la distance hydrure-DHK. 

 En ce qui concerne l'angle de pyramidalisation, le même type de comportement est 

observé que dans le cas du DHQ. Ce critère peut être également négligé pour la 

caractérisation d'état comme étant de type NAC. Ainsi, 520 états sur les 10000 obtenus dans 

la simulation peuvent être considérés comme des Near-Attack Conformer (contrainte 

représentant le transfert d'hydrure supérieure à -1,35 Å). Sur le même temps de simulation, 

cela représente une population deux fois moins importante de NAC échantillonnées comparé 

à la simulation avec la DHQ. Statistiquement parlant, la formation de ce type de structure pré-

réactive serait donc moins favorisée pour ce substrat. Comme dans le cas du DHQ, nous 

pouvons projeter les points échantillonnés les plus intéressants sur la surface d'énergie 

potentielle associée au mécanisme réactionnel impliquant le DHK, afin d'estimer l'énergie 

gagnée sur la barrière. Ces points sont représentés sur la Figure 54. 
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Figure 54: Points échantillon

 De manière remarquable, nous voyons que les points échantillonnés caractérisent des 

états énergétiquement moins élevés que dans le cas du DHQ. Nous observons ainsi une 

diminution du nombre de points pouvant être caractérisés en tant que NAC, et un gain 

d'énergie sur la barrière moins important. La raison pour laquelle cet échantillonnage est 

moins important réside dans l'absence d'une deuxième interaction avec le résidu 

reconnaissance R133. En effet, cette interaction fixe de manière plus importante le cycle B 

dans le cas du DHQ que dans celui du DHK. Si le cycle est moins bien figé, il est de ce fait 

plus mobile (voir la Figure 

positionnement est moins favorable envers la réaction chimique, 

l'échantillonnage d'états pré-réactifs. Ces observations peuvent constituer, en plus de la 

différence de stabilisation des produits de la réaction défavorable dans le cas du DHK,  un 

autre effet qui pourrait expliquer la différence des taux de conversion entre DHQ et DHK 

reportée dans l'article de Petit 
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des flavonoïdes, la réaction catalysée par l'enzyme DFR constitue 

biosynthèse, puisqu'il s'agit de la dernière étape commune menant à la production des 

anthocyanes et des proanthocyanidines, deux familles d'intérêts biologiques. Dans le cadre de 

notre métabolon, cette protéine a été choisie comme pivot d
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décidé d'en étudier la réactivité, par l'application de méthodes hybrides de type QM/MM MD 

couplées au protocole d'Umbrella Sampling. Cette combinaison de méthodes constitue l'état 

de l'art pour l'étude des mécanismes enzymatiques. Ici, deux contraintes ont été nécessaires 

pour représenter la coordonnée de réaction, une représentant le transfert d'un hydrure et une 

autre modélisant le transfert du proton provenant de la tyrosine. 

 La réactivité de l'enzyme a été étudiée pour deux substrats : la dihydroquercétine et le 

dihydrokaempferol, pour lesquels des données expérimentales existent (le taux de conversion 

de DHQ est plus important que celui de DHK). Les surfaces d'énergie potentielle obtenues 

pour les deux substrats montrent que la barrière d'énergie est identique dans les deux cas de 

figure. Seule la différence de stabilisation énergétique des produits de la réaction est notable, 

avec une enthalpie libre de Gibbs négative pour la conversion du DHQ, et nulle dans le cas du 

DHK. Nous observons également la présence d'un état intermédiaire dans les deux cas, qui 

correspond à une étape de rapprochement du cofacteur et du substrat. Cette portion d'énergie 

n'enclenche aucun phénomène réactif. Nous avons identifié cet état comme étant un NAC 

(Near Attack Conformer), c'est à dire un état pré-réactif qui s'approche de l'état de transition 

de la réaction et permet la diminution de la barrière d'activation de la réaction.  De plus, les 

simulations de dynamique moléculaire QM/MM nous permettent échantillonner des points 

assimilés à des complexes pré-réactifs. Cela implique que l'enzyme peut atteindre ces états de 

manière naturelle, diminuant la barrière d'activation pour la réaction enzymatique. Nous 

observons ainsi que la probabilité d'échantillonner ces états de type NAC est 2 fois plus faible 

dans le cas du DHK que dans celui du DHQ. 

 Ainsi, la différence de conversion entre le DHQ et le DHK est due à l'effet conjugué 

du nombre d'états pré-réactif échantillonnés, ainsi qu'à une stabilisation moins bonne des 

produits de la réaction. L'absence d'une liaison hydrogène importante avec le résidu N133 est 

à l'origine de la déstabilisation importante du produit. Quand à l'échantillonnage des structures 

de type NAC moins probable pour le DHK, il est associé à une plus grande mobilité de ce 

dernier, de par l'absence d'une interaction supplémentaire (celle du résidu N133), qui rendrait 

le composé plus mobile. 

 Dans le cadre de l'étude de complexes multienzymatiques, la compréhension des 

mécanismes enzymatiques est nécessaire pour comprendre toutes les propriétés intrinsèques 

au métabolon. Afin de parfaire cette étude, la prochaine étape serait d'étudier le mécanisme 

enzymatique de DFR lorsque celle-ci est en interaction avec une ou plusieurs protéines 
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partenaires. L'idée est de mesurer un possible effet allostérique des interactions protéine-

protéine sur la réaction (par exemple, un changement structural du site actif, modifiant la 

barrière d'activation). 
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 Les voies biosynthétiques sont constituées d'une série de réactions chimiques ou 

biochimiques reliées par leurs intermédiaires. Au sein d'une cellule, les enzymes catalysent la 

biosynthèse de métabolites, et le produit d'une réaction devient le substrat de la réaction 

ultérieure. Il a été suggéré que les enzymes impliquées dans une voie métabolique donnée 

peuvent s'associer sous forme de "super-complexe" nommé métabolon[35, 48, 160, 161]. Ce 

complexe d'enzymes améliore l'efficacité des voies métaboliques par un phénomène appelé 

"substrate channeling": la proximité des sites actifs des enzymes autorise la diffusion du 

produit de la première enzyme vers le site actif de l'enzyme suivante dans la cascade 

biochimique et évite ainsi une re-solvatation du composé[162]. Les métabolons maintiennent 

et accroissent le flux métabolique en concentrant les intermédiaires réactionnels dans 

l'environnement proche des enzymes[35, 48, 61]. Ces "super-complexes" sont généralement 

assemblés par associations transitoires de complexes protéine-protéine dans lesquels certaines 

enzymes sont ancrées à la membrane pour améliorer la stabilité et la durée de vie du 

métabolon[57, 58, 101]. Les preuves expérimentales de l'existence de métabolon sont 

difficiles à obtenir[49]. La modélisation moléculaire peut apporter des premiers éléments 

d'étude du phénomène de "substrate channeling" survenant dans ces complexes protéine-

protéine transitoires, et ainsi proposer un modèle au niveau atomique des différentes phases 

de ce processus de transfert. 

 Plusieurs approches de modélisation moléculaire seront utilisées pour caractériser les 

interactions protéines-protéine et détailler les phénomènes dynamiques impliqués dans la 

diffusion du substrat d'une enzyme à une autre:  

• la proximité des sites actifs des enzymes est nécessaire pour faciliter la diffusion 

rapide d'un métabolite. Il est donc nécessaire de connaître les portes d'entrée/sortie 

des sites actifs de chaque enzyme. Dans un premier temps, des simulations de 

dynamique moléculaire permettant de visualiser les phénomènes 

d'association/dissociation du complexe enzyme/substrat seront donc mises en œuvre.  

• Dans un deuxième temps, des approches de docking protéine-protéine permettront de 

générer les structures potentielles des complexes multienzymatiques. Pour éliminer 

les faux positifs dans les solutions obtenues, nous utiliserons les contraintes 

structurales basées sur la proximité des sites actifs des enzymes.  

• Enfin, des simulations de dynamique moléculaire d'un système enzyme-enzyme-

métabolite-cofacteurs seront mises en œuvre pour tenter de visualiser la diffusion du 

métabolite entre deux enzymes et de détailler les forces mises en jeu. 
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 Dans la voie métabolique des flavonoïdes, la dihydroflavonol-4-réductase (DFR) est 

considérée comme une enzyme centrale pour la biosynthèse des anthocyanes et des  

procyanidines[42, 68, 71]. La leucoanthocyanidine réductase 1 (LAR) est l'enzyme suivante 

dans la voie menant aux proanthocyanidines[30, 74].  Il a été récemment prouvé que DFR est 

physiquement reliée à d'autres enzymes impliquées dans la biosynthèse des flavonoïdes, 

comme la chalcone synthase (CHS) et la flavanol synthase (FLS1)[49, 98, 160]. Dans ce 

chapitre, nous chercherons à proposer un modèle tridimensionnel pertinent d'un complexe 

multienzymatique faisant intervenir DFR et LAR. Nous apporterons pour la première fois un 

point de vue à l'échelle moléculaire sur le phénomène de "substrate channeling" entre ces 

deux enzymes (LAR et DFR).  

 L'association de deux enzymes pour créer un complexe moléculaire à deux corps a fait 

l'objet de nombreuses études. Toutefois, ici, une contrainte supplémentaire vient s'ajouter à la 

prédiction des zones d'interactions. En effet, il est nécessaire que le complexe formé soit 

compatible avec un processus de "substrate channeling" depuis le site actif de la première 

enzyme vers celui de la suivante. Afin que ces chemins d'accès ne soient pas obstrués lors de 

la définition du complexe, il est donc nécessaire de connaître ces voies. C'est l'objet des 

calculs décrits ci-dessous qui ont été appliqués sur des enzymes individuelles sans 

interactions. 

I) Identification des chemins d'accès aux sites actifs des 

enzymes 

I.1) Protocoles de simulation 

 Le protocole de simulation de dynamique moléculaire détaillé dans le chapitre 

méthodologie (page 93), est utilisé ici pour relaxer la structure du complexe enzyme-substrat-

cofacteur. Par la suite, chacun des complexes enzyme/cofacteur/substrat a été soumis à des 

simulations de type RAMD pour identifier les chemins d'entrée/sortie possibles du site actif 

enzymatique.  

 Bien que l'on ne puisse pas considérer ces simulations comme pouvant refléter un 

chemin réversible d'entrée/sortie, il nous est apparu qu'appliquer ce type de protocole à un 

substrat dans une cavité enzymatique pouvait nous apporter de précieuses informations sur les 

voies d'accès entre phase solvant et cavité. L'utilisation de méthodes de type brute force nous 
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permettront de valider les résultats obtenus par les simulations RAMD. Concernant les 

paramètres, une force permettant d'accélérer le substrat dans une direction aléatoire est 

appliquée tous les 40 pas de simulation. La valeur de cette accélération est de 0,1 

kcal/mol/Å/g. 30 simulations différentes ont été réalisées dans le but d'améliorer la statistique 

des résultats obtenus. La graine permettant de générer cette force supplémentaire a elle même 

été fixée aléatoirement pour s'assurer du caractère unique des simulations. Le calcul s'arrête 

automatiquement dès que la distance entre le centre de masse du substrat et celui de l'enzyme 

dépasse 40 Å, ce qui nous assure d'un positionnement du substrat hors d'une cavité 

enzymatique. 

I.2) Résultats pour l'enzyme DFR  

I.2.a)  Simulations de type RAMD du complexe enzyme-cofacteur-substrat 

 Les simulations RAMD ont mis à jour 3 voies d'accès possibles pour la sortie du site 

actif de DFR. Ces sorties sont indiquées sur la Figure 55. Les sorties ont été échantillonnées 

respectivement 12, 10 et 8 fois. La statistique d'échantillonnage de chacune des voies d'accès 

ne montre pas de différence significative qui permettraient de privilégier un chemin plutôt 

qu'un autre. Chacune des voies d'accès implique différents résidus :  

• Sortie 1 : la molécule de DHQ passe à proximité des résidus M88 et P204. La distance 

moyenne entre ces résidus est de 6,7 Å, ce qui montre que ce chemin est la plupart du 

temps ouvert lors des simulations de type RAMD. 

• Sortie 2 : le substrat franchit les résidus V290, S289, L139 et P140 avant d'atteindre la 

phase solvant. Les interactions hydrophobes existante entre ces résidus sont perdues 

lors de la sortie du DHQ. 

• Sortie 3 : les résidus impliqués sont T159, M158, S221 et I222. De même, la sortie de 

la molécule provoque une ouverture de la porte, impliquant que les résidus cités 

n'interagissent plus les uns les autres. 



Figure 55 : Détail des 3 voies d'accès

est représentée en rouge, la sortie 2 en vert et la sortie 3 en bleu. Le

chacun des chemins sont également représe

I.2.b) Simulations de DM du complexe enzyme

 Pour appuyer les résultats des calculs de type RAMD, des simulations de dynamique 

moléculaire brute force ont été réalisées afin d'observer le phénomène d'association et d'e

du substrat dans le site actif de l'enzyme. Ces simulations ont été réalisées sur un système 

DFR-NADPH entouré de plusieurs ligands positionnés dans la phase solvant. Les temps de 

simulation sont de l'ordre de quelques centaine

contrainte entre le centre de masse de chaque ligand et le centre de masse de la protéine a été 

appliquée pour contraindre les molécules a être à une distance inférieure à 35 Å.

 Un premier test avec 10 ligands autour de l'enzyme a été effect

montrent que les 10 ligands ont tendance à interagir les uns av

type π-π), et ainsi former des agr

Nous observons néanmoins les entrées d'un (ou parfois deux) ligand(s) au 

par la voie d'accès 1 déjà identifiée 

d'agrégation, les simulations ont été relancées avec 5 ligands autour de l'enzyme, chacune 

avec des conditions initiales différentes. Les observations de cette simulation de plus de 700 

ns montrent que le substrat 

assimilée à la voie d'accès 3 (cf 

montre que le ligand est dans une position très proche d
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voies d'accès détectées par les simulations de type RAMD.

est représentée en rouge, la sortie 2 en vert et la sortie 3 en bleu. Les résidus impliqués dans 

des chemins sont également représentés de la même couleur.

Simulations de DM du complexe enzyme-cofacteur-substrat

Pour appuyer les résultats des calculs de type RAMD, des simulations de dynamique 

ont été réalisées afin d'observer le phénomène d'association et d'e

du substrat dans le site actif de l'enzyme. Ces simulations ont été réalisées sur un système 

NADPH entouré de plusieurs ligands positionnés dans la phase solvant. Les temps de 

simulation sont de l'ordre de quelques centaines de nanosecondes (100

contrainte entre le centre de masse de chaque ligand et le centre de masse de la protéine a été 

pour contraindre les molécules a être à une distance inférieure à 35 Å.

Un premier test avec 10 ligands autour de l'enzyme a été effectué.

montrent que les 10 ligands ont tendance à interagir les uns avec les autres (par interaction de 

), et ainsi former des agrégats de molécules ne pouvant plus accéder au site actif. 

Nous observons néanmoins les entrées d'un (ou parfois deux) ligand(s) au 

1 déjà identifiée en RAMD. Ainsi, pour éviter ces phénomènes 

d'agrégation, les simulations ont été relancées avec 5 ligands autour de l'enzyme, chacune 

avec des conditions initiales différentes. Les observations de cette simulation de plus de 700 

 pénètre dans le site actif par une voie d'accès pouvant être 

assimilée à la voie d'accès 3 (cf Figure 55). L'organisation du site actif en fin de simulation 

montre que le ligand est dans une position très proche de la pose cristallographique observée 
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détectées par les simulations de type RAMD. La sortie 1 

s résidus impliqués dans 

ntés de la même couleur. 

substrat  

Pour appuyer les résultats des calculs de type RAMD, des simulations de dynamique 

ont été réalisées afin d'observer le phénomène d'association et d'entrée 

du substrat dans le site actif de l'enzyme. Ces simulations ont été réalisées sur un système 

NADPH entouré de plusieurs ligands positionnés dans la phase solvant. Les temps de 

de nanosecondes (100-600 ns). Une 

contrainte entre le centre de masse de chaque ligand et le centre de masse de la protéine a été 

pour contraindre les molécules a être à une distance inférieure à 35 Å.  

ué. Les simulations 

ec les autres (par interaction de 

égats de molécules ne pouvant plus accéder au site actif. 

Nous observons néanmoins les entrées d'un (ou parfois deux) ligand(s) au sein de la cavité, 

en RAMD. Ainsi, pour éviter ces phénomènes 

d'agrégation, les simulations ont été relancées avec 5 ligands autour de l'enzyme, chacune 

avec des conditions initiales différentes. Les observations de cette simulation de plus de 700 

pénètre dans le site actif par une voie d'accès pouvant être 

). L'organisation du site actif en fin de simulation 

e la pose cristallographique observée 



Chapitre 3 : Modèles DFR-LAR et "Substrate channeling"

130 

dans le fichier PDB 2C29 (cf Figure 

position cristallographique, soit relativement important (4 Å), on retrouve la plu

résidus de la position cristallographique en interaction avec la molécu

V192...). Nous pensons qu'une simu

de se repositionner correctement pour interagir avec la tyros

type liaison hydrogène avec le groupement carbonyle.

Figure 56 : Position finale échantillonnée lors des simulations de dynamique moléculaire 

longues avec 5 ligands. La pose obtenue par les calculs 

clair est représentée la position cristallographique.

I.2.c) Simulations DM sur le complexe enzyme

 Pour comparer le comportement du substrat et du produit de l'enzyme, et 

éventuellement identifier d'autres voi

simulations de dynamique moléculaire brute force sur un système enzyme

cofacteur(NADP+)-produit (Leucocyanidine, noté LCC). Le produit est placé dans le site 

actif, calqué sur la position du substrat dans la

de dynamique moléculaire, avec des condition

échelle de temps allant de 200 ns à 1,2 

de la réaction par un chemin pouvant être identifié comme étant la voie d'accès 1 (cf 

55), dans un temps d'environ 750 ns

échantillonnée du fait de la création d'interactions de type liaison hydrogène entre le 

groupement phosphate du cofacteur et les deu

produit. Le chemin suivi par le substrat pour sortir de la cavité est représenté sur la 

LAR et "Substrate channeling" 

Figure 56). Bien que le RMSd du ligand, calculé par rapport à sa 

position cristallographique, soit relativement important (4 Å), on retrouve la plu

résidus de la position cristallographique en interaction avec la molécule (T191, N133, I222, 

Nous pensons qu'une simulation plus longue aurait permis au cycle A de la molécule 

de se repositionner correctement pour interagir avec la tyrosine 163 via 

type liaison hydrogène avec le groupement carbonyle. 

 

: Position finale échantillonnée lors des simulations de dynamique moléculaire 

longues avec 5 ligands. La pose obtenue par les calculs est représentée en orange. En bleu 

clair est représentée la position cristallographique. 

Simulations DM sur le complexe enzyme-cofacteur-produit

Pour comparer le comportement du substrat et du produit de l'enzyme, et 

éventuellement identifier d'autres voies d'accès au site actif, nous avons réalisé des 

simulations de dynamique moléculaire brute force sur un système enzyme

produit (Leucocyanidine, noté LCC). Le produit est placé dans le site 

actif, calqué sur la position du substrat dans la structure cristallographique. Trois simulations 

de dynamique moléculaire, avec des conditions initiales différentes, ont été réalisées sur une 

échelle de temps allant de 200 ns à 1,2 µs. Nous observons la sortie, presque totale, du produit 

de la réaction par un chemin pouvant être identifié comme étant la voie d'accès 1 (cf 

, dans un temps d'environ 750 ns.  La libération complète de la molécule est difficile à être 

échantillonnée du fait de la création d'interactions de type liaison hydrogène entre le 

groupement phosphate du cofacteur et les deux groupements hydroxyles du cycle B du 

produit. Le chemin suivi par le substrat pour sortir de la cavité est représenté sur la 

). Bien que le RMSd du ligand, calculé par rapport à sa 

position cristallographique, soit relativement important (4 Å), on retrouve la plupart des 

le (T191, N133, I222, 

au cycle A de la molécule 

 une interaction de 

 

: Position finale échantillonnée lors des simulations de dynamique moléculaire 

est représentée en orange. En bleu 

produit 

Pour comparer le comportement du substrat et du produit de l'enzyme, et 

es d'accès au site actif, nous avons réalisé des 

simulations de dynamique moléculaire brute force sur un système enzyme-

produit (Leucocyanidine, noté LCC). Le produit est placé dans le site 

structure cristallographique. Trois simulations 

s initiales différentes, ont été réalisées sur une 

s. Nous observons la sortie, presque totale, du produit 

de la réaction par un chemin pouvant être identifié comme étant la voie d'accès 1 (cf Figure 

.  La libération complète de la molécule est difficile à être 

échantillonnée du fait de la création d'interactions de type liaison hydrogène entre le 

x groupements hydroxyles du cycle B du 

produit. Le chemin suivi par le substrat pour sortir de la cavité est représenté sur la Figure 57. 
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Figure 57 : Représentation du chemin suivi lors de la libération du produit de l'enzyme DFR. 

Les atomes du cofacteur sont représentés ainsi que le LCC en orange. Les résidus définissant 

une porte menant à la cavité (M88 et P204) sont également mis en avant. 

 En conclusion de cette partie, les simulations de dynamique moléculaire brute force 

confirment les calculs RAMD. Nous observons l'association enzyme/substrat par deux entrées 

possibles, sans forcer le ligand à pénétrer dans l'enzyme ainsi que la libération du produit par 

l'une des voies déjà identifiée. Ces chemins d'entrée/sortie serviront de contraintes structurales 

dans le cadre de l'interaction protéine-protéine entre DFR et LAR. 

I.3) Résultats pour l'enzyme LAR  

I.3.a) Simulations de type RAMD 

 Comme pour DFR, l'enzyme LAR a été préparée pour la réalisation de simulations de 

type RAMD. 30 simulations ont été réalisées avec les mêmes paramètres que ceux définis 

précédemment. 25 simulations ont abouti, aucune sortie n'ayant été échantillonnée durant les 

5 autres simulations. Cette fois, une seule sortie de l'enzyme a été détectée. Cet accès est 

représenté sur la Figure 58. L'entrée de la cavité est définie par les résidus M136, I263, I171 

et H172. On observe lors du phénomène de dissociation du complexe la perte d'interaction 

entre I263 et I171, résidus qui fermaient la cavité du complexe ternaire. La rupture de cette 

interaction permet au ligand de sortir librement. Nous pouvons également noter la perte 

d'interaction entre le ligand et les résidus M136 et H172. 
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Figure 58 : Sortie du site actif identifiée par les simulations de type RAMD

représenté le ligand, et en 

l'entrée de la cavité

I.3.b) Simulation DM sur le complexe LAR

 Afin de confirmer ce qui a été observé dans les simulations RAMD, des simulations de 

dynamique moléculaire de type "brute

autour de l'enzyme dans la boîte de solvant

initiales différentes, ont ainsi été effectuées

enzyme/ligand. La durée totale de ces simulations est de 850 ns. Nous n'avons cependant 

jamais observé le phénomène d'entrée d'un ligand dans le site actif de LAR. En effet, la 

plupart des molécules interagissent rapidement à la surface de l'enzyme par liaisons 

hydrogène et interactions hydrophobes. Les temps de résidence des ligands à la surfac

l'enzyme sont beaucoup plus importants que pour DFR. Ceci peut s'expliquer par une 

présence plus marquée de résidus polaires à la surface de LAR. Une analyse de la 

composition des acides aminés accessibles au solvant de LAR et DFR indique une fraction

résidus polaires légèrement plus importante pour LAR (40% 

de biosynthèse des flavonoïdes, la formation d'un métabolon impliquant une proximité des 

sites actifs des deux enzymes LAR et DFR a du sens. Il permettrait une di

des métabolites d'une enzyme à une autre en diminuant les temps de résidence à leur surface. 

La seule contrainte structurale utilisée sur LAR pour le protocole de docking protéine

protéine sera la voie d'accès définie par les simulation

LAR et "Substrate channeling" 

: Sortie du site actif identifiée par les simulations de type RAMD. En orange est 

représenté le ligand, et en licorice sont représentés le cofacteur, et les résidus définissant 

l'entrée de la cavité. Le chemin de diffusion est également montré.

Simulation DM sur le complexe LAR-cofacteur-substrat

Afin de confirmer ce qui a été observé dans les simulations RAMD, des simulations de 

type "brute-force" ont été réalisées avec 5 ligands 

dans la boîte de solvant. 4 simulations de DM, avec des conditions 

initiales différentes, ont ainsi été effectuées afin d'observer le phénomène d'association 

enzyme/ligand. La durée totale de ces simulations est de 850 ns. Nous n'avons cependant 

ais observé le phénomène d'entrée d'un ligand dans le site actif de LAR. En effet, la 

plupart des molécules interagissent rapidement à la surface de l'enzyme par liaisons 

hydrogène et interactions hydrophobes. Les temps de résidence des ligands à la surfac

l'enzyme sont beaucoup plus importants que pour DFR. Ceci peut s'expliquer par une 

présence plus marquée de résidus polaires à la surface de LAR. Une analyse de la 

composition des acides aminés accessibles au solvant de LAR et DFR indique une fraction

résidus polaires légèrement plus importante pour LAR (40% vs 35%). Pour optimiser la voie 

de biosynthèse des flavonoïdes, la formation d'un métabolon impliquant une proximité des 

sites actifs des deux enzymes LAR et DFR a du sens. Il permettrait une di

des métabolites d'une enzyme à une autre en diminuant les temps de résidence à leur surface. 

La seule contrainte structurale utilisée sur LAR pour le protocole de docking protéine

protéine sera la voie d'accès définie par les simulations de type RAMD. 

 

. En orange est 

sont représentés le cofacteur, et les résidus définissant 

alement montré. 

substrat 

Afin de confirmer ce qui a été observé dans les simulations RAMD, des simulations de 

avec 5 ligands positionnés 

. 4 simulations de DM, avec des conditions 

d'observer le phénomène d'association 

enzyme/ligand. La durée totale de ces simulations est de 850 ns. Nous n'avons cependant 

ais observé le phénomène d'entrée d'un ligand dans le site actif de LAR. En effet, la 

plupart des molécules interagissent rapidement à la surface de l'enzyme par liaisons 

hydrogène et interactions hydrophobes. Les temps de résidence des ligands à la surface de 

l'enzyme sont beaucoup plus importants que pour DFR. Ceci peut s'expliquer par une 

présence plus marquée de résidus polaires à la surface de LAR. Une analyse de la 

composition des acides aminés accessibles au solvant de LAR et DFR indique une fraction de 

35%). Pour optimiser la voie 

de biosynthèse des flavonoïdes, la formation d'un métabolon impliquant une proximité des 

sites actifs des deux enzymes LAR et DFR a du sens. Il permettrait une diffusion plus rapide 

des métabolites d'une enzyme à une autre en diminuant les temps de résidence à leur surface. 

La seule contrainte structurale utilisée sur LAR pour le protocole de docking protéine-
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II) Prédiction de la structure du complexe protéine-protéine 

DFR-LAR 

II.1) Protocole de simulation 

 Le logiciel de docking protéine-protéine ATTRACT[104, 106]  est utilisé pour la 

prédiction des complexes DFR-LAR. Une vue générale du protocole de docking est détaillée 

dans la partie méthodologique (page 74). Dans le cas présent, l'enzyme DFR a été choisie 

comme étant la protéine "réceptrice", LAR est donc la protéine "ligand". Une grille de points 

de départ (permettant de positionner le centre de masse de la protéine dite "ligand") a été 

construite autour de DFR avec un espace entre chaque points de 10 Å. Un total de 436 points 

de départ a été généré et pour chaque position sur cette grille, 258 rotamères de LAR seront 

considérés. Ainsi plus de 110000 positions initiales du complexe protéine-protéine sont 

minimisées sur la base du champ de force développé spécifiquement pour ATTRACT. La 

résolution gros grain utilisée ici permet d'évaluer rapidement toutes les solutions afin 

d'échantillonner au mieux les interfaces protéine-protéine. Les 2000 structures de plus basse 

énergie ont été analysées et les solutions similaires ont été regroupées sous forme de cluster. 

Chaque cluster est composé de structures du complexe avec un RMSd de moins de 1 Å sur la 

totalité du système.  

II.2) Résultats du docking DFR-LAR  

 Les 10 clusters de plus basse énergie (allant de -16,2 à -14 RT) ont été analysés d'un 

point de vue structural. Pour trier ces solutions, nous avons choisi d'appliquer les critères 

structuraux définis précédemment. La distance entre les résidus H172 de LAR et T159 de 

DFR a été calculée pour vérifier la proximité des voies d'accès des sites actifs des deux 

enzymes. Seul le résidu T159 a été choisi pour DFR car il est commun aux deux chemins 

d'entrée/sortie de l'enzyme échantillonnés dans les simulations brute force précédentes. Les 

valeurs de distance entre les carbones Cα des deux résidus s'échelonnent entre 16 et 65 Å. 

 Les structures choisies doivent ainsi avoir une distance entre les deux résidus faibles 

(gage d'une proximité des sites actifs) et une énergie d'interaction entre protéine la plus forte 

possible. Dans notre cas, le cluster 7 se démarque largement des autres, avec une énergie 

d'interaction forte (E=-14,2 RT) et la plus faible distance mesurée (16 Å). Nous pouvons 

également sélectionner le cluster 4, qui présente la deuxième plus petite distance (d=30 Å) et 
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une énergie plus forte que le cluster 7 (E=-14,5 RT). Sur le reste des 10 meilleurs clusters, 

aucune autre structure ne peut être retenue car le critère structural n'est pas respecté (distance 

supérieure à 30 Å, ce qui représente la limite de connexion entre les sites actifs des enzymes). 

 Si nous étendons l'analyse aux 100 meilleurs clusters, les conclusions sont similaires. 

Nous retrouvons deux complexes assez proche du cluster 4 d'un point de vue structural  et 

deux autres similaires au cluster 7. Aucune autre solution de docking ne satisfait le critère 

structural et ne sera retenu. La structure de chacun des complexes choisis est représentée sur 

la Figure 59 et nous déciderons d'appeler par la suite le cluster 4, S1 et le cluster 7, S2 pour 

plus de clarté. 

 

Figure 59 : Structures protéine-protéine obtenues par le protocole ATTRACT. LAR est 

représentée en blanc tandis que DFR est en noir. A gauche est représenté le cluster 4 et à 

droite le cluster 7 (appelé respectivement S1 et S2 par la suite).  

II.3) Analyse structurale des complexes DFR-LAR retenus  

 Une interface protéine-protéine se décompose en deux zones distinctes, que sont le 

cœur de l'interface et sa périphérie[163]. Dans le cas des interactions transitoires protéine-

protéine, la première zone est relativement compacte, majoritairement composée de résidus 

hydrophobes et ne contient que quelques molécules d'eau jouant un rôle structurant. La 

seconde zone est partiellement accessible au solvant et la fraction de résidus polaires y est 

plus importante. Les deux zones sont représentées sur la Figure 60. 



Figure 60 : Détail d'une interface protéine

caractérisé par une compacité élevée des résidus, avec des interactions majoritairement 

hydrophobes. Les résidus sont 

par des interactions plus hydrophiles. Elle est composée des résidus de type 2 (interagissant 

avec le cœur mais partiellement solvatés) et de type 3 (interaction avec l'autre protéine 

uniquement grâce 

 

 La surface de l'interface protéine

dans la moyenne des complexes hétérodimériques transitoires 

avec le logiciel Ligplot+[165

compact pour le cluster S2 que pour le cluster S1. Il implique moins de résidus (23 

pour une surface légèrement plus importante (2070 

résidus non polaires impliqués dans cette zone est nettement en fav

33%). En revanche, le nombre d'interaction de type liaison hydrogène à l'interface est plus 

important pour le cluster S1 (12 

protéine-protéine (cœur et périphérie) montre

en faveur du cluster S1 (63 vs 

complexes est résumée dans le 
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: Détail d'une interface protéine-protéine transitoire. Le cœur de l'interaction est 

caractérisé par une compacité élevée des résidus, avec des interactions majoritairement 

hydrophobes. Les résidus sont notés 1 sur le schéma. La périphérie de l'interface est définie 

par des interactions plus hydrophiles. Elle est composée des résidus de type 2 (interagissant 

avec le cœur mais partiellement solvatés) et de type 3 (interaction avec l'autre protéine 

grâce aux molécules d'eau pontantes, identifiée par la lettre w).

La surface de l'interface protéine-protéine se situe aux alentours de 2000 Å

dans la moyenne des complexes hétérodimériques transitoires [164]. Une analyse réalisée 

165] montre que le cœur de l'interface protéine

pour le cluster S2 que pour le cluster S1. Il implique moins de résidus (23 

pour une surface légèrement plus importante (2070 vs 1900 Å2). Par ailleurs, la fraction des 

résidus non polaires impliqués dans cette zone est nettement en faveur du cluster S2 (48% 

33%). En revanche, le nombre d'interaction de type liaison hydrogène à l'interface est plus 

important pour le cluster S1 (12 vs 7 interactions). L'analyse de la totalité de l'interface 

protéine (cœur et périphérie) montre que le nombre de résidus impliqués est toujours 

vs 42 résidus). L'analyse de l'interface protéine

complexes est résumée dans le Tableau 2. 
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Le cœur de l'interaction est 

caractérisé par une compacité élevée des résidus, avec des interactions majoritairement 

notés 1 sur le schéma. La périphérie de l'interface est définie 

par des interactions plus hydrophiles. Elle est composée des résidus de type 2 (interagissant 

avec le cœur mais partiellement solvatés) et de type 3 (interaction avec l'autre protéine 

aux molécules d'eau pontantes, identifiée par la lettre w). 

protéine se situe aux alentours de 2000 Å2, située 

. Une analyse réalisée 

téine-protéine est plus 

pour le cluster S2 que pour le cluster S1. Il implique moins de résidus (23 vs 30) 

). Par ailleurs, la fraction des 

eur du cluster S2 (48% vs 

33%). En revanche, le nombre d'interaction de type liaison hydrogène à l'interface est plus 

7 interactions). L'analyse de la totalité de l'interface 

que le nombre de résidus impliqués est toujours 

42 résidus). L'analyse de l'interface protéine-protéine des deux 
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Résidus impliqués (interface totale)

Nb liaisons H

Résidus impliqués (cœur interface) 

Fraction résidus non polaire (%) (cœur interface)

SASA

Interaction ionique

Tableau 2 : Résumé d

 Cette analyse montre que ces deux clusters correspondent parfaitement à la définition 

d'une interface protéine-protéine transitoire

non polaires d'environ 50-60%, un nombre de liaisons hydrogène 

de résidu à l'interface aux alentours de 50

et une fraction non polaire moins compatible avec cette définition qui provient du fait que 

l'interface protéine-protéine est divisée 

partiellement solvaté (cf Figure 

Figure 61 : Schéma représentant la topologie de l'interface protéine

clusters sélectionnés. A gauche, la topologie du cluster S2

zone partiellement solvatée entre deux zones d'interactions

 Il est également à noter que la formation d'un complexe protéine

une réorganisation de l'interface pour permettre une bonne complémentarité de surface. Le 

protocole de docking est basé sur une représentation gros

association d'objets (ici 2 protéines) rigides. Il est donc nécessaire d'utiliser une approche de 

LAR et "Substrate channeling" 

 
Cluster S1 Cluster S2

Résidus impliqués (interface totale) 63 

Nb liaisons H 12 

Résidus impliqués (cœur interface)  23 

Fraction résidus non polaire (%) (cœur interface) 33 

SASA (Å2) 1900 

Interaction ionique 0 

: Résumé des analyses structurales des deux complexes sélectionnés.

Cette analyse montre que ces deux clusters correspondent parfaitement à la définition 

protéine transitoire[164, 166, 167]. C'est à dire une fraction de résidus 

60%, un nombre de liaisons hydrogène d'environ 10 et un nombre 

de résidu à l'interface aux alentours de 50-60. Cependant, le cluster S1 présente une compacité 

et une fraction non polaire moins compatible avec cette définition qui provient du fait que 

protéine est divisée en deux zones distinctes, séparées par un espace 

Figure 61). 

: Schéma représentant la topologie de l'interface protéine-protéine

gauche, la topologie du cluster S2. A droite le cluster 

zone partiellement solvatée entre deux zones d'interactions. 

Il est également à noter que la formation d'un complexe protéine

nterface pour permettre une bonne complémentarité de surface. Le 

protocole de docking est basé sur une représentation gros-grain des résidus et sur une 

association d'objets (ici 2 protéines) rigides. Il est donc nécessaire d'utiliser une approche de 

Cluster S2 

42 

7 

30 

48 

2070 

1 

es analyses structurales des deux complexes sélectionnés. 

Cette analyse montre que ces deux clusters correspondent parfaitement à la définition 

. C'est à dire une fraction de résidus 

d'environ 10 et un nombre 

60. Cependant, le cluster S1 présente une compacité 

et une fraction non polaire moins compatible avec cette définition qui provient du fait que 

en deux zones distinctes, séparées par un espace 

 

protéine pour les deux 

cluster S1, avec une 

Il est également à noter que la formation d'un complexe protéine-protéine demande 

nterface pour permettre une bonne complémentarité de surface. Le 

grain des résidus et sur une 

association d'objets (ici 2 protéines) rigides. Il est donc nécessaire d'utiliser une approche de 
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simulation de dynamique moléculaire pour raffiner les interfaces protéine-protéine et observer 

les phénomènes dynamiques 

III) Simulations de dynamique moléculaire des complexes 

DFR-LAR  

 Les deux structures des complexes protéine-protéine S1 et S2 seront soumis à des 

protocoles de simulations de dynamique moléculaire afin de raffiner l'interface protéine-

protéine et d'observer les phénomènes dynamiques comme la diffusion de métabolites d'une 

enzyme à l'autre.   

III.1) Protocoles de simulation 

 Pour comprendre la dynamique des complexes protéine-protéine, nous avons réalisé 

des simulations de dynamique moléculaire brute force de longue durée (atteignant la micro-

seconde). Chaque simulation possède des conditions initiales différentes. Au début des 

simulations de chaque complexe, la molécule LCC (le produit de DFR) est placée dans le site 

actif de DFR, en contact avec la molécule de NADP+. En tout, 4 simulations de DM d'une 

durée de 0,15 µs, 0,17 µs, 0,44 µs et 0,71 µs et 4 simulations de 0,57 µs, 0,58 µs, 0,94 µs et 

1,2 µs ont été effectuées respectivement pour les complexes S1 et S2, pour une durée totale de 

simulation de 5,5 µs. Les productions ont été réalisées dans l'ensemble isotherme-isobare 

(NTP). Les analyses structurales ont été effectuées avec le module ptraj de la suite 

AMBER12[115].  

III.2) Résultats des simulations pour le complexe S1. 

III.2.a) Analyse structurale 

 L'analyse de la structure des deux enzymes est résumée dans le Tableau 3. Tenant 

compte de toutes les simulations, les structure des enzymes prises de façon indépendante sont 

stables. Le RMSd de la structure de LAR (à l'exception des parties flexibles N et C-terminale, 

qui n'interviennent pas dans l'interaction protéine-protéine) calculé sur l'ensemble de la 

trajectoire est faible et n'excède jamais 2 Å. La libération du produit (LCC) nécessite une 

ouverture de la cavité de l'enzyme, mais la déformation de la protéine est toutefois limitée 

(RMSd inférieur à 4 Å). 
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MD 
Temps de 
simulation 

(ns) 

RMSd DFR 
(en Å) 

RMSd LAR 
(en Å) 

RMSd 
complexe 

(en Å) 

Dissociation 
du complexe 

Comportement 
du substrat 

1 714 3,6 (4) 1,8 (2,0) 5,5 (7,0) Non 

400 ns : sortie 
de cavité, mais 

mauvaise 
direction 

2 440 1,8 (2,3) 1,0 (1,1) 4,0 (7,0) Non 
400 ns : sortie 

du substrat 
dans bulk 

3 150 2,5 (3,8) 1,8 (2,0) 5,5 (5,0) Oui (partielle) RAS 

4 120 2,8 (4,0) 1,5 (1,6) 6,0 (9,0) Oui (partielle) RAS 

Tableau 3 : Résumé des évènements importants échantillonnés durant les différentes 

simulations. Pour les RMSd, la valeur moyenne est donnée et entre parenthèse est affichée la 

valeur maximum. Les structures de références sont les structures cristallographiques. 

  L'analyse du système pris dans son ensemble montre en revanche que le complexe 

protéine-protéine n'est pas très stable. Nous observons une réorganisation modérée de 

l'interface dans l'ensemble des simulations. La valeur maximale du RMSd du complexe, 

calculée sur la totalité de la simulation, est comprise entre 5 et 9 Å. Une dissociation partielle 

du complexe est observée dans deux des simulations (notée MD3 et MD4 dans le Tableau 3). 

L'une des deux régions à l'interface protéine-protéine (cf Figure 61) est perdue au cours du 

calcul, comme montré sur la Figure 62.  

 La réorganisation et/ou la dissociation partielle de l'interface protéine-protéine peut 

s'expliquer par le protocole de simulation de dynamique moléculaire employé. Premièrement, 

la surface d'énergie potentielle diffère entre une représentation gros grains de la protéine lors 

du docking et des simulations de dynamique moléculaire réalisées à la résolution atomique. 

Deuxièmement, les protéines sont considérées comme des objets rigides lors du calcul de 

docking, et les simulations de dynamique moléculaire apportent la flexibilité nécessaire à 

l'association protéine-protéine. Cela explique que les valeurs de RMSd se situent entre 5 et 10 

Å lorsque l'on compare les protéines isolées et dans le complexe. 
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Figure 62 : Evolution de la structure du complexe DFR (en gris)-LAR (en noir). A gauche, 

structure sortie du protocole ATTRACT; à droite, après simulation de dynamique 

moléculaire, dans laquelle on observe une dissociation partielle. 

III.2.b) Diffusion du substrat 

 La libération du produit (qui n'est due à aucune contrainte appliquée lors du protocole 

de simulation) est observée dans deux des simulations de dynamique moléculaire (notée MD1 

et MD2 dans le Tableau 3). Lorsque nous observons une dissociation partielle du complexe, le 

produit reste dans la cavité enzymatique au cours de la simulation.  Il est à noter que cette 

diffusion est plus rapide dans le cas présent que lorsque l'enzyme DFR est considérée sans la 

deuxième enzyme (cf partie I.2.c). Pour rappel, la sortie partielle a été observée au bout de 

750 ns sur un système DFR-NADP+-LCC, alors qu'ici on observe une diffusion vers la phase 

solvant en ~400 ns de simulation. La formation du complexe protéine-protéine induit un léger 

changement conformationnel de DFR, qui pourrait expliquer cette différence de 

comportement. Enfin, le chemin emprunté par la molécule pour sortir de l'enzyme n'est pas 

celui attendu (cf Figure 63). La leucocyanidine se dirige vers la phase solvant au lieu de 

s'orienter vers le site actif de LAR.  
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Figure 63 : Chemin de diffusion caractérisé par simulation de dynamique moléculaire dans 

le cas du complexe S1, observé durant la simulation MD 2. En rouge est représentée la 

position initiale, et en bleu l'état final obtenu pendant le calcul. DFR est représentée en gris 

et LAR en noir. 

III.3) Résultats des simulations pour le complexe S2 

III.3.a) Analyse structurale 

 L'analyse de la structure des deux enzymes est résumée dans le Tableau 4. Comme 

pour les simulations sur le système S1,  la structure des enzymes prise de façon indépendante 

est stable. Le RMSd de la structure de LAR (à l'exception des parties flexibles N et C-

terminale, qui n'interviennent pas dans l'interaction protéine-protéine) et DFR calculé sur 

l'ensemble de la trajectoire n'excède respectivement jamais 2,5 Å et 4 Å, pour les mêmes 

raisons qu'énoncées précédemment.  

 Dans la simulation MD1, le complexe protéine-protéine est relativement stable 

pendant environ 1 µs  et nous observons une dissociation complète du complexe au bout de 

1,1 µs. La dissociation intervient après un temps relativement long, compatible avec un 

comportement de complexe protéine-protéine transitoire. 
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MD 
Temps de 
simulation 

(µs) 

RMSd 
DFR (en 

Å) 

RMSd 
LAR (en 

Å) 

RMSd 
complexe 

(en Å) 
Dissociation Comportement 

du  substrat 

S2_1 1,2 3,0 (3,5) 2,0 (2,1) 7,5 (16,5) 
Oui, 

complète à 
1,1 µs. 

200 ns : début 
de diffusion, 

mais partielle. 

S2_2 0,935 2,2 (2,5) 1,9 (2,1) 6,2 (9,0) Non 

Diffusion totale 
de LCC vers 
LAR / début : 

140 ns 

S2_3 0,57 2,6 (3,0) 2,0 (2,2) 8,0 (10,0) Non 

Oui / 140 ns 
reste à 

l'interface 
DFR-LAR 

S2_4 0,58 2,4 (3,0) 1,8 (2,1) 7,5 (9,0) Non 

Oui / 140 ns 
reste à 

l'interface 
DFR-LAR 

Tableau 4 : Résumé des évènements se déroulant lors des simulations de dynamique 

moléculaire impliquant le complexe S2. Les valeurs de RMSd dans le tableau correspondent 

à une valeur moyenne, tandis qu'entre parenthèse est indiquée la valeur maximale. 

 Pour la simulation MD2, une réorganisation modérée de l'interface est observée. Dans 

ce cas, la valeur maximale du RMSd du complexe est comprise entre 5 et 9 Å. Cette 

réorganisation n'est pas très importante d'un point de vue structural, mais l'est beaucoup plus 

d'un point de vue fonctionnel. C'est ce que nous détaillerons dans la partie III.4. Après 75 ns 

de simulation, une légère modification de la topologie de l'interface protéine-protéine est 

observée (cf Figure 64); Sa surface diminue à environ 1400 Å2. Cette perte d'interaction reste 

toutefois compatible avec les critères structuraux d'une interface protéine-protéine transitoire 

(cf partie II.3. [164, 166, 167]). Elle est également compensée par la formation d'un point 

salin entre les résidus K93 de DFR et E175 de LAR. La distance entre les atomes NZ du 

résidu K93 et OD1 du résidu E175 est de 3,2 Å. La Figure 64 illustre le réarrangement 

structural observé durant la simulation. Pour augmenter l'échantillonnage de ce type 

d'interaction protéine-protéine observé durant la simulation MD2, nous avons décidé de lancer 

2 simulations (MD3 et MD4) en prenant comme point de départ la structure après 75 ns de 

simulation. Ce réarrangement se montre extrêmement stable et ne montre aucun changement 

majeur sur les trois simulations (2, 3 et 4). 
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Figure 64 : Réarrangement du complexe S2 observé en simulation de dynamique 

moléculaire. DFR est en gris, LAR en noir.

salin lors du réarrangement, et la flèche bleue l'autre zone d'interaction impliquée

III.3.b) Libération du produit et diffusion vers la seconde enzyme 

 La libération de la leucocyanidine est observ

dynamique moléculaire. La sortie du produit ne nécessite pas une modification structurale 

importante du complexe. Ce phénomène est observé dans les 75 premières nanosecondes de 

simulation pour MD2, 3 et 4, et est un pe

de comportement peut être due au réarrangement structural qui se produit dans MD2, et qui 

induit un départ plus facilité. Dans les simulations MD3 et 4, le produit migre jusqu'à 

l'interface protéine-protéine, puis sort de cette interface et diffuse dans la phase solvant. Dans 

le cas de la MD1, le ligand a été transféré jusqu'à l'interface protéine

dissociation, mais cette dernière empêche la finalisation de la migration.

 La diffusion du produit de l'enzyme DFR jusqu'à la cavité de LAR est observée dans la 

simulation MD2. La Figure 65

ligand par rapport à sa position cristallographique dans 

complexe ternaire LAR-NADPH

début de la simulation pour se retrouver à une valeur d'environ 5 Å à la fin, indiquant un 

positionnement proche de la structure crist

LAR et "Substrate channeling" 

: Réarrangement du complexe S2 observé en simulation de dynamique 

n gris, LAR en noir. La flèche rouge montre la formation du pont 

salin lors du réarrangement, et la flèche bleue l'autre zone d'interaction impliquée

Libération du produit et diffusion vers la seconde enzyme 

La libération de la leucocyanidine est observée dans l'ensemble des simulations de 

dynamique moléculaire. La sortie du produit ne nécessite pas une modification structurale 

importante du complexe. Ce phénomène est observé dans les 75 premières nanosecondes de 

simulation pour MD2, 3 et 4, et est un peu plus longue pour MD1 (200 ns). Cette différence 

de comportement peut être due au réarrangement structural qui se produit dans MD2, et qui 

induit un départ plus facilité. Dans les simulations MD3 et 4, le produit migre jusqu'à 

e, puis sort de cette interface et diffuse dans la phase solvant. Dans 

le cas de la MD1, le ligand a été transféré jusqu'à l'interface protéine

dissociation, mais cette dernière empêche la finalisation de la migration. 

oduit de l'enzyme DFR jusqu'à la cavité de LAR est observée dans la 

65 représente le chemin suivi ainsi que l'évolution du RMSd du 

ligand par rapport à sa position cristallographique dans le fichier PDB 3I52, correspondan

NADPH-LCC. La valeur de RMSd est naturellement très élevée au 

début de la simulation pour se retrouver à une valeur d'environ 5 Å à la fin, indiquant un 

positionnement proche de la structure cristallographique. 

 

: Réarrangement du complexe S2 observé en simulation de dynamique 

La flèche rouge montre la formation du pont 

salin lors du réarrangement, et la flèche bleue l'autre zone d'interaction impliquée. 

Libération du produit et diffusion vers la seconde enzyme  

ée dans l'ensemble des simulations de 

dynamique moléculaire. La sortie du produit ne nécessite pas une modification structurale 

importante du complexe. Ce phénomène est observé dans les 75 premières nanosecondes de 

u plus longue pour MD1 (200 ns). Cette différence 

de comportement peut être due au réarrangement structural qui se produit dans MD2, et qui 

induit un départ plus facilité. Dans les simulations MD3 et 4, le produit migre jusqu'à 

e, puis sort de cette interface et diffuse dans la phase solvant. Dans 

le cas de la MD1, le ligand a été transféré jusqu'à l'interface protéine-protéine avant la 

oduit de l'enzyme DFR jusqu'à la cavité de LAR est observée dans la 

représente le chemin suivi ainsi que l'évolution du RMSd du 

le fichier PDB 3I52, correspondant au 

LCC. La valeur de RMSd est naturellement très élevée au 

début de la simulation pour se retrouver à une valeur d'environ 5 Å à la fin, indiquant un 
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Figure 65 : Chemin de diffusion suivi par le substrat observé lors de la simulation 2 du 

complexe S2 et évolution du RMSd durant le transfert. La position initiale du substrat est 

représentée en rouge, tandis que la position finale en bleu. 

 Le chemin de diffusion peut être scindé en trois grandes étapes indiquées sur la Figure 

65 : la première étape intervient lors des 300 premières nanosecondes. La molécule sort de la 

cavité de DFR et atteint l'interface protéine-protéine en 150 ns environ. Elle continue alors 

jusqu'à 300 ns, dans lesquelles la molécule explore l'interface protéine-protéine et migre 

jusqu'à la surface de LAR. La deuxième étape dure 500 ns, pendant laquelle le substrat 

explore la surface de l'enzyme. La dernière étape consiste en l'entrée de LCC dans la cavité 

enzymatique de LAR. Chacune des phases de ce processus de "substrate channeling" a été 

analysée d'un point de vue structural et énergétique. L'énergie d'interaction ligand/récepteur a 

été évaluée au moyen du protocole MM-GBSA (voir partie méthodologique, page 75) afin de 

caractériser l'évolution de la stabilisation du métabolite et les différents états du complexe. La 

simulation a été découpée en 157 sous-ensembles de 600 ps, et pour chaque ensemble, une 

valeur moyenne et un écart type de l'énergie d'interaction ont été calculés (cf Figure 66 à 

gauche). Les distances entre les centres de masse du métabolite et de chaque enzyme ont été 

mesurées le long de la simulation. Cette analyse a permis de représenter, sous forme d'une 

carte en deux dimensions, l'évolution de l'énergie d'interaction en fonction de ces deux 

critères structuraux (cf Figure 66 à droite). Les trois étapes du processus de "substrate 

channeling" sont clairement visibles sur ces deux figures.  

Remarque : La contribution entropique à l'énergie d'interaction n'a pas pu être évaluée sur 

l'ensemble de la trajectoire. La méthode employée est basée sur un protocole d'analyse des 

modes normaux nécessitant un état d'énergie minimale (qu'il soit global ou local). Nous avons 
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estimé cette contribution sur deux états : l'état initial et final. Le terme T

dans les deux cas, avec une valeur de 

Figure 66 : A gauche, évolution de l'énergie d'interaction LCC/complexe le long 

de diffusion. A droite, projection 

de masse de DFR et du ligand, et celle entre les centre de masse de LAR et de LCC.

couleurs représentent les trois étapes précédemment citées.

• Etape 1 du chemin de diffusion

 La première étape du chemin de diffusion est caractérisé

l'énergie d'interaction assez importante, de l'ordre de 23 kcal/mol, entre 0 e

simulation, puis d'un renforcement de cette interaction jusqu'à atteindre une interaction 

d'environ -23,5 kcal/mol. Le ∆∆

 De nombreux phénomènes se déroulent durant cette étape. Nous observons ainsi

diminution très forte du RMSd (cf 

distincts :  

 i) une diminution d'une valeur de 30 à 25 Å, qui correspond à une réorientation du 

substrat dans la cavité de DFR. Ceci est visible sur la 

en vert (en haut à gauche) sur la 

distance entre les centres de masse de LAR 

distance entre le centre de masse de DFR et de LCC.

  ii) une seconde sous-étape de 40 à 150 ns de simulation, dans laquelle le RMSd chute 

d'une valeur de 25 à 15 Å. Cette étape correspond à la sortie du substrat

ce qui se traduit par une grande perte d'interaction. Ce phénomène est donc associé à cette 

importante déstabilisation du substrat observée dans le profil énergétique de la 

LAR et "Substrate channeling" 

estimé cette contribution sur deux états : l'état initial et final. Le terme T

dans les deux cas, avec une valeur de -23 kcal/mol.  

, évolution de l'énergie d'interaction LCC/complexe le long 

, projection de cette énergie en fonction de la distance entre les centres 

de masse de DFR et du ligand, et celle entre les centre de masse de LAR et de LCC.

couleurs représentent les trois étapes précédemment citées. 

Etape 1 du chemin de diffusion 

La première étape du chemin de diffusion est caractérisée par une diminution de 

l'énergie d'interaction assez importante, de l'ordre de 23 kcal/mol, entre 0 e

simulation, puis d'un renforcement de cette interaction jusqu'à atteindre une interaction 

23,5 kcal/mol. Le ∆∆E de cette étape est d'environ -3,5 kcal/mol.

De nombreux phénomènes se déroulent durant cette étape. Nous observons ainsi

diminution très forte du RMSd (cf Figure 65), dans laquelle nous pouvons identifier trois cas 

i) une diminution d'une valeur de 30 à 25 Å, qui correspond à une réorientation du 

avité de DFR. Ceci est visible sur la première portion de la 

sur la Figure 66, dans laquelle nous voyons une augmentation de la 

distance entre les centres de masse de LAR et LCC, mais très peu de changement pour la 

distance entre le centre de masse de DFR et de LCC. 

étape de 40 à 150 ns de simulation, dans laquelle le RMSd chute 

d'une valeur de 25 à 15 Å. Cette étape correspond à la sortie du substrat de la cavité de DFR, 

ce qui se traduit par une grande perte d'interaction. Ce phénomène est donc associé à cette 

importante déstabilisation du substrat observée dans le profil énergétique de la 

estimé cette contribution sur deux états : l'état initial et final. Le terme T∆S est équivalent 

 

, évolution de l'énergie d'interaction LCC/complexe le long du chemin 

entre les centres 

de masse de DFR et du ligand, et celle entre les centre de masse de LAR et de LCC. Les trois 

par une diminution de 

l'énergie d'interaction assez importante, de l'ordre de 23 kcal/mol, entre 0 et 150 ns de 

simulation, puis d'un renforcement de cette interaction jusqu'à atteindre une interaction 

3,5 kcal/mol. 

De nombreux phénomènes se déroulent durant cette étape. Nous observons ainsi une 

), dans laquelle nous pouvons identifier trois cas 

i) une diminution d'une valeur de 30 à 25 Å, qui correspond à une réorientation du 

première portion de la partie encadrée 

, dans laquelle nous voyons une augmentation de la 

et LCC, mais très peu de changement pour la 

étape de 40 à 150 ns de simulation, dans laquelle le RMSd chute 

de la cavité de DFR, 

ce qui se traduit par une grande perte d'interaction. Ce phénomène est donc associé à cette 

importante déstabilisation du substrat observée dans le profil énergétique de la Figure 66. Elle 
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correspond à la seconde portion de la partie encadrée en vert (la plupart des points bleus). 

Nous voyons que dans cette étape la distance entre le centre de masse de DFR et LCC 

augmente tandis que celle entre LAR et LCC diminue, indiquant la diffusion du site actif de 

DFR vers le suivant. Durant la sortie du site actif, le LCC interagit avec M88 et P204 

(définissant la porte de la voie d'accès 1 de DFR) mais également avec la THR159 (impliquée 

dans la porte de la voie d'accès 3). Nous pouvons en déduire que la molécule suit un chemin 

hybride entre ces deux sorties. 

 iii) La dernière sous-étape se déroule de 150 à 300 ns de simulation. Le RMSd reste 

constant sur cette valeur de 15 Å, puis diminue en fin d'étape à une valeur de 10 Å. Il s'agit ici 

d'une exploration de l'interface protéine-protéine par le métabolite. Cela correspond au pallier 

observé sur la courbe de l'énergie d'interaction. La leucocyanidine interagit avec les résidus 

M88, F85, T159 de DFR, ainsi qu'avec les résidus H172, E94, I171, et E265 de LAR. La 

distance entre les centres de masse des deux enzymes et le ligand continue à évoluer (nous 

nous situons toujours dans la partie encadrée en vert, en bas à droite). A la fin de cette étape, 

le complexe tombe dans un minimum d'énergie, correspondant à l'arrivée du LCC sur la 

surface de LAR. 

• Etape 2 du chemin de diffusion 

 Après l'exploration de l'interface protéine-protéine, la molécule atteint un minimum 

d'énergie, avec un  gain total par rapport au maximum de la courbe d'environ 22 kcal/mol. 

Commence ainsi une longue phase, jusqu'à 560 ns, durant laquelle l'énergie d'interaction reste 

constante. Après 560 ns de simulation, nous observons une seconde perte d'interaction, d'une 

valeur de 12 kcal/mol. Enfin aux alentours de 800 ns de simulation, un deuxième minimum 

est atteint. Le gain d'énergie associé est de 16 kcal/mol. Le ∆∆G total de cette étape de la 

diffusion est ainsi de -4 kcal/mol. 

 L'analyse du RMSd montre que sa valeur (environ 10 Å) reste constante tout le long 

de cette étape. Pour autant, de nombreux phénomènes dynamiques sont observés durant cette 

seconde étape. Le premier minimum atteint est associé à une position du substrat particulière, 

qui lui permet d'interagir de manière forte avec le cofacteur situé dans la cavité de LAR. Deux 

liaisons hydrogène sont créées entre le groupement phosphate et le cycle B du LCC. Le 

substrat interagit également avec l'enzyme, en créant deux interactions de type liaison 

hydrogène avec les résidus E94 et N135. Enfin, le métabolite s'insère entre les hélices α 4 
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(résidus 94-110) et 6 (résidus 128-150), créant ainsi de nombreuses interactions hydrophobes. 

La position décrite est représentée sur la Figure 67. 

 

Figure 67 : Position intermédiaire rencontrée lors du chemin de diffusion du LCC. Ne sont 

affichées ici que les interactions de type liaison hydrogène à la surface de LAR. 

 Au bout de 560 ns de simulation, la seconde déstabilisation est atteinte, et elle 

correspond à une perte ponctuelle des interactions du LCC avec les résidus E94 et N135, ainsi 

qu'à la perte des interactions hydrophobes avec les deux hélices de l'enzyme. Seules les 

interactions avec le NADPH sont conservées. La position spatiale change peu, ce qui explique 

la valeur constante du RMSd sur cette période. La fin de cette étape est caractérisée au bout 

d'environ 800 ns de simulation, par une reformation des interactions avec l'hélice 4 et 6. Sur 

l'image b) de la Figure 66, cette seconde étape est identifiée par la zone entourée en orange. 

Nous échantillonnons ainsi un bassin d'attraction énergétique de manière importante durant 

toute cette étape. 

• Etape 3 du chemin de diffusion 

 La simulation échantillonne de manière importante la conformation associée à ce 

minimum d'énergie. La simulation a été continuée à ce jour à 1,47 µs, et ne nous a pas permis 

de franchir la barrière d'énergie nécessaire à une entrée du LCC dans la cavité de LAR. Nous 

avons décidé d'appliquer un autre protocole, pour donner un "coup de pouce" au système afin 

d'échantillonner cette entrée. Il s'agit du protocole d'aMD (accelerated Molecular 

Dynamics[168]). Le principe est d'introduire un biais dans la simulation sur l'énergie 

potentielle du système, ou sur l'énergie associée aux angles dièdres (ou sur les deux). La 

valeur de l'énergie est ainsi augmentée, permettant un "lissage" de la surface d'énergie 



potentielle (et/ou des angles dièdres) pour faciliter ainsi les transitions entre différents états. 

Nous avons appliqué ce protocole d'aMD afin d'observer

de LAR. Les paramètres de "boost" ont été appliqués s

angles dièdres (3,5 kcal/mol/résidu de boost sur les angles dièdres, et 20 % de boost sur 

l'énergie potentielle).  

 Ainsi, avec le protocole d'aMD, nous avons pu échantillonner l'entrée du substrat dans 

la cavité. L'évolution de l'énergie d'interaction montre une nouvelle perte d'interaction, 

légèrement plus élevée que la précédente (14 kcal/mol). Après l'avoir franchie, le minimum 

global de la courbe est atteint. Le gain d'énergie est ici 

étape de la diffusion est ainsi de 

substrat du site actif  de DFR vers LAR est de 

 La valeur du RMSd diminue jusqu'à environ 5 Å, et représente l'entrée du substra

dans la cavité de la seconde enzyme. Ce m

important. Les interactions entre le substrat et le cofacteur sont encore conservées, mais celles 

impliquant le résidu N135 et l'hélice 4 sont perdues. La molécule att

cavité de LAR, caractérisée par des interactions entre le cofacteur et deux résidus : M136 et 

K140 (il s'agit de la lysine catalytique). Ces interactions sont représentées sur la 

Ces dernières sont rompues durant la simulation de type aMD, pour finalement 

possibilité au substrat d'entrer dans la cavité enzymatique. Dans la cavité, la leucocyanidine 

interagit principalement avec les résidus Y137, K140, H122 et Q285.

Figure 68 : Interaction jouant le rôle de "porte" de la cavité de LAR, impliquant le 

cofacteur, la lysine catalytique K140 et la méthionine M136
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III.4) Rôle de la solvatation dans le phénomène de "substrate 

channeling" 

 Les métabolons sont des assemblages transitoires d'enzymes, ce qui implique une 

proximité des différentes cavités. Ils 

concentrant les intermédiaires réactionnels

avons observé le transfert du substrat d'un site actif à l'autre sans passer par une phase de  

diffusion dans une phase purement solvant. Ce processus peut être considéré comme un 

phénomène de "substrate channeling". Le rôle de la solvatation est ici crucial. Une analys

la micro-solvatation du substrat au cours de la simulation réactive a été réalisée. 

 Le nombre de molécules d'eau dans la première sphère 

distance de 3,4 Å du ligand) a donc été mesuré. La

ensembles de 600 ps, et pour chaque ensemble, une valeur moyenne et un écart type du 

nombre de molécules d'eau ont été calculés.  Une simulation de DM de la LCC dans une 

phase purement solvant a été réalisée pour estimer le nombre moyen de molécules d

présentes dans la première sphère de solvatation. La solvatation maximale a été évaluée à 

environ 36 molécules d'eau. 

Figure 69 : Evolution du nombre de molécule

du site actif de DFR vers celui de LAR

solvant). En rouge est représentée l'évolution, et en noire les barres d'erreurs associées. La 

ligne rouge montre le nombre moyen de molécules d'eau pour un substrat complèteme
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 Nous remarquons que cette courbe présente de nombreuses similarités avec la courbe 

de l'évolution de l'énergie d'interaction LCC/complexe calculée par le protocole MM-GBSA. 

Le profil peut être découpé en trois étapes, de la même manière que précédemment. Ainsi, 

chaque barrière d'énergie peut être associée à une solvatation partielle du substrat, plus ou 

moins importante selon la valeur de la barrière. Les minimums de micro-solvatation sont ainsi 

associés à des interactions plus importantes avec l'enzyme. Enfin, nous pouvons remarquer 

que nous n'obtenons jamais une solvatation totale de la molécule lors du transfert vers la 

seconde enzyme. Le nombre de molécules d'eau entourant le métabolite (valeur max égale à 

28 molécules d'eau) est toujours inférieur à la valeur estimée dans la simulation de LCC dans 

une phase solvant pure (estimée à 36 molécules d'eau). 

 Les effets de solvant jouent un rôle majeur dans le processus d'interaction 

ligand/récepteurs. Ici, lors du transfert de la molécule d'une enzyme à une autre, un 

phénomène de solvatation/désolvatation a lieu. La libération du substrat entraîne une 

solvatation partielle de celui-ci grâce à l'existence du complexe DFR-LAR. Le processus de 

désolvatation lié à l'association LAR-substrat est moins pénalisant d'un point de vue 

énergétique lors de la formation d'un tel édifice. Le transfert de LCC de DFR vers LAR a lieu 

lors de la première étape (0-300 ns) et le nombre de molécules d'eau autour du substrat est ici 

de 28 au maximum. Le gain sur la pénalité de désolvatation est donc d'environ 20% (28/36). 

La valeur de l'énergie de solvatation calculée par le protocole MM-GBSA est de 59,39 

kcal/mol. Le gain d'énergie sur la pénalité de désolvatation est donc de l'ordre de 12 kcal/mol. 

 La formation de ces complexes multienzymatiques permet donc un transfert de 

molécules d'un site actif à l'autre, et permet à celle-ci de ne pas être resolvater de manière 

totale, entraînant un gain d'énergie non négligeable. Ce phénomène de solvatation partielle est 

ainsi une des forces motrices du phénomène de "substrate channeling", qui est la base même 

du fonctionnement d'un métabolon. 

IV) Conclusion 

 Un métabolon est un assemblage complexe d'enzymes, ce qui rend ce type de structure 

difficile à étudier expérimentalement. Ainsi, les outils de modélisation moléculaire sont 

précieux et parfaitement adaptés pour une analyse moléculaire de ce type de complexe. Les 

différents protocoles (RAMD, DM, Docking protéine-protéine, aMD) utilisés ont permis 

d'étudier de manière pertinente ce type de structure. Ils nous ont permis de répondre à 

différentes problématiques associées : i) l'identification des voies d'accès au site actif des deux 
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enzymes pour les métabolites ii) un modèle d'interaction pertinent entre les deux enzymes, 

dans lequel une connexion existe entre les deux sites actifs et iii) l'étude des phénomènes 

dynamiques associés à ce type de structure à une résolution atomique. 

 Dans le cadre de la biosynthèse des flavonoïdes, la voie métabolique fait intervenir 

l'une à la suite de l'autre les enzymes DFR et LAR. La formation d'un complexe entre ces 

deux enzymes est donc envisageable. Dans ce chapitre, nous avons étudié la possible 

association de ces deux enzymes et fourni des informations au niveau moléculaire et 

énergétique sur les phénomènes associés à ce complexe multienzymatique. La détection des 

entrées/sorties des deux enzymes ont permis de faciliter l'identification des complexes 

pouvant présenter une connexion entre les sites actifs enzymatiques. Les calculs de docking 

permettent de dégager deux structures, dont l'une présente une interaction classique de type 

protéine-protéine transitoire. Les simulations de dynamique moléculaire, appliquées sur ces 

deux structures, montre généralement une libération de la leucyanidine du site actif de DFR, 

dans des temps plus courts que lorsque le complexe DFR-NADP+-LCC est considéré seul. 

Nous avons réussi à échantillonner dans le cas du complexe S2, un transfert du LCC du site 

actif de DFR vers celui de LAR, sans appliquer aucune contrainte. Cette observation peut être 

assimilée à un phénomène de "substrate channeling". 

 Ce phénomène montre un ∆∆E total de transfert de -8 kcal/mol. Plusieurs étapes ont 

pu être identifiées avec tout d'abord, une libération de LCC à partir de la cavité de DFR pour 

une migration vers l'interface protéine-protéine, ensuite une exploration de la surface de 

l'enzyme LAR par le métabolite. Enfin, l'étape finale consiste en l'entrée du ligand dans le site 

actif de la seconde enzyme. Le long de ce phénomène, la solvatation joue un rôle majeur. En 

effet, le substrat n'est jamais resolvaté de manière complète, on observe ainsi un gain non 

négligeable sur les pénalités de désolvatation, ce qui facilite ainsi le transfert de la molécule, 

et de limiter la déstabilisation de l'interaction complexe/ligand, comme par exemple celles 

associées à une entrée ou sortie de cavité. Ainsi, la solvatation partielle du substrat joue un 

rôle crucial dans le phénomène de "substrate channeling" et dans le fonctionnement d'un 

métabolon. 

 Les différents résultats reliés au phénomène de "substrate channeling" ont été observés 

sur la base d'une seule simulation, ce qui ne nous permet pas de dégager, en premier abord, 

une statistique suffisante. L'idéal aurait été d'effectuer plus de calculs sur ces complexes afin 

d'échantillonner une seconde fois le processus. Nous ne devons cependant pas oublier que ce 
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type de phénomène est associé à des temps de simulation de l'ordre de la microseconde, ce qui 

demande de grandes ressources de calcul. De plus, l'échantillonnage de conformations hautes 

en énergie sur ces systèmes très hydrophiles est plus difficile que sur des systèmes totalement 

hydrophobes (par exemple, les RCPG), car il est nécessaire de rompre des interactions plus 

fortes, comme des interactions de type liaison hydrogène. 
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 Il est possible que les enzymes impliquées dans la cascade menant à la biosynthèse de 

molécules naturelles soient en interaction forte avec une membrane, que ce soit la membrane 

cellulaire ou une autre impliquée dans la compartimentation à l'intérieur de la cellule. Il 

semblerait, dans notre cas qui traite de la voie de production menant aux flavonoïdes, qu'au 

moins une enzyme soit dans ce cas. Il s'agit de l'enzyme F3'H (Flavonoide-3'-hydroxylase). 

Les membranes sont constituées de bicouches lipidiques qui ont pour rôle de protéger et de 

compartimenter la cellule. Nous pouvons par exemple citer la membrane du réticulum 

endoplasmique, qui est une zone de la cellule permettant la création et modification de 

protéines[169]. Les protéines qui interagissent avec les membranes peuvent le faire de 

différentes façons. Elles peuvent être en interaction transitoire, relativement faible, en étant 

simplement "posées" sur la partie hydrophile des bicouches lipidiques. D'un autre côté, elles 

peuvent être totalement intégrées dans la membrane, permettant ainsi un flux de molécules ou 

d'ions, ou même le transfert d'informations entre le milieu extérieur et l'intérieur de la cellule. 

Il s'agit de protéines dites transmembranaires (GPCR, RO...)[170]. Enfin, et c'est le cas qui 

nous intéresse ici, seule une partie de l'enzyme interagit fortement avec les lipides tandis que 

la majeure partie reste en interaction forte avec le solvant. F3'H appartient à cette dernière 

famille. Comme présenté lors du chapitre de préparation des systèmes, F3'H est une enzyme 

de type cytochrome P450 [59, 60, 75]. La plupart des enzymes de cette famille présentent une 

partie transmembranaire, mais plusieurs types d'interactions sont envisageables entre la 

surface de la membrane et l'enzyme (liaison hydrogène, hydrophobe, ionique). Il a été 

récemment montré que des interactions de type cation-π pouvaient jouer un rôle majeur dans 

la stabilisation de ces interactions. Elles possèdent un caractère stabilisant plus fort qu'une 

liaison hydrogène [171] et sont impliquées de manière cruciale dans la stabilisation de grands 

nombres de systèmes membrane/protéine [172, 173]. 

 Dans le cadre de la biosynthèse des flavonoïdes, le métabolon se formerait à la surface 

de la membrane du réticulum endoplasmique [58, 160]. Certaines enzymes joueraient ainsi un 

rôle d'ancre à la membrane, autour de laquelle les autres protéines peuvent s'agréger pour 

former un métabolon [53, 57]. Ce phénomène d'ancrage à la membrane pourrait avoir une 

importance dans la statistique de rencontre des enzymes, augmentant la probabilité de la 

création de ces interactions. De plus, la stabilité de l'édifice multienzymatique pourrait être 

augmenté grâce à des interactions supplémentaires entre enzymes constituant le métabolon et 

la bicouche lipidique. La prise en compte de ces interactions est ainsi d'une grande 

importance. 
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 Ici, comme présenté en page 92, le serveur OPM[102] prédit que l'hélice N-terminale 

de F3'H doit être transmembranaire. Cette prédiction a également mis en évidence une 

interaction de surface, de nature hydrophobe, impliquant les résidus 35-37, 69, 222-227. La 

prédiction sans hélice montre à nouveau que ces résidus sont impliqués dans une interaction 

de surface, laissant penser que notre modèle d'interaction F3'H/membrane est cohérent. Nous 

présenterons dans ce chapitre les premières études sur F3'H, son comportement dynamique en 

présence d'un modèle de membrane explicite, ainsi que les premiers modèles de métabolon 

obtenu en regroupant tous les résultats obtenus jusqu'alors. Comme précédemment, des 

simulations de type RAMD ont été effectuées afin de localiser les différentes voies reliant la 

cavité enzymatique de F3'H et le solvant. Le système a ensuite été soumis à des simulations 

de dynamique moléculaire en tenant compte d'une membrane décrite explicitement. Enfin des 

calculs de docking protéine-protéine ont été réalisés afin de proposer un premier modèle d'un 

métabolon impliquant les enzymes F3'H-DFR-LAR en interaction avec un modèle explicite 

de membrane. 

I) Simulations préparatoires de dynamique moléculaire de 

systèmes F3'H/membrane. 

I.1) Identification des chemins d'accès au site actif de F3'H  

I.1.a) Canaux déjà identifiés dans les cytochromes P450 

 Les cytochromes P450 possèdent un arrangement structural très similaire les uns des 

autres et surtout très compact [174]. Le site actif de l'enzyme est très enfoui, et la question de 

l'identification de chemins d'accès au site actif des molécules s'est rapidement posé. De par 

leur structure tridimensionnelle très similaire, ces chemins d'accès pourraient être commun à 

la famille entière des cytochromes P450. Ainsi, de nombreuses études ont déjà été publiées 

sur l'étude d'accès de composés au sein de ces enzymes [175-178]. De manière générale, la 

structure tertiaire des cytochromes P450 est composée de deux domaines de feuillets β, ainsi 

que de 10 hélices alpha (sans compter le domaine N-terminal transmembranaire) nommée de 

A à K. Les différentes études théoriques, utilisant des méthodes telles que des protocoles de 

steered molecular dynamics (SMD), d'umbrella sampling (US) et de RAMD ont permis 

l'identification de plusieurs chemins d'accès connectant le site actif au milieu extérieur. La 
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nomenclature de la structure secondaire des cytochromes P450 et les différents chemins 

d'accès identifiés sont représentés sur la Figure 70 . 

 

Figure 70 : Nomenclature des différentes structures secondaires des cytochromes P450. Les 

cercles désignent les différents accès au site actifs identifiés. A gauche, vue de côté; à droite, 

vue de dessus. Les cercles désignent la totalité des canaux identifiés comme étant des voies 

d'accès au site actif. Tiré de la ref [175]. 

 Les sept chemins d'accès dérivant du canal 2, notés de 2a à 2f, correspondent aux 

chemins les plus échantillonnés et les plus favorables énergétiquement pour la sortie et 

l'entrée des molécules [175, 179]. Les différences entre ces sept chemins sont mineures, et 

proviennent uniquement de la conformation à un temps donné de la structure des boucles F-G 

et B-C. Nous pouvons les considérer comme toutes équivalentes. L'ouverture et la fermeture 

de ces voies dépendent uniquement de la position de la boucle F-G, reliant les hélices F et G, 

ainsi que celle de l'hélice B' avec la boucle B-C. Les publications montrent que plusieurs 

conformations existent dans lesquelles l'hélice B' peut se dénaturer afin de permettre la sortie 

de composés. Un déplacement de cette dernière est également possible et permet l'ouverture et 

la fermeture de canaux. Les différents chemins peuvent servir soit pour l'entrée des molécules 

dans le site actif, soit pour la sortie des produits de la réaction, mais aucun rôle n'a été 

clairement identifié pour chacun. Seuls les canaux W et S ont été caractérisés comme les 

chemins d'accès du solvant au site actif (la présence d'un atome d'oxygène est nécessaire pour 

la réaction enzymatique), mais peuvent aussi jouer le rôle de régulateur du degré de 

solvatation du site actif. Il a été également montré que le canal S peut permettre la sortie de 

composés dans certains cytochromes P450. 

 Cette nomenclature étant commune à toutes les enzymes de type cytochrome P450, 

nous pouvons identifier les hélices et les boucles dans la structure de F3'H reconstruite par 

homologie (voir Figure 71). 
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Figure 71 : Identification des hélices 

boucle F-G sont respectivement représenté

 Les résidus impliqués dans 

résidus 95-110 et 200-215. Les simulations de dyn

complexe F3'H-DHQ-Hème (sans modèle de membrane) ne permet

sortie de la dihydroquercétine de 

simulations). En effet, la structure est et re

aucune étude sur une sortie naturelle de composé depuis le site actif d'un cytochrome P450 

par simulation de dynamique moléculaire brute

biaiser la simulation. La structure a ainsi été soumise à des simulations de 

afin de vérifier si nous détectons les mêmes chemins déjà 

études. 

I.1.b) Protocole de simulation

 Une force permettant d'accélérer le substrat dans une direction aléatoire est appliquée 

tous les 40 pas de simulation. 

maximum de sorties possibles (0,15,

générer aléatoirement cette force supplémentaire a elle même été fixée aléatoirement pour 

s'assurer du caractère unique des simulations.

simulations ont été effectuées, pour un total de 90

s'arrête automatiquement dès que la distance entre le centre de masse du substrat et celui de 

l'enzyme dépasse 40 Å.  
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Identification des hélices de la structure reconstruite de F3'H. La boucle B

G sont respectivement représentées en rouge et vert. 

Les résidus impliqués dans les boucles B-C et F-G de l'enzyme sont

215. Les simulations de dynamique moléculaire effectuée

Hème (sans modèle de membrane) ne permettent pas de visualiser une 

sortie de la dihydroquercétine de manière naturelle (au total 700 ns simulées lors de

simulations). En effet, la structure est et reste très compacte durant les simulations

aucune étude sur une sortie naturelle de composé depuis le site actif d'un cytochrome P450 

par simulation de dynamique moléculaire brute-force n'a été publiée, il faut nécessairement 

n. La structure a ainsi été soumise à des simulations de 

afin de vérifier si nous détectons les mêmes chemins déjà identifiés dans les précédentes 

de simulation  

Une force permettant d'accélérer le substrat dans une direction aléatoire est appliquée 

 Trois valeurs d'accélération ont été utilisées afin de détecter un 

possibles (0,15, 0,2 et 0,25 kcal/mol/Å/g). La graine permettant de 

générer aléatoirement cette force supplémentaire a elle même été fixée aléatoirement pour 

s'assurer du caractère unique des simulations. Pour chaque valeur de ce paramètre, 

simulations ont été effectuées, pour un total de 90 simulations réalisées en RAMD. 

s'arrête automatiquement dès que la distance entre le centre de masse du substrat et celui de 
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générer aléatoirement cette force supplémentaire a elle même été fixée aléatoirement pour 

Pour chaque valeur de ce paramètre, 30 
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I.1.c) Résultat pour l'enzyme F3'H 

 Le Tableau 5 résume les sorties échantillonnées par DHQ lors de chaque trajectoire. 

De par leur proximité spatiale et des légères différences structurales entre eux, les résultats 

concernant les 7 canaux dérivant du chemin 2 et le canal S ont été rassemblés. 

Sortie A = 0,25 A= 0,20 A = 0,15 Total 

1 4 10 11 25 

2(a, b, c, ac, d, e, f 

et S) 
10 7 3 20 

3 2 1 2 5 

W 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 

5 3 2 0 5 

Autres 11 10 14 35 

Tableau 5 : Résumé des sorties échantillonnées dans toutes les simulations de type RAMD. 

La ligne "Autres" désigne les sorties non détectées auparavant, dénaturant une partie de la 

structure et donc inexploitables, et celles qui ne sont pas compatibles avec l'interaction de 

F3'H avec la membrane. 

 Environ un tiers des simulations présente soit une sortie proposée dans la zone censée 

interagir avec la membrane (impliquant notamment les résidus en interaction tels que W35), 

soit une dénaturation d'une partie de la protéine lors de la sortie du substrat. Ce dernier 

phénomène peut être dû à l'exploration par le ligand d'une portion moins structurée et plus 

fragile, donc plus propice à la dénaturation (par exemple, les résidus 315-325). Si nous 

mettons de côté ces simulations, la sortie par une voie pouvant correspondre au canal 1 est 

celle qui est la plus échantillonnée (impliquant les résidus S133, G134, K125, 

L272,E288,V289 et I291). Cependant, au niveau structural, la sortie de composé dans ce canal 

entraîne la plupart du temps de grandes modifications structurales du site actif. Notamment, 

les interactions entre l'hème et les différents résidus du site actif sont souvent rompues. Le 

résidu R124, par exemple, identifié dans notre structure pour faire une interaction ionique 

forte avec le groupement hème, perd souvent son interaction avec le cofacteur lors de la sortie 

de DHQ. Ainsi, même si ce chemin est le plus échantillonné, les modifications structurales 



Chapitre 4 : Interactions F3'H/membrane et premiers modèles de métabolon 

159 

qu'implique son parcours ne sont pas cohérentes avec les observations et profils énergétiques 

présentés précédemment. D'autre part, dans le cas de A=0,15, l'accélération n'est peut être pas 

assez forte pour permettre au substrat d'échantillonner les autres accès, sachant que notre 

structure est très compacte. Le substrat prend alors le chemin le plus court pour sortir de 

l'enzyme, qui est le canal 1, ou une sortie " autre" qui perturbe encore plus l'interaction avec 

l'hème (rupture de l'interaction avec la cystéine coordinant le métal). 

 Le canal 2 fait intervenir la boucle B-C (résidus 95-110) et la boucle F-G (résidus 200-

215) (voir Figure 71), et selon leur position dans la structure, une variante du canal sera plus 

ouverte que l'autre. Nous avons ainsi choisi de garder les différentes variantes du canal 2 (a, b, 

c, d, e, f), le chemin S ainsi que les canaux 3 et 5, (impliquant respectivement K197, E200, 

R242, F246 et P365, L478, H49, L488), même si ces derniers sont moins échantillonnés, 

comme voies de sortie principale du DHQ. Des simulations de dynamique moléculaire sur le 

système F3'H/membrane avec DHQ dans le site actif ont été réalisées afin d'analyser le 

comportement dynamique des différents canaux avec la présence de la membrane.  

I.2) Evolution de l'interaction F3'H/membrane lors des 

simulations de DM 

I.2.a) Protocole de simulation 

 Le mode d'interaction F3'H/membrane prédit par les résultats du serveur OPM a servi 

de structure de départ à ces simulations. La membrane a été décrite de façon explicite avant 

d'appliquer les protocoles de DM, décrits dans le chapitre I (page 91). Deux simulations de 

dynamique moléculaire (durée respective de 640 et 400 ns) ont été réalisées sur ce système.  

I.2.b) Evolution du mode d'interaction F3'H/membrane 

 La prise en compte de la membrane dans les calculs a une incidence importante tant 

sur le type d'interaction enzyme/membrane que sur la structure même de l'enzyme. L'hélice 

transmembranaire voit son angle de tilt changer durant la simulation. La force motrice de ce 

changement provient majoritairement des interactions ioniques. Nous avons représenté les 

parties N- et C-terminales sous leur forme zwitterionique. La position du  résidu (M1) situé en 

N-terminale évolue pour créer en milieu de simulation une interaction ionique très forte avec 

plusieurs groupements phosphates des têtes polaires des lipides, situées sur la face opposée de 

la couche lipidique (cf Figure 72). Durant la simulation, jusqu'à 4 interactions ioniques 
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peuvent exister de manière concomitante. L'interaction est constante durant 

la simulation, mais les groupements phosphates présentent une dynamique d'échange 

importante. Ce changement est cohérent avec une étude de Cojocaru 

cette partie N-terminale traverse intégralement la membrane et interagit avec la partie 

hydrophile. 

Figure 72 : Représentation de l'évolution de la position de l'hélice transmembranaire au sein 

de la membrane. A gauche, la 

représentée en bleu et la position finale en violet. A droite, détail de l'interaction entre le 

résidu en N-
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 MD1 MD2 

Temps de simulation 

(ns) 
640 400 

Résidus en interaction 

type hydrophobe 

W35, V36, I38, V70, 

F69,  V221, A222, 

P223, L224, W226, 

L227,  

V34, W35, V36, I37, 

I38, F69, V221, A222, 

P223, L224, W226, 

L227  

Résidus en interaction 

type liaison H 
V36, I37 D228,W35 

Résidus en interaction 

de type cation-π 
W35, W226, F69 F69 (x2), W35, W226 

Résidus en interaction 

ionique 
D228, R66, R23  R66, R23, K102 

Tableau 6 : Résumé des différents résidus impliqués dans l'interaction protéine/membrane, 

ainsi que la nature de leur interaction propre. Sont répertoriés les résidus dont l'interaction 

dépasse les 50 % d'existence durant la simulation concernée. 

 On observe que la chaîne latérale du résidu 35 pénètre de toute sa longueur dans la 

membrane. Ce mouvement induit ainsi la formation de nouvelles interactions hydrophobes, 

non prédites par le serveur OPM. La formation d'interaction hydrophiles (ionique et liaison 

hydrogène) est également observée. La surface chargée de la membrane entraîne la formation 

de ponts ioniques avec des résidus chargés (K102, D228, R66) proches de l'interface.  

 Enfin, on observe très rapidement dans nos simulations la formation d'interactions 

cation-π, qui sont maintenant reconnues pour avoir un rôle structurant important dans la 

formation de ces interactions protéine/membrane[181]. Notons la formation naturelle 

d'interaction entre les groupements méthylcholines des lipides et des centres aromatiques 

proches. Deux groupements tryptophanes (35 et 226) ainsi que la phénylalanine 69, 

interagissant à la surface, sont pour la plupart du temps impliqués dans ce type d'interaction. 

Ces acides aminés, de type tryptophane et phénylalanine, ont été identifiés comme étant les 

résidus principaux impliqués dans la formation de ces interactions cations-π, particulièrement 

avec les lipides de types phosphocholines (PC)[182]. La Figure 73 représente les interactions 

cations-π identifiées durant nos simulations. 
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Figure 73 :  Représentation des interactions cation

 Du fait de la dynamique des lipides constituant la membrane, de nombreux échanges 

lipide/lipide impliqués dans les interaction

F69 par exemple dans la simulation MD2, trois lipides interagissent seuls ou de manière 

concomitante avec la partie aromatique. Nous considérons que l'interaction cation

lorsque la distance méthylcholine

montrent qu'au moins une interaction ex

même l'existence de deux interactions de ce type en même temps sur le même résidu (cf

Figure 74). Des résultats similaires sont obtenus pour les résidus W35 et W2

 Ainsi, les simulations de dynamique moléculaire valident les prédiction

proposées par le serveur OPM. Le réarrangement structural de l'hélice transmembranaire 

induit de nouvelles interactions hydrophobes mais 

ioniques et surtout cation-π à la surface de la membrane. Les résidus aromatiques situés à 

l'interface sont ainsi impliqués dans la formation d'une interaction avec un groupement 

méthylcholine de la membrane de type POPC.
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:  Représentation des interactions cation-π observées durant les simul

dynamique moléculaire. 

Du fait de la dynamique des lipides constituant la membrane, de nombreux échanges 

lipide/lipide impliqués dans les interactions avec l'enzyme sont notés. Dans le cas du résidu 

F69 par exemple dans la simulation MD2, trois lipides interagissent seuls ou de manière 

concomitante avec la partie aromatique. Nous considérons que l'interaction cation

oline-cycle aromatique inférieure à 7 Å[172, 

montrent qu'au moins une interaction existe durant 85% du temps de simulation, et montrent 
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Ainsi, les simulations de dynamique moléculaire valident les prédiction

proposées par le serveur OPM. Le réarrangement structural de l'hélice transmembranaire 
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à la surface de la membrane. Les résidus aromatiques situés à 

l'interface sont ainsi impliqués dans la formation d'une interaction avec un groupement 

méthylcholine de la membrane de type POPC. 
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Figure 74 : Evolution des distances entre le résidu F69 et les trois lipides impliqués dans les 

interactions cation-π. Le trait rouge défini la limite au delà de laquelle on ne considère plus 

d'interaction. 

I.3) Changements structuraux induits par l'interaction avec la 

membrane 

 Comme nous l'avons mentionné précédemment, la boucle F-G interagit de manière 

importante avec la membrane. Cette portion de l'enzyme est liée à l'ouverture des canaux 2 (et 

ses différentes variantes) et S, pouvant jouer un rôle dans la sortie de composés. La formation 

de ces interactions pourrait donc provoquer des effets non négligeables sur la structure 

tertiaire de l'enzyme, comme par exemple des effets d'ouverture et de fermeture des cavités 

identifiées au sein des cytochromes P450. Dans nos calculs, le RMSD de l'enzyme entière 

(par rapport à la structure reconstruite par homologie) est respectivement de 6 Å (simulation 

de 640 ns) et de 4,5 Å (simulation de 400 ns). La valeur élevée observée pour la première 

simulation est associée à des changements structuraux induits par effet allostérique de 

l'interaction protéine/membrane. Ainsi, durant nos simulations du complexe F3'H/membrane, 

même si nous n'avons pas été en mesure d'observer une sortie de ligand, nous avons identifié 

des phases d'ouverture et de fermeture des différents canaux de l'enzyme. 

 Au niveau du canal S, le résidu valine 205 joue le rôle de porte pour la sortie des 

molécules du site actif. Au cours de nos simulations, nous observons une ouverture partielle 

du canal S, par rotation de la valine 205. Nous n'observons cependant pas la totalité de 

l'ouverture du canal, les résidus 480 et 484  restant en interaction. Ce mouvement du résidu 

valine 205, que nous n'observons pas en simulation sans membrane, peut être attribué à 

l'interaction de la boucle F-G (résidu 218-229) avec la membrane. En effet, elle peut produire 
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un effet allostérique sur la structure proche, et notamment les résidus proches comme la valine 

205. Cette ouverture partielle est montrée sur la 

Figure 75 : Ouverture de la porte du canal S 

DQH et le groupement Hème sont représentés en 

 En ce qui concerne le canal 2

définissant préférentiellement l'ouverture d'une des variantes de ce canal. Notamment, les 

résidus tyrosine 108, lysine 102 et phénylalanine 113 définissent plus précisément la cavité 

associée au canal 2e. Nous observons dans le cas de ce canal une ouverture très tôt dans notre 

trajectoire durant la simulation MD1. Les interactions hydrophobes entre ces 3 acides aminés 

disparaissent et on observe une ouverture totale du canal 2e. Cette ouverture est 

sur la Figure 76. 

Figure 76: Ouverture du canal 2e après 200 ns de simulation. Le phénomène

rotation des résidus Y108 et F113
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résidus tyrosine 108, lysine 102 et phénylalanine 113 définissent plus précisément la cavité 

nal 2e. Nous observons dans le cas de ce canal une ouverture très tôt dans notre 

trajectoire durant la simulation MD1. Les interactions hydrophobes entre ces 3 acides aminés 

disparaissent et on observe une ouverture totale du canal 2e. Cette ouverture est représentée 

du canal 2e après 200 ns de simulation. Le phénomène implique la 

cofacteur Hème sont 
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 Malgré ce phénomène d'ouverture, nous n'avons pas réussi à échantillonner le long de 

cette simulation une sortie naturelle de DQH. Néanmoins, ces résultats présentent un type de 

changement structural qui n'a pas été observé durant les simulations de dynamique 

moléculaire sans membrane explicite. Une simulation de plus longue durée pourrait permettre 

l'observation de la sortie du DHQ par les canaux 2e et S. En ce qui concerne les autres 

canaux, nous n'observons pas d'ouvertures de leur porte (conformation de la boucle F-G en 

faveur du canal 2e) qui pourrait permettre la sortie du DHQ du site actif. 

 La prise en compte des interactions avec la membrane s'avère donc nécessaire si nous 

voulons prédire de manière convenable le comportement dynamique de l'enzyme F3'H. L'effet 

allostérique induit par ces interactions implique l'ouverture des canaux 2e et S. Ainsi, nous 

avons considéré ces deux voies comme sorties principales du DHQ, et donc comme 

connexions possibles avec les autres enzymes dans le cadre de la formation d'un métabolon à 

trois enzymes. 

II) Premier modèle de métabolon 

 Avec une compréhension un peu plus avancée sur les interactions entre F3'H et la 

membrane, nous disposons maintenant de tous les éléments nécessaires pour proposer un 

premier modèle de notre métabolon impliquant les enzymes F3'H, DFR et LAR. En effet, 

nous avons construit tout d'abord un premier modèle d'un complexe DFR-LAR, qui a permis 

de mettre en lumière le phénomène de "substrate channeling", propriété principale et majeure 

des complexes multienzymatiques. D'autre part, nous avons également caractérisé les 

interactions F3'H/membrane et démontré que la prise en compte d'une membrane explicite est 

incontournable. 

 Afin de proposer un premier modèle de métabolon, nous avons mis en place des 

protocoles de docking protéine-protéine qui avaient été appliqués pour la construction des 

complexes bi-enzymatiques DFR-LAR. F3'H est considéré comme étant notre enzyme 

"récepteur" et la grille a été choisie afin de prendre en compte les facteurs stériques induits 

par la présence de l'interaction enzyme/membrane. Cette grille a été tronquée afin d'éviter 

l'échantillonnage d'une interaction mettant en jeu la partie de F3'H interagissant avec la 

couche bilipidique (cf Figure 77). 
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Figure 77 : Grille définie autour de F3'H pour les calculs de docking protéine-protéine du 

complexe DFR-LAR sur F3'H. La délimitation a été réalisée de sorte que la position de la 

membrane soit prise en compte. 

 Le complexe DFR-LAR S2 a été choisi comme protéine "ligand". Cette structure 

correspond au complexe sélectionné dans le chapitre 3, qui présentait la meilleure interaction 

protéine-protéine et pour lequel nous avons d'ailleurs observé le phénomène de "substrate 

channeling". Comme les simulations de dynamique moléculaire n'ont pas permis pour le 

moment de trouver un chemin préférentiel entre le canal 2e et S pour la sortie des molécules 

du site actif de F3'H, il a été décidé de proposer un modèle pour chaque cas. De même, 

aucune entrée préférentielle n'a été définie pour l'accès au site de DFR. Nous avons ainsi 

décidé de conserver les deux possibilités que sont la voie d'accès 1 et 2.  

 Au final, quatre modèles sont envisagés pour l'étude du complexe multienzymatique 

F3'H-DFR-LAR. Pour maximiser nos chances d'obtenir une structure satisfaisant tous nos 

critères, nous avons décidé de n'exclure aucune solution fournie par le protocole ATTRACT. 

Ainsi, les 10000 structures générées ont été compilées en 1500 clusters sur la base du RMSd 

(RMSd < 1 Å) de chacune d'elles. Devant le manque de données objectives, les 1500 clusters 

obtenus ont été conservés pour analyse. 

 Le nombre de contraintes structurales pour la sélection de structures pertinentes est ici 

plus élevé que dans le cas des complexes DFR-LAR. En plus du critère énergétique, deux 

critères structuraux doivent être considérés : 
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• De la même manière que précédemment, les cavités des enzymes F3'H et DFR 

doivent présenter une proximité spatiale. De manière générale, et après plusieurs 

tests, la limite maximale pour laquelle on observe une connexion entre les cavités est 

de 30 Å.  

• La structure du complexe doit être compatible avec la présence de la membrane. 

DFR et LAR ne possédant pas de partie transmembranaire d'après le serveur OPM, le 

complexe DFR-LAR ne doit pas interférer (ou alors le moins possible) avec la 

surface de la membrane. 

 Si les trois critères sont satisfaits, le modèle pourra alors être sélectionné. 

II.1) Modèle avec sortie par le canal S 

 Nous avons ici considéré une sortie par le canal S. Ainsi, le critère structural pour la 

sélection des modèles a été la distance entre un résidu définissant la porte du canal S (V205) 

et un résidu de la sortie 1 de DFR (F147). Toutes les structures présentant une distance 

inférieure à 30 Å sont conservées et analysées. La distance obtenue pour chaque pose est 

représentée sur la Figure 78. Les énergies d'interactions calculées varient ici de -32,16 à  

-16,35 RT. 

 

Figure 78 : Mesure de la distance entre la sortie 1 de DFR et la sortie du canal 2e de F3'H 

pour chaque cluster obtenu. La ligne rouge délimite le critère de sélection et d'analyse des 

modèles. 

 Parmi ces structures, les clusters 236, 324, 740 et 1028 sont très similaires (différence 

inférieure à 2 Å). Les autres clusters présentent soit une interaction d'une des deux enzymes 

avec la partie transmembranaire de F3'H, soit une non adéquation du complexe DFR-LAR 

avec notre modèle de membrane. Dans les deux cas, nous avons décidé d'exclure ces modèles. 
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Ainsi, nous avons choisi de conserver le modèle 236, qui satisfait le mieux les trois critères 

que nous nous sommes imposés : il s'agit de la meilleure pose sélectionnée en terme d'énergie 

(E=-19,93 RT), il présente à priori une bonne connexion entre les sites actifs, et peu 

d'interactions entre la membrane et les deux autres enzymes (DFR et LAR). La Figure 79 

présente le modèle. 

 

Figure 79 : Modèle du complexe F3'H-DFR-LAR obtenu par les calculs de docking 

protéine/protéine, dans le cas d'une sortie par le canal S. En violet est représentée la sortie 

du canal S de l'enzyme F3'H. En orange est représentée F3'H, en gris LAR et en marron-

vert, DFR. 

 Ce cluster présente une interface similaire à celle obtenue pour le complexe S2 de 

DFR-LAR. 53 résidus participent à l'interface protéine-protéine (27 de type hydrophobe et 26 

de type hydrophile). Nous pouvons noter que la majorité de l'interaction concerne les enzymes 

DFR et F3'H, même si une petite surface d'interaction existe entre F3'H et LAR (environ 10 % 

des résidus impliqués). Elle est majoritairement apolaire avec des interactions de type liaison 

hydrogène et deux ponts ioniques (D157 de F3'H-R909 de LAR et D199 de F3'H-N552 de 

DFR). La surface de l'interface protéine-protéine est de l'ordre de 1380 Å2. Ces résultats sont 

cohérents avec la définition d'une interface protéine-protéine transitoire telle que nous l'avons 

défini dans le chapitre 3. Les détails structuraux de l'interface sont répertoriés dans le Tableau 

7. 
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 Si maintenant nous considérons la voie d'accès 2 de DFR (distance entre V205 de 

F3'H et F147 de DFR), aucun cluster n'a pu être sélectionné. En effet, aucun des 1500 clusters 

ne satisfaisait les trois critères que nous avons défini précédemment. Ainsi, seul un modèle de 

métabolon avec une entrée dans le site actif de DFR par la voie d'accès 1 a pu être établi dans 

le cas d'une sortie de composé par le canal S de F3'H. 

II.2) Modèle avec sortie par canal 2e 

 Ici, le critère structural a été choisi avec un résidu qui définit la porte du canal 2e, c'est 

à dire la tyrosine 108. Les valeurs des énergies d'interactions entre les enzymes dans ce cas 

varient de -28,54 à -15,63 RT. Les valeurs de toutes les distances pour les différents clusters 

entre le canal 2e et la voie d'accès 1 de DFR sont représentées sur la Figure 80. 

 

Figure 80 : Valeurs des distances entre la sortie du canal 2e de F3'H et la voie d'accès 1 de 

DFR pour tous les clusters. La ligne rouge désigne la limite de sélection des modèles, à une 

distance de 30 Å. 

 Beaucoup de modèles peuvent, de la même manière que dans le cas du canal S, être 

écartés de la sélection à cause de la non comptabilité entre la position du complexe DFR-LAR 

et la membrane. Deux clusters peuvent cependant êtres considérés : le cluster 136 (similaire 

au 226, 235, 834 et 1023) et le modèle 176. Le critère énergétique étant meilleur pour la 

structure du cluster 136 (-19,62 RT contre -19,23 pour la structure 176), c'est ce modèle que 

nous avons conservé. Ce dernier est représenté sur la Figure 81. 
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Figure 81 : Modèle du complexe F3'H-DFR-LAR, avec une sortie des composés par le canal 

2e. En vert sont représentés les résidus définissant la porte du canal 2e. 

  L'interface de ce modèle est très similaire à celle obtenue dans le cas d'une sortie par le 

canal S : 47 résidus sont ainsi impliqués, avec une interface majoritairement hydrophobe (26 

résidus hydrophobes vs 21 résidus hydrophiles). Un pont ionique a été identifié, ainsi que 5 

liaisons hydrogène. La surface de l'interface est égale à 1314 Å2. Elle ne fait cependant pas 

intervenir l'enzyme LAR. Seules des interactions entre F3'H et DFR sont identifiées. Les 

détails structuraux sont présentés dans le Tableau 7. 

 Modèle avec canal S Modèle avec canal 2e 

Résidus impliqués 

(interface totale) 
50 47 

Nb liaisons H 4 3 

Résidus impliqués (cœur 

interface) 
27 22 

Fraction non polaire (%) 47 40 

SASA (Å2) 1370 1315 

Interaction ionique 2 1 

Tableau 7 : Détails structuraux de l'interface protéine-protéine pour les deux modèles de 

métabolon obtenus par les calculs de docking. 
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 De la même manière que pour le modèle avec le canal S, nous n'obtenons pas de 

modèles respectant toutes nos contraintes structurales si nous considérons une entrée de 

molécules par la voie d'accès 2 de DFR. Ainsi, le modèle présenté par la Figure 81 est celui 

que nous proposons pour la formation d'un métabolon avec une sortie par le canal 2e. 

II.3)  Simulation de dynamique moléculaire 

 Le système à 3 enzymes, avec le canal S comme voie d'accès principale, a été le 

premier à être choisi pour la réalisation de simulation de dynamique moléculaire. Comme 

précisé dans le chapitre 1, le placement de la membrane a été réalisé avec le logiciel Maestro 

de la suite Schrödinger[144]. Dans ce cas-ci, 521 lipides de type POPC ont été rajoutés pour 

former la membrane. Le complexe multienzymatique DFR-LAR-F3'H et la membrane ont été 

placés dans une boîte de solvant de dimensions 160x130x170 Å3, pour un total de 310 000 

atomes. 20 contre-ions ont été ajoutés pour assurer la neutralité du système (cf Figure 82) 

 

Figure 82 : Représentation du modèle de métabolon avec sortie par le canal S, ainsi que 

l'interaction avec la membrane. F3'H est représentée en orange, DFR en marron-vert et 

LAR en gris. 

 Ce système a été soumis à un protocole de simulation de dynamique moléculaire. Une 

première approche sur le comportement dynamique d'un tel édifice moléculaire peut être 

apportée. A ce jour, la simulation de dynamique moléculaire est toujours en cours. Sur les 100 

premières ns simulées, nous pouvons noter que les interactions hydrophobes et de type liaison 
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hydrogène, relevées dans les modèles générés par ATTRACT entre les différentes protéines, 

restent stables. Une légère réorganisation de l'interface est cependant observée, ainsi que la 

création de nouvelles interactions ioniques entre les enzymes. Nous pouvons citer l'interaction 

entre le résidu D238 de F3'H et le résidu N556 de DFR. En ce qui concerne l'interaction 

D157-R909, elle reste stable durant la simulation (distance moyenne de 3,3 Å). Enfin, une 

autre interaction ionique est créée (mais avec un temps d'existence plus faible durant la 

simulation, environ 15%) entre le résidu D189 de F3'H et N552 de DFR, tandis que 

l'interaction D199-N552 identifiée dans le modèle initial est perdue en contrepartie. 

III) Conclusion 

 Au delà de son rôle protecteur, la membrane cellulaire est impliquée dans de 

nombreux mécanismes biologiques de transformations/modifications de protéines. Elle 

permettrait également l'ancrage de certaines enzymes, permettant à d'autres de s'agréger 

menant ainsi à la formation de complexes multienzymatiques. Dans la biosynthèse des 

flavonoïdes, et plus particulièrement dans notre métabolon à 3 enzymes, l'enzyme F3'H est 

celle qui joue ce rôle. L'objectif du travail présenté était de prédire les interactions entre F3'H 

et la membrane cellulaire et de détecter les voies d'accès des molécules dans le site actif de 

F3'H. Nous avons par la suite raffiné ces résultats par simulation de dynamique moléculaire. 

 Les simulations de dynamique moléculaire du système F3'H/membrane valident les 

observations faites par le serveur OPM. Néanmoins, le nombre de résidus impliqués dans 

l'interaction augmente lors des simulations, et on observe notamment la formation 

d'interactions de type cation-π. Les trois résidus aromatiques (W35, W226 et F69) identifiés à 

l'interface sont tous engagés dans des interactions cation-π avec les groupements 

méthylcholines des lipides de la membrane. Par ailleurs, des ponts ioniques se forment 

également entre des résidus chargés et les groupements phosphates des lipides. La formation 

de ces interactions provoque des modifications structurales assez fortes (valeur de RMSD sur 

la structure de l'enzyme lors des simulations supérieures à 3,5 Å), et notamment l'ouverture 

des deux canaux 2e et S identifiés dans les simulations de type RAMD. Nous avons ainsi 

choisi de conserver ces deux canaux pour la prédiction des complexes multienzymatiques à 

trois enzymes. 

Les calculs de docking nous permettent d'obtenir deux modèles différents avec la sortie 1 de 

DFR et les deux sorties de F3'H que nous avons retenues. Chacun présente une interaction de 

surface majoritairement hydrophobe, similaire à une interface protéine-protéine transitoire, 
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mais impliquant également des interactions de type liaison hydrogène et ioniques. Ainsi, nous 

pouvons proposer deux modèles de métabolon F3'H-DFR-LAR selon le mode de sortie du 

DHQ de l'enzyme F3'H. La membrane peut être prise en compte dans les deux cas, car nous 

n'observons pas de gènes stériques associées à la présence de DFR et LAR avec la couche 

bilipidique. 

 Ces résultats prouvent que la présence de la membrane est nécessaire pour une 

description correcte du comportement dynamique de F3'H. Ainsi, l'analyse d'un complexe 

multienzymatique nécessite la prise en compte de la membrane si nous la voulons la plus 

correcte possible. Nous avons ainsi pu proposer un modèle de métabolon à trois enzymes en 

compilant toutes les informations obtenues lors de ce travail. Les simulations de dynamique 

moléculaire sur ce complexe à 3 enzymes ont donné de premiers résultats satisfaisants, mais  

doivent néanmoins être continuées pour affiner les observations. 
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 Les flavonoïdes sont des métabolites secondaires très répandus dans le milieu végétal. 

Leurs propriétés antioxydantes et antiradicalaires sont bénéfiques pour l'Homme et certains 

d'entre eux jouent un rôle important dans la pigmentation des plantes et fruits ainsi que dans la 

sensation d'astringence perçue lors de l'ingestion de certaines boissons. Leur voie de 

biosynthèse est complexe et fait intervenir un grand nombre d'enzymes dont les différentes 

réactions aboutissent à la formation d'une grande diversité chimique (quelques milliers de 

composés identifiés). De récentes études proposent que l'efficacité de la biosynthèse 

reposerait sur la formation de complexes multienzymatiques appelés métabolons. Leur 

existence a été montrée par des expériences de biologie moléculaire sur différentes voies de 

biosynthèse, différentes de celle des flavonoïdes. Cette superstructure se formerait à proximité 

de la membrane du réticulum endoplasmique grâce à la présence d'enzymes jouant le rôle 

d'ancre à la membrane. Ce type de complexe autoriserait une connexion entre les sites actifs 

des différentes enzymes, permettant de faciliter le transfert des métabolites d'une enzyme à 

l'autre. Entre deux étapes catalytiques, les métabolites ne seraient donc pas amenés à diffuser 

dans le milieu intracellulaire, évitant ainsi les pénalités de désolvatation et entraînant un gain 

de temps au niveau de la diffusion. Ce phénomène est appelé "substrate channeling".  

 Afin de comprendre et de décrire d'un point de vue moléculaire le comportement d'un 

tel édifice, nous devons étudier les quatre points principaux qui caractérisent un métabolon : i) 

les interactions protéine-protéine ii) la réactivité propre à chaque enzyme iii) l'interface 

protéine-membrane et iv) les interactions entre les enzymes et les métabolites. L'objectif de ce 

projet de thèse était de proposer le premier modèle d'un métabolon impliqué dans la 

biosynthèse des flavonoïdes. Au terme de ce travail, nous sommes en mesure de présenter une 

structure multienzymatique impliquant trois enzymes en interaction avec une membrane. Ces 

trois enzymes, intervenant dans la formation des proanthocyanidines, sont la flavonoïde-3'-

hydroxylase (F3'H), la dihydroflavonol-4-réductase (DFR) et la leucoanthocyanidine 

réductase (LAR). Ce choix est motivé par l'importance que revêt l'enzyme DFR : elle 

constitue en effet la dernière étape commune entre les proanthocyanidines et les anthocyanes, 

deux sous-familles des flavonoïdes. 

 L'étude théorique d'une telle structure ne peut passer que par l'utilisation de 

nombreuses méthodes de modélisation moléculaire. L'application d'une approche multi-

échelle, au delà du défi qu'elle relève, permet de traiter à tous les niveaux les différentes 
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propriétés de ces complexes. La préparation des systèmes a nécessité une utilisation de divers 

outils de bioinformatique structurale, notamment la reconstruction par homologie. Les 

méthodes hybrides de type QM/MM nous ont permis de déchiffrer la réactivité de l'enzyme 

DFR, qui est le point central de notre étude.  Concernant la prédiction de complexes protéine-

protéine, un protocole de docking (protocole ATTRACT) a été utilisé en résolution gros-

grain, pour permettre un échantillonnage rapide d'un grand nombre de structures possibles. 

Ces structures ont été ensuite raffinées par simulation de dynamique moléculaire en résolution 

atomique, nous permettant également de comprendre le comportement dynamique de tels 

complexes. 

 La première étape de notre étude fut de préparer les différents systèmes biologiques. 

Dans le cas de l'enzyme DFR, nous avons pris la structure cristallographique du complexe 

ternaire DFR-NADP+-DHQ représentée par le fichier PDB 2C29. Concernant LAR, une 

structure cristallographique d'un complexe ternaire existe également (fichier PDB 3I52). 

Cependant, certaines parties de la structure étaient manquantes et ont du être reconstruites par 

diverses méthodes de bioinformatique structurale. En ce qui concerne F3'H, sa structure 

tridimensionnelle est inconnue. Or, la plupart des cytochromes P450 ont pour caractéristique 

de posséder une bonne conservation de leur structure tertiaire. Ainsi, un protocole de 

reconstruction par homologie nous a permis d'obtenir un modèle représentant l'enzyme. 

 Les études menées par la suite sur ces structures théoriques ont montré la pertinence 

de nos choix. En effet, outre la stabilité des édifices reconstruits, LAR et F3'H notamment, 

nos simulations de dynamique moléculaire ont montré que la structure de F3'H est en parfait 

accord avec les études menées sur des enzymes similaires, qu'elles soient expérimentales ou 

théoriques. Il est également intéressant de constater que le protocole ATTRACT, destiné à la 

définition d'interaction protéine/protéine, nous a permis de proposer une structure complète, 

stable et cohérente de l'enzyme LAR. Seule la position de certains acides aminés dans la 

structure cristallographique était manquante. Les résultats obtenus lors de cette partie, 

relativement technique, nous a permis d'enclencher avec confiance la suite de l'étude. 

 Une des forces des méthodes de modélisation moléculaire est d'être en capacité de 

décrire les différentes étapes d'un mécanisme enzymatique. Ici nous nous sommes attachés à 

décrire la réaction associée à la catalyse par l'enzyme DFR. Lors de cette réaction, l'enzyme 

fait intervenir un cofacteur (NADPH). Celui-ci fournit l'hydrure permettant la réduction du 
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groupement carbonyle du substrat, alors que deux résidus, Y163 et K167, sont impliqués dans 

une cascade de transferts de protons, menant à la formation du groupement hydroxyle. Pour 

analyser ce mécanisme, des méthodes hybrides de type QM/MM-MD, couplées avec un 

protocole de type Umbrella Sampling ont été appliquées. Ainsi, les différents effets de 

l'environnement enzymatique sur la réaction ont été pris en compte. Une approche avec deux 

contraintes, représentant respectivement le transfert d'hydrure et le transfert de proton 

provenant de la tyrosine, a été réalisée pour modéliser correctement la réaction. Ce choix a été 

fait après une série de calculs tests qui nous ont montré que une seule contrainte sur le 

transfert d'hydrure  ne serait pas suffisante et surtout que les deux transferts de proton les plus 

éloignés du substrat n'étaient déclenchés qu'en fin de réaction. Les résultats montrent que, 

bien que la barrière d'énergie soit similaire pour deux substrats, DHQ et DHK, l'état de 

transition apparait comme plus tardif dans le cas du DHK. Une différence notable des 

énergies libres de réaction peut être mise en avant : -8 kcal/mol pour DHQ, 0 kcal/mol pour 

DHK. Expérimentalement, il a été observé que le taux de conversion par l'enzyme de DHQ 

était plus important que celui de DHK. Nos résultats sont en accord avec ces observations 

dans le cas du DHK car, d'un point de vue thermodynamique, le substrat et le produit existent 

avec la même probabilité. Dans le cas du DHQ, la formation du produit est par contre 

clairement favorisée.  

 Toutes les études menées sur ce mécanisme ont montré que notre choix de deux 

contraintes pour représenter une coordonnée de réaction nécessairement plus complexe, 

impliquant notamment des angles de pyramidalisation, était valide. Ainsi, un des résultats le 

plus intéressant a été de montrer que ce mécanisme ne pouvait être considéré ni comme 

concerté, ni comme par étape, car il existait un certain découplage entre les transferts 

d'hydrure et de protons. 

 Un état pré-réactif, appelé NAC (Near-Attack Conformer), a été identifié le long du 

profil réactionnel. Ce type d'état correspond généralement à des structures des réactifs plus 

proches de la structure de l'état de transition, mais n'ayant pas commencé à réagir. Ici, il s'agit 

plus particulièrement de l'échantillonnage d'une structure s'éloignant de celle des réactifs dans 

la direction de l'état de transition sans qu'il y ait de début de transferts d'atomes. Ces structures 

ont été échantillonnées lors de simulations de dynamique moléculaire QM/MM sans 

contrainte, validant ainsi le choix de la représentation de la coordonnée de réaction de 
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réduction du substrat. En favorisant la formation de ces états, on peut considérer que l'enzyme 

DFR diminue l'énergie d'activation de la réaction. Ces calculs ont mis en évidence une 

réorganisation du complexe enzyme-cofacteur-ligand, de sorte que les réactifs soient dans une 

conformation facilitant la réaction. 

 Cette analyse est totalement compatible avec les temps classiquement associés aux 

différents phénomènes liés à une transformation enzymatique. En effet, outre les phénomènes 

de diffusion, de l'ordre de quelques nanosecondes à quelques microsecondes, qui permettent 

l'arrivée du substrat dans la cavité, il est considéré que le placement adéquat enzyme/substrat, 

qui prend quelques nanosecondes, déclenche la réaction enzymatique, qui est de l'ordre de 

quelques picosecondes. L'existence de structures de type NAC est pleinement en accord avec 

cette vision. 

 Ce modèle simplifié ne prend pas en compte les possibles effets allostériques induits 

par la formation d'interactions de type protéine-protéine présentes dans un métabolon. Ces 

complexes peuvent moduler la réactivité intrinsèque de chaque enzyme. Ces résultats 

pourront être raffinés lors d'une étude de réactivé de DFR prenant en compte les enzymes 

partenaires.  

 Une fois le produit de DFR, la leucocyanidine (LCC), formé, la seconde étape fut 

d'étudier son transfert vers la seconde enzyme. Pour cela, nous avons dû prédire des structures 

de complexes protéine-protéine présentant une connexion entre sites actifs pour autoriser le 

phénomène de "substrate channeling". Dans un premier temps, il a donc été nécessaire de 

déterminer les différentes voies d'accès des molécules au sein des sites actifs de DFR et de 

LAR. Pour ce faire, des simulations de type brute force et de type RAMD ont été appliquées 

sur les systèmes tertiaires enzyme-cofacteur-substrat. Trois voies d'accès différentes ont ainsi 

été mises en évidence pour l'enzyme DFR, et seulement une pour l'enzyme LAR. A noter que 

ces mêmes protocoles ont été mis en place pour l'enzyme F3'H et sont en complète adéquation 

avec des études précédemment réalisées, basées sur des simulations de type SMD. 

 Bien que ces protocoles, qu'ils soient hors équilibre ou non, ne nous aient pas permis 

dans un premier temps d'établir un profil énergétique lié à l'entrée ou à la sortie des 

substrats/produits, les conclusions de ces analyses sont très claires et permettent une recherche 

ciblée des interactions entre protéines. Une fois ces voies identifiées, nous avons utilisé le 
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protocole ATTRACT pour la réalisation des calculs de docking protéine-protéine. Deux 

critères ont été considérés pour le choix des structures : l'énergie d'interaction protéine-

protéine et la distance entre les résidus à l'entrée des deux sites actifs.  En s'appuyant sur ces 

deux critères, énergétique et/ou structural, deux modèles ont été sélectionnés parmi les 

100000 structures générées par le protocole. Ils présentent des propriétés structurales à 

l'interface protéine-protéine proche de ce que l'on retrouve classiquement pour les complexes 

protéine-protéine transitoires. 

 Toutefois, la définition de complexes protéine/protéine en interaction n'est pas gage de 

stabilité des édifices. Il est donc nécessaire d'appliquer des protocoles de dynamique 

moléculaire sur ces modèles (avec au sein de DFR, les produits de la réaction), qui 

permettront d'estimer les réorganisations au niveau des zones d'interaction et la stabilité au 

cours du temps de ces complexes. Il apparaît que nos deux complexes sont susceptibles de se 

dissocier. Mais la répétition de ces simulations a également montré que ces interactions 

peuvent perdurer suffisamment longtemps pour que les produits puissent diffuser hors de la 

cavité. Ces simulations sont en cohérence avec l'existence transitoire de ce type de complexe 

enzymatique mais aussi et surtout avec le fait qu'ils puissent être un excellent point de départ 

pour étudier les phénomènes de "substrate channeling".  

 Ainsi, même si nous avons pu échantillonner la libération de produits vers la phase 

solvant, nous avons surtout observé une diffusion d'un produit depuis le site actif de DFR vers 

celui de LAR. Le long de ce chemin, nous avons calculé l'énergie d'interaction du produit de 

DFR, LCC, avec le complexe multienzymatique. Trois phases ont été identifiées lors de ce 

transfert : i) sortie de la cavité de DFR et migration vers l'interface DFR/LAR ii) exploration 

de la surface de LAR iii) entrée dans la cavité de LAR. La différence d'énergie d'interaction 

entre l'état initial et l'état final est de -14 kcal/mol et est en faveur d'un transfert vers l'enzyme 

LAR. La mesure du nombre de molécules d'eau le long du transfert montre que la 

leucocyanidine n'est jamais entièrement solvatée, ce qui constitue le cœur du phénomène de 

"substrate channeling". La diminution des pénalités de désolvatation facilite le transfert du 

substrat d'une enzyme à l'autre sur un temps plus court. 

  Il est évident que le phénomène de diffusion, qui est un phénomène naturel, est 

associé à un chemin qui évite les barrières de transition et suit les vallées énergétiques. Ici, 

l'existence de phases correspondant à une perte d'interaction (complexe 
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enzymatique/substrat), associés à une montée en énergie, ne concerne pas l'ensemble du 

système, mais uniquement l'interaction entre deux entités. Cette interaction est spatialement 

limitée, du fait de la taille relative de LCC par rapport à celle du complexe multienzymatique. 

Cela nous amène donc à penser que les mouvements de chaque enzyme, la réorganisation de 

l'interaction protéine/protéine, mais aussi la dynamique des molécules de solvant jouent un 

rôle dans ce transfert du LCC. Nous avons confiance en ce modèle que nous proposons car il 

découle de simulations effectuées sans contraintes, laissant la possibilité à la molécule de 

"trouver" son chemin. Les résultats des analyses effectuées le long du chemin (nombre de 

molécules d'eau solvatant LCC, énergie d'interaction) sont totalement compatibles avec les 

hypothèses liées à un phénomène de "substrate channeling". 

 L'addition d'une troisième enzyme, ici F3'H, et de l'interaction de l'édifice complet 

avec la membrane, nous permet, dans une dernière partie, d'anticiper ce que peut être un 

métabolon. Dans le cas de la biosynthèse des flavonoïdes, et plus particulièrement de la 

participation de l'enzyme F3'H, il s'avère nécessaire de considérer explicitement un modèle de 

membrane cellulaire. Ce point est extrêmement intéressant car il peut être lié à une 

augmentation de la statistique de rencontre des enzymes et surtout à la stabilisation du 

complexe tri-enzymatique. En effet, l'enzyme F3'H possède une partie de sa séquence 

structurée en hélice, prédite comme étant transmembranaire. Cette protéine pourrait alors 

jouer le rôle d'ancre à la membrane et cette immobilisation pourrait permettre une 

augmentation de la probabilité de rencontre avec DFR notamment. Une fois le complexe 

enzymatique formé, l'interaction de DFR avec la membrane pourrait alors stabiliser le 

complexe dans son entier. Ici, est présenté un premier modèle de métabolon et si le dernier 

point a pu être évoqué partiellement, le premier point concernant la statistique n'a pas encore 

été étudié. 

 L'ancrage à la membrane de F3'H est assurée par sa partie N-terminale. Le serveur 

OPM a permis d'identifier une interaction de surface, mettant en jeu des résidus classiquement 

trouvés dans ce type d'interaction. Le fait le plus important est la création d'interactions 

cation-π, entre les têtes polaires des lipides (groupement méthylcholines) de la membrane 

avec les résidus aromatiques présents à l'interface  de type tryptophane ou phénylalanine. Ces 

interactions sont connues pour jouer un rôle important dans la structuration des interactions de 

surface entre membrane et protéine. Ces interactions de surface avec la membrane provoquent 
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des effets allostériques sur la structure de F3'H. L'ouverture de deux canaux permettant l'accès 

au site actif, qui avaient été échantillonnés par les simulations de type RAMD, est observée. 

Même si nous n'avons pas réussi à observer une sortie du produit de la réaction, ces canaux 

peuvent être considérés comme les deux voies d'accès principales pour F3'H, car nous 

n'observons aucune autre ouverture. Ainsi, ces deux voies ont été considérées pour la 

définition des complexes à 3 corps F3'H-DFR-LAR. Des calculs de docking protéine-

protéine, avec le protocole ATTRACT, ont été réalisés pour proposer un premier modèle de 

métabolon impliquant les trois enzymes. Les contraintes structurales sont plus nombreuses 

que précédemment car la position du complexe doit être compatible avec la présence de la 

bicouche lipidique. Ainsi, les calculs nous ont permis d'extraire deux modèles de métabolon, 

un pour chaque canal considéré de F3'H. L'interface de l'interaction F3'H-DFR correspond à 

une interface de type complexe transitoire. Les simulations de dynamique moléculaire ont été 

lancées sur ce type de structure et sont en cours de réalisation. Dans l'attente d'une analyse 

plus poussée, nous pouvons mettre en avant la cohérence des modèles proposés avec 

l'hypothèse d'un métabolon : ancrage à la membrane, complexe transitoire, "substrate 

channeling"... 

 Au terme de ce travail, nous avons été en mesure de proposer un premier modèle de 

métabolon, impliquant 3 enzymes et une membrane. Ce travail a été réalisé en analysant 

plusieurs de ses fonctions indépendamment : catalyse enzymatique, définition d'enzymes en 

interaction, caractérisation de voie de diffusion entre sites actifs... Ces résultats ouvrent la 

porte à de nombreuses études complémentaires. Par exemple, il a été montré 

expérimentalement que l'association de deux enzymes menait à une meilleure efficacité du 

processus catalytique global alors que chacune des deux étapes est moins efficace. Cette 

conclusion permet d'imaginer i) que l'étude plus précise des réactions enzymatiques lors de 

l'interaction entre protéines pourrait mener à des chemins réactionnels modifiés, ii) que les 

phénomènes de diffusion des substrats dans le milieu intracellulaire seraient le point limitant 

de ces transformations en cascade. Ainsi, de nouveaux calculs devront être effectués pour 

corroborer ou infirmer ces hypothèses, en complément de nouvelles expériences. Des 

phénomènes de compétition entre enzymes peuvent également être imaginés. En effet, dans 

notre cas, nous avons choisi de modéliser une des voies passant par LAR après que le substrat 

ait réagit avec F3'H et DFR, menant à la formation des proanthocyanidines. A la sortie de 

DFR, il est envisageable que le produit de la transformation enzymatique soit transféré vers 
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ANS (Anthocyanidine Synthase), qui orienterait la biosynthèse totale vers la production 

d'anthocyanes. Il serait alors possible, moyennant une solution bien établie de calcul d'énergie 

d'interaction protéine/protéine, de comparer les deux voies en terme de stabilité des 

complexes et de diffusion des substrats entre enzymes. Au final, ce travail tend à montrer que 

si des études sur des enzymes isolées restent incontournables, il sera bientôt nécessaire de 

considérer des complexes multienzymatiques pour déchiffrer les voies métaboliques définies 

dans les plantes. 
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 Les transformations catalysées par des enzymes couvrent un très large spectre de 

réactions chimiques. La force de ces entités biologiques provient également du fait que leur 

organisation spatiale peut permettre l’intervention d’un troisième composé, généralement un 

cofacteur, afin de mener à bien la réaction. Co-facteur et substrat doivent donc avoir une 

certaine affinité pour le site actif de l’enzyme par la création de nombreuses interactions. 

Celles-ci peuvent mettre en jeu des atomes qui ne sont pas directement impliqués dans la 

réaction, on parlera alors de site de reconnaissance. D’autres, au contraire, auront un rôle actif 

dans la réaction. Ils doivent alors être idéalement placés afin que la molécule soit stabilisée 

dans sa configuration réactive et seront également « activés » afin que le rôle de catalyseur de 

l’enzyme devienne effectif. On peut alors parler de site d’activation ou plus généralement de 

site actif. 

 L'identification de ces résidus peut être réalisée en inspectant la structure 

cristallographique d'un complexe enzyme/substrat, si celle-ci est connue. Des expériences de 

biologie moléculaire, telles que la mutagénèse dirigée, permettent de mettre en avant le rôle 

d’un acide aminé en particulier. Si la séquence génomique codant la protéine est connue, sa 

modification permet de modifier la séquence primaire de l'enzyme, et ainsi de remplacer un 

acide aminé d'une position précise par un autre. Bien entendu, effectuer la mutation de tous 

les acides aminés serait trop long et trop coûteux, le choix rationnel d’acides aminés à muter 

peut se faire à l’aide d’une structure tridimensionnelle de l’enzyme. Ainsi, si après mutation il 

est observé une diminution de l'activité enzymatique, nous pouvons en déduire que le résidu 

muté doit jouer un rôle dans la reconnaissance du substrat par l'enzyme. La mutation peut 

aussi induire d'autres effets, comme par exemple une modification de la sélectivité de 

l'enzyme par rapport à différents substrats. Malgré tout, modifier le type d’un acide aminé 

peut également jouer un rôle sur le positionnement des acides aminés voisins ou, plus 

rarement, modifier la structure globale de la molécule. La méthode de choix serait donc de 

muter les acides aminés d'intérêts et de construire une nouvelle structure tridimensionnelle. 

Ceci est rarement effectué du fait des coûts, temporels et financiers, de telles études. 

 Cependant, la stabilisation d'un composé au sein de la cavité ne signifie pas 

systématiquement que cette molécule réagira avec l'enzyme. Certains composés s'associent 

avec l'enzyme et induisent une perte de fonctionnalité de celle-ci. Ces molécules sont appelées 
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inhibiteurs. Lorsqu'un composé interagit avec l'enzyme et engendre une modification de la 

structure de celle-ci pour la rendre inopérante, on parle al

 Dans le cas de DFR, la réaction fait intervenir un substrat et un cofacteur. Ce dernier 

fournit l'hydrure qui va permettre la réduction du groupement carbonyle du DHQ. L'enzyme, 

quant à elle, va permettre la protonation de l'alcoolate pour ainsi former le produit

réaction. Le cofacteur NADPH s'oxyde durant la réaction pour former le NADP+. La 

83 montre l'équation bilan de la réaction enzymatique.

Figure 83 : Equation bilan de la réac

En italique est précisée la nomenclature officielle des flavonoïdes.

  Dans le cas de DFR, l'étude de Trabelsi 

peut inhiber l'enzyme et réguler son activité

substrat occuperait le site de reconnaissance du cofacteur, inhibant ainsi 

l’enzyme. Selon leur étude, les auteurs ont ainsi proposé plusieurs modèles cinétiques pouvant 

expliquer ce phénomène d'inhibition à haute concentration de substrat. Nous avons tenté 

d’apporter des éléments de réponse à cett

résultats concernant ce phénomène.

I) Les différents modèles d'inhibition possibles

 L'article de Trabelsi et al.

d'inhibition de l'enzyme DFR par excès de DHQ. Cett

vitesse de conversion de DHQ à différentes concentrations de substrat, de cofacteur ou 

d'enzymes, propose 7 modèles différents. Parmi ceux la, nous mettons en avant 2 modèles 

préférentiels : les modèles 1 et 2.

� Modèle 1 : Inhibition provenant soit de la formation d'un complexe DFR

par la création d'un complexe ternaire abortif DFR
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cas de DFR, la réaction fait intervenir un substrat et un cofacteur. Ce dernier 

fournit l'hydrure qui va permettre la réduction du groupement carbonyle du DHQ. L'enzyme, 

quant à elle, va permettre la protonation de l'alcoolate pour ainsi former le produit

réaction. Le cofacteur NADPH s'oxyde durant la réaction pour former le NADP+. La 

montre l'équation bilan de la réaction enzymatique. 

: Equation bilan de la réaction enzymatique se déroulant au sein de l'enzyme DFR.

En italique est précisée la nomenclature officielle des flavonoïdes.

Dans le cas de DFR, l'étude de Trabelsi et al. montre qu'un excès de substrat (DHQ) 

peut inhiber l'enzyme et réguler son activité[71].  Ici, l’hypothèse mise en avant serait que le 

substrat occuperait le site de reconnaissance du cofacteur, inhibant ainsi 

l’enzyme. Selon leur étude, les auteurs ont ainsi proposé plusieurs modèles cinétiques pouvant 

expliquer ce phénomène d'inhibition à haute concentration de substrat. Nous avons tenté 

d’apporter des éléments de réponse à cette hypothèse et dans ce chapitre seront présentés nos 

résultats concernant ce phénomène. 

Les différents modèles d'inhibition possibles 

et al. présente différents modèles pouvant expliquer le phénomène 

d'inhibition de l'enzyme DFR par excès de DHQ. Cette étude, basée sur la mesure de la 

vitesse de conversion de DHQ à différentes concentrations de substrat, de cofacteur ou 

d'enzymes, propose 7 modèles différents. Parmi ceux la, nous mettons en avant 2 modèles 

préférentiels : les modèles 1 et 2. 

Inhibition provenant soit de la formation d'un complexe DFR

par la création d'un complexe ternaire abortif DFR-NADP+-DHQ. Dans le premier 
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cas, le cofacteur ne peut plus être reconnu dans la cavité soit par gêne de son entrée 

par le substrat, soit par modulation allostérique induite par ce complexe. Dans le 

second, on peut imaginer qu’une fois la réaction effectuée, le cofacteur oxydé, 

NADP+, reste en interaction avec l’enzyme alors que le produit de la réaction, la 

leucocyanidine (LCC) est sortie du site actif. Alors, si les conditions du milieu 

consistent en un excès de substrat (DHQ), une molécule de DHQ pourrait interagir 

avec le complexe DFR-NADP+, avant la régénération de celui-ci, et ainsi former un 

complexe ternaire abortif.  

� Modèle 2 : Inhibition par la formation d'un complexe ternaire DFR-DHQ-NADPH 

abortif ou le complexe DFR-NADP+-DHQ. Dans le premier cas, le DHQ entrerait en 

premier dans la cavité, suivi du NADPH. Le placement des partenaires biologiques ne 

correspond pas à celui nécessaire à la faisabilité de la réaction, entraînant une non 

production de l'enzyme. Le deuxième cas est similaire à celui du modèle 1. 

 L'article conclut que le mécanisme par inhibition impliquant la formation d'un 

complexe DFR-DHQ est l'hypothèse la plus probable. Ce type d'inhibition compétitive a déjà 

été relevée précédemment, mais reste un cas à part et peu étudié[184-186]. Cette régulation de 

l'activité de l'enzyme en cas d'excès de DHQ permettrait de ne pas accumuler en trop grande 

quantité la leucocyanidine dans le milieu intracellulaire. En effet, la présence de cette 

molécule instable et en grande concentration pourrait entraîner des effets néfastes sur la 

cellule. 

 Le complexe DFR-NADP+-DHQ est abortif. Cette structure a été cristallisée et est 

représentée par la structure PDB 2C29. Sa formation est donc possible et mène à un ensemble 

thermodynamiquement stable, qui expliquerait cette inhibition. Ceci dit, l'étude tend à montrer 

que la formation d'un complexe DFR-DHQ, en cas d'excès de substrat, était plus en accord 

avec les résultats cinétiques. 

 Notre travail s'est donc focalisé sur le modèle impliquant la formation d'un complexe 

binaire abortif DFR-DHQ. Nous avons réalisé des simulations de dynamique moléculaire sur 

différentes structures de ce complexe, générées initialement par calculs de docking, pour 

prédire leurs propriétés dynamiques. Dans un second temps, pour estimer l'interaction entre le 

substrat et l'enzyme, des protocoles de type MM-GBSA ont été appliqués sur les différents 

systèmes. 
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II) Etude de l'association DFR

II.1) Protocole de simulation

 Le protocole de dynamique moléculaire util

pages 91. Afin de vérifier la pos

simulations, sans cofacteur et avec 5 DHQ autour de l'enzyme ont été réalisées. Les temps de 

simulation sont compris entre 100 et 350 ns. Une contrainte entre le centre de masse de 

chaque ligand et le centre de masse de la protéine a été appliqué

molécules d'être à une distance 

d'une possible entrée de DHQ dans le site de DFR.

II.2) Résultats 

 Les différentes simulations montrent l'entr

d'accès 2, mais aucunement du côté de la 

NADPH au sein de la cavité induit la création d'interactions de type hydrophobe entre P204 et 

M88 (cf Figure 84), qui va provoquer la fermeture de cet accès (distance entre l'atome de 

soufre du résidu méthionine et l'atome de carbone CE1 du cycle pyridine du résidu proline 

égale à 4,23 Å). Cette interaction hydrophobe jouerait ains

l'entrée de substrats de ce coté de la cavité en l'absence de NADPH. Lorsque celui

présent dans la cavité, il interagit avec la proline et la méthionine, ce qui permet une ouverture 

permanente de la cavité (distan

Figure 84 : Identification de la "porte" de la voie d'accès

simulation, on observe que la porte est ouverte. A droite, nous voyons au cours du temps la 

création de cette interac
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Etude de l'association DFR-DHQ 

de simulation 

Le protocole de dynamique moléculaire utilisé est présenté dans la méthodologie, 

. Afin de vérifier la possibilité d'une entrée de DHQ dans l'apoenzyme, des 

simulations, sans cofacteur et avec 5 DHQ autour de l'enzyme ont été réalisées. Les temps de 

simulation sont compris entre 100 et 350 ns. Une contrainte entre le centre de masse de 

re de masse de la protéine a été appliquée pour 

être à une distance supérieure à 35 Å, ceci afin d'augmenter l'échantillonnage 

d'une possible entrée de DHQ dans le site de DFR. 

Les différentes simulations montrent l'entrée du substrat dans la cavité par la voie 

d'accès 2, mais aucunement du côté de la voie d'accès 1(cf Chapitre 3). En effet, l'absence de 

NADPH au sein de la cavité induit la création d'interactions de type hydrophobe entre P204 et 

), qui va provoquer la fermeture de cet accès (distance entre l'atome de 

soufre du résidu méthionine et l'atome de carbone CE1 du cycle pyridine du résidu proline 

égale à 4,23 Å). Cette interaction hydrophobe jouerait ainsi le rôle de "porte" et empêcherait 

l'entrée de substrats de ce coté de la cavité en l'absence de NADPH. Lorsque celui

présent dans la cavité, il interagit avec la proline et la méthionine, ce qui permet une ouverture 

permanente de la cavité (distance supérieure à 8 Å).  

: Identification de la "porte" de la voie d'accès 1. A gauche, au début de la 

simulation, on observe que la porte est ouverte. A droite, nous voyons au cours du temps la 

création de cette interaction hydrophobe provoquant la fermeture de la cavité.
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 Ces simulations montrent que le DHQ peut accéder au site actif même en absence de 

NADPH. Ainsi la formation d'un complexe binaire de type DFR-DHQ peut être envisagée.  

III) Calculs de docking sur l'enzyme seule 

III.1) Protocole de simulation 

  Les simulations de dynamique moléculaire suggèrent que la formation d'un complexe 

DFR-DHQ est possible. Les calculs de DM brute force nécessitent des moyens de calculs 

conséquents. Nous avons choisi d'échantillonner différentes conformations du complexe 

DFR-DHQ à l'aide de calculs de docking. Ceux-ci seront raffinés par la suite par de courtes 

simulations de DM. Ainsi, une campagne de docking a été réalisée afin de déterminer les 

différentes positions que peut prendre le DHQ dans l'enzyme vide. Ils ont été réalisés à l’aide 

du logiciel Autodock Vina. La grille définie pour les calculs est de dimension 26x26x28, 

permettant ainsi d'englober tout le site actif de DFR. Après quelques tests, le paramètre 

"Exhaustiveness" a été réglé sur une valeur de 12.  

III.2) Résultats 

 De ces calculs se dégagent trois structures de complexes enzymes-substrats. Les trois 

clusters regroupent au total 20 positions différentes :  

� Un ensemble de positions regroupées autour de la pose cristallographique du 

complexe ternaire. En absence de cofacteur, différentes orientations du substrat sont 

mises en avant. Il correspond au site B sur la Figure 85. 

� Un ensemble localisé sur le site de liaison du cofacteur, correspondant à la position A. 

� Un troisième groupe de position au niveau de la voie d'accès 2 du site actif (Voir 

chapitre 3), associé au site C. 

 Ces trois clusters sont représentés sur la Figure 85. Deux positions pour le groupe 

associé à la position cristallographique sont représentées. 
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Figure 85 : Coupe transversale de l'enzyme montrant 

de docking. Les sites A, B et C représentent respectivement le site du cof

cristallographique du DHQ dans le complexe ternaire et la pose associée à l'entrée de la 

cavité par la voie d'accès 2

 La formation d'un complexe abortif DFR

fixation du NADPH, est un élément de réponse au phénomène d'inhibition de l'enzyme. Par 

ailleurs, nous échantillonnons plusieurs positions autour de la position cristallographique 

comme le montre la Figure 

permet la réactivité.  

 Pour le premier cluster, représenté par les images a) et b) de la 

impliqués dans l'interaction a

complexe ternaire. On retrouve des liaisons hydrogènes fortes avec les résidus de 

reconnaissance (N133 et Q227) ainsi qu'un des résidus de la triade catalytique, S128. Les 

résidus A129, M88, L192, V193 et V194 sont impliqués dans des interaction

hydrophobe avec les cycles C et B de la dihydroquercétine.

 Dans le cas du second cluster, représenté par l'image c), le DHQ est situé dans le site 

de liaison du NADPH. Les résidus 
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Les sites A, B et C représentent respectivement le site du cofacteur, la position 

cristallographique du DHQ dans le complexe ternaire et la pose associée à l'entrée de la 

cavité par la voie d'accès 2. Pour le site B, deux positions sont représentées.

La formation d'un complexe abortif DFR-DHQ, ce dernier tant situé 

fixation du NADPH, est un élément de réponse au phénomène d'inhibition de l'enzyme. Par 

ailleurs, nous échantillonnons plusieurs positions autour de la position cristallographique 

Figure 85. Certaines révèlent une orientation différente de celle qui 

Pour le premier cluster, représenté par les images a) et b) de la Figure 

impliqués dans l'interaction avec le substrat sont pratiquement tous les mêmes que dans le 

complexe ternaire. On retrouve des liaisons hydrogènes fortes avec les résidus de 

reconnaissance (N133 et Q227) ainsi qu'un des résidus de la triade catalytique, S128. Les 

, V193 et V194 sont impliqués dans des interaction

hydrophobe avec les cycles C et B de la dihydroquercétine. 

Dans le cas du second cluster, représenté par l'image c), le DHQ est situé dans le site 

de liaison du NADPH. Les résidus G15, A85, M88, T86, P190, et K167 intera
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ainsi les 3 clusters obtenus par calcul 

acteur, la position 

cristallographique du DHQ dans le complexe ternaire et la pose associée à l'entrée de la 

Pour le site B, deux positions sont représentées. 

DHQ, ce dernier tant situé dans le site du 

fixation du NADPH, est un élément de réponse au phénomène d'inhibition de l'enzyme. Par 

ailleurs, nous échantillonnons plusieurs positions autour de la position cristallographique 

. Certaines révèlent une orientation différente de celle qui 

Figure 85, les résidus 

vec le substrat sont pratiquement tous les mêmes que dans le 

complexe ternaire. On retrouve des liaisons hydrogènes fortes avec les résidus de 

reconnaissance (N133 et Q227) ainsi qu'un des résidus de la triade catalytique, S128. Les 

, V193 et V194 sont impliqués dans des interactions de type 

Dans le cas du second cluster, représenté par l'image c), le DHQ est situé dans le site 

T86, P190, et K167 interagissent de 
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manière hydrophobe avec le su

hydrogène sont créées avec les résidus S127, I17 et S14.

 Enfin, un troisième cluster a été identifié à l'interface entre la phase solva

l'enzyme, au niveau de la voie d'accès 2. Ce site peut être assimilé à une position transitoire 

lors de l'entrée de la molécule dans la cavité vide. Le substrat interagit avec 

L192, I222, R224 et Q225 avec des interactions de type Van der

, N133, I222, R224 et Q225 forment de faibles interactions hydrophiles. Le détail des résidus 

impliqués dans les trois clusters sont représentés sur la 

Figure 86 : Détails des interactions dans le cas des trois clusters identifiés durant les calculs 

de docking. a) et b) montrent les deux meilleures poses du cluster de la pose 

cristallographique, de la même manière que la 

cluster associé au site de liaison du cofacteur et d) présente la pose associée à la sortie 2

 Une analyse des propriétés physico

que le site A présente un caractère amphiphile (autant hydrophile qu'hydrophobe), tandis que 

les deux autre sites ont un caractère plutôt hydrophobe (ratio hydrophobe/hydrophile respectif 

des sites B et C : 60/40 et 61,5/38,5). Ces observations apportent des éléments de

quant au site préférentiel d'interaction avec le DHQ. En effet, les flavonoïdes présentent des 

aspects autant hydrophobes (caractère aromatique) qu'hydrophiles (liaisons hydrogène avec 

'inhibition de DFR par excès de substrat 

avec le substrat (notamment le cycle C), tandis que des liaisons 

hydrogène sont créées avec les résidus S127, I17 et S14. 

Enfin, un troisième cluster a été identifié à l'interface entre la phase solva

l'enzyme, au niveau de la voie d'accès 2. Ce site peut être assimilé à une position transitoire 

lors de l'entrée de la molécule dans la cavité vide. Le substrat interagit avec 

avec des interactions de type Van der Waals, tandis que les résidus 

forment de faibles interactions hydrophiles. Le détail des résidus 

impliqués dans les trois clusters sont représentés sur la Figure 86. 

: Détails des interactions dans le cas des trois clusters identifiés durant les calculs 

a) et b) montrent les deux meilleures poses du cluster de la pose 

cristallographique, de la même manière que la Figure 85, c) représente la meilleure pose du 

cluster associé au site de liaison du cofacteur et d) présente la pose associée à la sortie 2

Une analyse des propriétés physico-chimique des différents sites de la cavité montre 

présente un caractère amphiphile (autant hydrophile qu'hydrophobe), tandis que 

les deux autre sites ont un caractère plutôt hydrophobe (ratio hydrophobe/hydrophile respectif 

B et C : 60/40 et 61,5/38,5). Ces observations apportent des éléments de

quant au site préférentiel d'interaction avec le DHQ. En effet, les flavonoïdes présentent des 

aspects autant hydrophobes (caractère aromatique) qu'hydrophiles (liaisons hydrogène avec 

(notamment le cycle C), tandis que des liaisons 

Enfin, un troisième cluster a été identifié à l'interface entre la phase solvant et 

l'enzyme, au niveau de la voie d'accès 2. Ce site peut être assimilé à une position transitoire 

lors de l'entrée de la molécule dans la cavité vide. Le substrat interagit avec A129, I134, 

Waals, tandis que les résidus 

forment de faibles interactions hydrophiles. Le détail des résidus 

 

: Détails des interactions dans le cas des trois clusters identifiés durant les calculs 

a) et b) montrent les deux meilleures poses du cluster de la pose 

c) représente la meilleure pose du 

cluster associé au site de liaison du cofacteur et d) présente la pose associée à la sortie 2. 

chimique des différents sites de la cavité montre 

présente un caractère amphiphile (autant hydrophile qu'hydrophobe), tandis que 

les deux autre sites ont un caractère plutôt hydrophobe (ratio hydrophobe/hydrophile respectif 

B et C : 60/40 et 61,5/38,5). Ces observations apportent des éléments de réponses 

quant au site préférentiel d'interaction avec le DHQ. En effet, les flavonoïdes présentent des 

aspects autant hydrophobes (caractère aromatique) qu'hydrophiles (liaisons hydrogène avec 
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groupements hydroxyles), mais sont solubles dans de nombreux 

(qui permettent par ailleurs leur extraction)

préférentielle avec le site présentant le plus de caractère hydrophile. Un calcul local du 

potentiel électrostatique montre que le site du NADPH présente également des propriétés 

électrostatiques plus prononcées que les autres sites, ce qui appuie n

observation sur la préférence du DHQ pour la liaison avec le site A. L'évolution de ce 

potentiel est représentée sur la 

Figure 87 : Evolution du potentiel élect

représenté le sens de la coordonnée de réaction. A droite est montrée l'évolution du potentiel 

électrostatique en fonction de la position du substrat dans la cavité. L'origine a été choisie à 

la position cristallographique de DHQ dans le complexe ternaire enzyme

 Pour raffiner l'interaction ligand

calculs de docking, chaque cluster a été soumis à des simulations de 

Dans le cas du cluster représentant la position cristallographique, nous avons décidé 

d'améliorer l'échantillonnage en prenant un grand nombre d'orientation du substrat dans cette 

position. Ainsi, 8 conformations (3 obtenues par les 

manuellement avec le logiciel 

obtenues selon une approche "head

(représentés en c et d dans les Figures 1

énergies d'interaction obtenues par protocoles de docking ont été conservées. Au total 14 

systèmes différents ont été soumis à des simulations de DM.
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groupements hydroxyles), mais sont solubles dans de nombreux solvants protiques polaires 

(qui permettent par ailleurs leur extraction)[187]. Ainsi, le DHQ interagirait de m

préférentielle avec le site présentant le plus de caractère hydrophile. Un calcul local du 

potentiel électrostatique montre que le site du NADPH présente également des propriétés 

électrostatiques plus prononcées que les autres sites, ce qui appuie n

observation sur la préférence du DHQ pour la liaison avec le site A. L'évolution de ce 

potentiel est représentée sur la Figure 87. 

: Evolution du potentiel électrostatique le long de la cavité de DFR. A gauche est 

représenté le sens de la coordonnée de réaction. A droite est montrée l'évolution du potentiel 

électrostatique en fonction de la position du substrat dans la cavité. L'origine a été choisie à 

cristallographique de DHQ dans le complexe ternaire enzyme-cofacteur

dans le site B. 

Pour raffiner l'interaction ligand-récepteur et les observations obtenues sur la base des 

calculs de docking, chaque cluster a été soumis à des simulations de dynamique moléculaire. 

Dans le cas du cluster représentant la position cristallographique, nous avons décidé 

d'améliorer l'échantillonnage en prenant un grand nombre d'orientation du substrat dans cette 

position. Ainsi, 8 conformations (3 obtenues par les calculs de docking et 5 orientées 

manuellement avec le logiciel Xleap) ont été retenues. Les différentes orientations ont été 

obtenues selon une approche "head-tail" and "upside-down". Pour les deux autres clusters 

(représentés en c et d dans les Figures 1 et 2), les trois positions associées aux meilleures 

énergies d'interaction obtenues par protocoles de docking ont été conservées. Au total 14 

systèmes différents ont été soumis à des simulations de DM. 
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solvants protiques polaires 

. Ainsi, le DHQ interagirait de manière 

préférentielle avec le site présentant le plus de caractère hydrophile. Un calcul local du 

potentiel électrostatique montre que le site du NADPH présente également des propriétés 

électrostatiques plus prononcées que les autres sites, ce qui appuie notre précédente 

observation sur la préférence du DHQ pour la liaison avec le site A. L'évolution de ce 

 

rostatique le long de la cavité de DFR. A gauche est 

représenté le sens de la coordonnée de réaction. A droite est montrée l'évolution du potentiel 

électrostatique en fonction de la position du substrat dans la cavité. L'origine a été choisie à 

cofacteur-substrat, 

récepteur et les observations obtenues sur la base des 

dynamique moléculaire. 

Dans le cas du cluster représentant la position cristallographique, nous avons décidé 

d'améliorer l'échantillonnage en prenant un grand nombre d'orientation du substrat dans cette 

calculs de docking et 5 orientées 

leap) ont été retenues. Les différentes orientations ont été 

down". Pour les deux autres clusters 

et 2), les trois positions associées aux meilleures 

énergies d'interaction obtenues par protocoles de docking ont été conservées. Au total 14 
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IV) Simulation de dynamique moléculaire sur les différents 

systèmes 

IV.1) Protocole de simulation 

 Pour chacun des 14 systèmes, 6 ns de dynamique moléculaire ont été effectuées pour 

estimer la stabilité des complexes formés par l'application du protocole MMGBSA. Il apparaît 

rapidement que la cavité est accessible au solvant. Des molécules d'eau sont souvent présentes 

autour du substrat. Il est bien connu que l'interaction enzyme-substrat est souvent assurée par 

la présence de molécules d'eau [188-190]. Nous avons donc choisi de modifier le protocole 

MM-GBSA en prenant en compte de manière explicite les molécules d'eau pontantes entre le 

substrat et le récepteur. Celles qui étaient à une distance inférieure à 2,5 Angströms d'un 

atome donneur ou accepteur de liaison hydrogène du substrat, respectivement par rapport à 

l'atome d'oxygène ou les atomes d'hydrogène de la molécule d'eau, ont été sélectionnées une 

première fois. Afin d'être conservée dans le récepteur, cette molécule doit également se 

trouver à une distance inférieure à 2,5 angströms d'un atome donneur ou accepteur de 

l'enzyme. Si ces deux conditions sont satisfaites, la molécule d'eau est conservée de manière 

explicite dans le complexe et prise en compte pour le calcul de type MM-GBSA [191]. 

L'établissement d'un classement entre les différentes positions peut donc être envisagé par un 

simple calcul de l'enthalpie libre. Comme le même ligand sera conservé dans chacune des 

simulations, la contribution entropique sera négligée lors de nos calculs.  

IV.2) Résultats des simulations de DM 

Les résultats obtenus pour les 14 systèmes sont répertoriés dans le Tableau 8. 



 Site B (Position dans placement cristallographique) Site A (Site NADPH) Site C (Site Sortie 2) 

Poses 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

Energie MM-
GBSA avec prise 

en compte des 
molécules d'eau 

(kcal/mol) 

-29,5 ± 3,7 -31,7 ± 3,7 
-21,5 
± 3,8 

-9,95 ± 2,5 
-29,8 
± 3,7 

-10,6 ± 2,9 
-19,7 
± 4,5 

-26,6 ± 
3,4 

-32,9 
± 3,9  

-24,9 ± 
3,3 

-21,4 
± 6,1 

-21,1 ± 
4,4 

-27,0 ± 
3,3 

-23,0 ± 
3,4 

Energie MM-
GBSA classique 

(kcal/mol) 
-26,6 ± 3,1 -31,1 ± 3,4 

-19,1 
± 3,8 

-10,81 ± 
2,2 

-28,6 
± 3,3 

-9,78 ± 2,8 
-17,3 
± 4,6  

-24,3 ± 
3,3 

-30,6 
±3,5 

-21,1 ± 
3,1 

-21,1 
± 5,9 

-20,86 ± 
4,3 

-26,3 ± 
3,1 

-19,9 ± 
3,2 

Observations 
 Déplacement 

vers site 
NADPH 

Déplacement 
vers site 
NADPH 

RAS 
Décalage 

vers le haut 
de la cavité 

RAS 
Décalage vers 

une boucle 
hydrophobe 

RAS RAS RAS 
Rotation 
cycle B 

RAS RAS RAS RAS 

Résidus avec 
interaction type 

hydrophobe 

129, 88, 191, 
192, 193 

17, 192, 193, 
190, 191, 88, 

204 

192, 
222, 
134, 
191 

222, 193, 
129 

129, 
222, 
164 

224, 281, 220, 
221, 224 

155, 
129, 
192, 
226 

192, 
193, 
17, 
128, 
129, 
205 

86, 
79, 
88, 
167 

15, 16, 17, 
192, 204, 
205, 206 

16, 
17, 
193, 
204 

222, 
192, 
227, 
226, 
223, 
224, 
134 

134, 
224, 
138, 
129, 
192, 
223, 
222 

134, 
222, 
129, 
133, 
191, 
192 

Résidus avec 
interaction de type 

liaison H 
133, 227, 128 130, 205, 193 

130, 
227 

225, 227 

227, 
191, 
128, 
129, 
222  

227, 217 

133, 
227, 
128, 
191, 
222 

191, 
193, 
167, 
205 

127, 
17, 
15 

12, 18 
193, 
167 

222, 
225, 
227 

227, 
225, 
133, 
224 

225, 
130 

RMSd DFR (Å) 1 1,3 1,2 1,4 1,1 1,3 1,3 0,8 1,2 1,3 1,1 1,7 1,4 1,3 

RMSd ligand (Å) 0,3 0,5 0,4 0,6 0,5 0,5 0,4 0,5 0,4 0,5 0,5 0,6 0,3 0,4 

Tableau 8 : Résumé des différents résultats obtenus pour les 14 systèmes enzyme-ligand construits par les calculs de docking. Sont présentés les résidus 

en interaction, ainsi que les énergies d'interaction calculées par le protocole MM-GBSA classique, et celles obtenues par le protocole modifié avec la 

prise en compte des molécules d'eau explicite au sein du récepteur. Enfin, les valeurs moyennes des RMSd du ligand et de l'enzyme sont présentées.
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 Toutes les simulations montrent un RMSd très faible calculé sur les atomes du 

squelette de l'enzyme, ce qui montre que la structure de l'enzyme reste stable (< 2 Å). Le 

placement différent de DHQ ne provoque pas de changements allostériques notables. 

Toutefois, dans la moitié des simulations concernant un substrat en « position 

cristallographique », celui–ci migre rapidement vers de nouvelles positions. Les simulations 1 

et 2 présentent de manière naturelle un transfert du DHQ vers le site de liaison de la molécule 

de NADPH, indiquant qu’il n’y a pas de barrière à franchir pour atteindre cette nouvelle 

position ou que les mouvements de l’enzyme permettent cette diffusion. De nouvelles 

interactions sont créées, notamment avec les résidus M88 et P204, qui normalement 

interagissent avec le cofacteur. Ce changement de position montre que le DHQ est en 

compétition avec le cofacteur pour l'interaction avec le site A. Concernant les autres clusters, 

les positions dans les autres sites ne montrent que peu de modifications structurales par 

rapport à la pose initiale obtenue après docking et les interactions initiales se retrouvent ici 

durant la totalité des simulations.  

 Concernant l'énergie d'interaction, nous observons tout d'abord que la prise en compte 

des molécules d'eau pontantes modifie l'énergie calculée par le protocole MM-GBSA et pour 

la plupart du temps tend à améliorer les interactions enzyme/substrat. D’une manière 

générale, le positionnement associé à la sortie 2 correspond aux énergies d’interaction les 

moins favorables. Sur la base de l’énergie d’interaction, quatre positions se détachent 

clairement. Il s’agit des positions 1, 2 et 5 concernant la localisation initiale autour de la 

position cristallographique et la position 9 du positionnement en localisation du site NADPH.  

 Nous avons comparé ces énergies d'interactions obtenues avec celle du complexe 

ternaire DFR-NADPH-DHQ (pour rappel, 5 simulations de dynamique moléculaire d'une 

durée de 20ns ont été effectuées, cf chapitre 2, III.1). Les différentes énergies calculées par le 

protocole MM-GBSA (classique et modifié) ainsi que les détails associés sont résumés dans le 

Tableau 9. 
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Simulation DFR1 DFR2 DFR3 DFR4 DFR5 

Energie d'interaction avec protocole modifié 

(kcal/mol) 
-14,75 ± 

3,3 
-14,28 ± 

3,5 
-19,84 
± 3,1 

-17,22 
± 3,5 

-11,87 
± 3,9 

Energie d'interaction avec protocole classique 

(kcal/mol) 
-14,06 ± 

3,2 
-12,92 ± 

3,4 
-17,13 
± 3,1 

-15,55 
± 3,6 

-10,6 
± 4,0 

Tableau 9 : Energie d'interaction DHQ/récepteur calculée pour chaque simulation de 

dynamique moléculaire d'un système DFR-NADPH-DHQ.  

 Il s'avère que l'énergie d'interaction DHQ/récepteur est plus forte sans le cofacteur 

dans le site actif. En l'absence de NADPH dans la cavité, la position cristallographique n'est 

plus le minimum global de la surface d'énergie potentielle du système. D'après nos 

simulations, la barrière associée au transfert d'un site de liaison à l'autre est assez faible 

puisque nous observons de manière naturelle et très rapidement une diffusion du substrat vers 

le site de reconnaissance de NADPH. La molécule de dihydroquercétine interagit avec le site 

de liaison du cofacteur et gêne son entrée ou son positionnement dans la cavité, entraînant une 

inhibition de l’activité catalytique de l’enzyme. Ces résultats sont en direct accord avec les 

analyses structurales des trois cavités, basées sur les calculs de docking, qui favorisaient le 

site A pour l'interaction de DHQ dans l'enzyme vide. 

 Ces simulations de dynamique moléculaires de courtes durées nous ont permis 

d'identifier les systèmes les plus stables. Sur les 5 systèmes les plus stables (poses 1, 2, 5, 9 et 

12), nous avons vérifié leur stabilité au cours du temps (RMSd enzyme < 3Å et RMSd DQH < 

1,5 Å), en augmentant le temps de simulation à 200 ns. Les positions sont toutes restées 

stables et nous assistons à des rotations de cycle du DHQ, mais en aucun cas à un 

déplacement ou à une sortie du substrat. Ceci confirme les interprétations données par le 

protocole MM-GBSA. 

V) Conclusion 

 Le travail de Trabelsi et al. proposait différents modèles pour expliquer le phénomène 

d'inhibition de l'enzyme par excès de substrat. Leur résultats proposaient la formation d'un 

complexe binaire DFR-DHQ inopérant ou la formation du complexe ternaire abortif DFR-

NADP+-DHQ comme hypothèses principales. Sur la base de leur étude, nous proposons un 
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modèle tridimensionnel pour expliquer au niveau moléculaire cette inhibition. Les résultats 

des simulations de dynamique moléculaire, ainsi que les estimations des énergies 

d'interactions ligand/DFR obtenues par deux versions du protocole MM-GBSA montrent que 

la formation d'un complexe binaire DFR-DHQ entraînerait la fixation du substrat soit sur le 

site de liaison du cofacteur, soit sur le site déjà identifié de la structure cristallographique du 

complexe ternaire. Les simulations de dynamique moléculaire montrent également un 

transfert naturel d'un site à l'autre, indiquant que la barrière associée à ce transfert est faible. 

L'inhibition par excès de DHQ serait donc compétitive avec le cofacteur pour l'interaction 

avec le site A lorsque nous sommes en excès de substrat, et empêcherait ainsi l'enzyme de 

jouer son rôle catalytique.  
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Résumé 

 Les flavonoïdes, molécules naturelles possédant des propriétés antiradicalaires et 

antioxydantes, sont produits au cours de cascades enzymatiques impliquant plusieurs enzymes. Il a 

récemment été proposé que certaines de ces enzymes s'assembleraient pour former un complexe 

multienzymatique transitoire, appelé métabolon, ancré à la membrane cellulaire. Cette structure 

rendrait possible des phénomènes de transfert direct de métabolites d'un site actif à l'autre (substrate 

channeling), réduisant ainsi les temps de diffusion et minimisant les effets de solvatation/désolvatation 

du substrat. L'objectif de ce travail est de proposer un premier modèle de ce type de complexe, 

impliquant trois enzymes de la biosynthèse des flavonoïdes : la dihydroflavonol-4-réductase (DFR), la 

flavonoïd-3'-hydroxylase (F3’H) et la leucoanthocyanidine réductase (LAR). L'étude de ces complexes 

moléculaires requiert la mise en œuvre d'une méthodologie multi-échelles basée sur l’utilisation i) de 

méthodes hybrides QM/MM pour l'étude de la réactivité enzymatique, ii) de simulations de dynamique 

moléculaire à résolution atomique se déroulant sur des échelles de temps de l'ordre de la microseconde 

pour estimer des propriétés thermodynamiques et cinétiques, iii) de calculs de docking protéine-

protéine en résolution gros grain. L'application des différents niveaux de théorie nous a permis 

d'établir un premier modèle de métabolon à trois enzymes en interaction avec une membrane 

cellulaire.  

Mots-clés : modélisation moléculaire, flavonoïde, enzyme, métabolon, approche multi-échelle, 

QM/MM. 

Abstract 

 Flavonoids, some natural compounds exhibiting antioxidant properties, are synthesized along 

enzymatic cascades involving several enzymes. It has been recently proposed that some of these 

enzymes are involved in the formation of large transient macromolecular edifices, called metabolon, 

interacting with cellular membrane. Such molecular complexes should allow direct metabolites 

transfer from one active site to the other (substrate channeling phenomenon), minimizing diffusion 

time and solvation effects. The present work aims to establish a first model of a metabolon involving 3 

enzymes of the flavonoid biosynthesis: the dihydroflavonol 4-reductase (DFR), the flavonoid 3'-

hydroxylase (F3'H) and the leucoanthocyanidin reductase (LAR). The study of such large molecular 

system requires a multiscale approach based on i) hybrid QM/MM methods to decipher enzymatic 

mechanism, ii) molecular dynamic simulations in microsecond timescale to estimate thermodynamic 

and kinetic properties and iii) protein-protein docking at coarse-grained resolution. These different 

levels of theory allow us to etablish a first model of a three-enzymes-metabolon in interaction with a 

model of cellular membrane.  

Keywords: molecular modeling, flavonoid, enzyme, metabolon, multiscale approach, QM/MM 


