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Introduction

I) Position du sujet

Les plantes constituent une ressource tres riohmaécules d'intérét biologique. De
nombreuses molécules bioactives découvertes soigide naturelle, ou inspirées de celle-ci.
Au dela de la caractérisation de nouveaux composés;ommunauté scientifique est
maintenant en mesure de modifier génétiguemenbdmismes vivants tels que les plantes,
dans le but d'obtenir un nouveau mode de produdigométabolites. Dans cette optique, il est

nécessaire de mieux comprendre les voies de blusymide composeés naturels.

Au sein de la matrice végétale, les synthésesasmuirées par des enzymes. Elles vont
permettre de catalyser en cascade, et de manigseoplmoins sélective, les transformations
de précurseurs en différents métabolites, dontaicertpourraient montrer une activité

biologique d'intérét pour 'Homme.

Au dela des métabolismes qui impliquent une prodacou une utilisation de
molécules nécessaires au développement de l'onganignous pouvons penser aux
métabolismes impliquant les sucres ou les lipidas @xemple) de nombreux autres,
impliqués dans la défense ou la reproduction, mte@eta biosynthése de familles de
molécules appelées métabolites secondaires. Adtésemple, nous pouvons mettre en avant
les métabolismes menant aux vitamines, aux terpamesix flavonoides. Toutes les voies de
biosynthése ménent a des molécules de structumnesgcies extrémement diverses dont les
propriétés et les caractéristiques offrent un laéngntail d'utilisations potentielles.

Les raisons pour lesquelles elles sont produitesen de la plante peuvent alors étre
mises a profit pour I'Homme sans modifier leur pietés intrinséques. Au sein de la famille
des flavonoides, quelques milliers de composégt@ntaractérisés. Il est maintenant reconnu
gue nombre d'entre eux présentent des activitégxgdantes et antiradicalaires bénéfiques
pour I'Homme. Pour revenir a leurs voies de pradactaboutir a une richesse de composés
nécessite des voies de biosynthése impliguant ddbreuses enzymes. Ce schéma général de
biosynthese commence a étre bien connu, méme stalesss d'ombre subsistent encore :
certaines enzymes n'ont pas encore été cristallmgdeur mécanisme réactionnel reste sujet
a controverse. L'enchainement des réactions enyumatest toujours discuté car plusieurs
séquences de transformations chimiques peuvenestlisageables; de méme la spécificité
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des enzymes pour un substrat reste pour certasnsuget a débat. Pour entre autre répondre a
ces inconnues, de nombreux groupes s'intéresséntpassibilité que des enzymes d'une
méme voie de biosynthése s'associent temporairensents la forme d'une structure
supramoléculaire complexe qui permettrait d'attenolus efficacement les produits finaux
de la cascade biochimique. Cet assemblage d'enzyréssnterait de nhombreux avantages a
la conversion de composés. Le principal atout sergghénomene de "substrate channeling",
qui optimise le processus de biosynthese en éiadiffusion de composés dans le milieu

cytosolique.

Par ailleurs, I'étude de ces entités biologiquassiitue un autre des enjeux majeurs
pour la recherche actuelle : le développement deveiles méthodes de synthese plus
efficaces et plus respectueuses de [l'environnemeut, s'inscrit dans le cadre de
développement d'une chimie "verte", c'est-a-dirensipolluante. L'idée est de s'appuyer sur
I'ingénierie végétale pour la fabrication de moléswnaturelles a I'échelle du laboratoire pour,
a terme, transférer ces connaissances dans le mmaiustriel. Le bio-mimétisme est ainsi
devenu un secteur de recherche incontournabledi$ th thématique de la chimie "verte".
Par ailleurs, les récentes investigations sudigation d'enzymes dans les syntheses [2, 3]
attestent de lI'impact de ce pan de la recherch@li3e la nature est source d'inspiration, pas
uniquement pour la synthése mais également podéveloppement de nouveaux matériaux
[3, 4].

Pour décrypter la complexité de la biosynthéseabesposés naturels, les méthodes
analytiques, telles que les méthodes de spectremdabsorption, peuvent nous aider a
identifier des composés intermédiaires et deduirsi g&s réactions mises en jeu. De par les
propriétés chromophores des flavonoides et desoeydhes (qui participent a la
pigmentation des fruits et des fleurs), la méthadiglentification de choix est la
spectrophotométrie UV-Visible. D'autres méthode#ie$ que la cristallographie par rayons
X, nous permettent de résoudre la structure tridsimanelle des enzymes, sous réserve de
trouver les bonnes conditions de cristallisatioett€derniere demeure une méthode de choix.
En cas de co-cristallisation avec un composénkesdctions de ce dernier avec I'enzyme sont
ainsi accessibles, permettant d'avoir des données ligtude mécanistique dans le cas d'un

substrat, ou de l'inhibition dans le cas d'un iit@ilr connu.

La chimie théorique fait partie des méthodes potiggporter un nouvel éclairage sur

la compréhension de cette ingénierie végétale. iersité des méthodes existantes permet
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une étude multi-échelle des différents aspectsadeetherche sur ces composés et leur
biosynthese par la plante. Les méthodes hybridesMPM mélangeant les deux théories et
tirant les avantages de chacune d'entre elles, gttt d'améliorer notre compréhension des
mécanismes enzymatiques. Ces dernieres, récompezs@®13 par le prix Nobel de chimie
décerné a Martin Karplus, Arieh Warshel et Michamlitt, constituent I'état de I'art de I'étude
des catalyses enzymatiques. La simulation de dyneminoléculaire est un outil de choix
pour I'étude du comportement de grands systéemdsgiaes (protéines, enzymes, ADN,
complexes protéine-protéine...) sur des échellesedgs longues, allant de la nano a la
micro, voire la milliseconde, ce qui constitue a joer I'état de l'art dans I'étude du
comportement dynamique des systémes moléculaires gue l'acces a des grandeurs
macroscopiques d'intérét. D'autre part, la mécanguantique permet I'étude des propriétés

structurales et réactives des molécules compoadaiille des flavonoides.

Le travail présenté ici apporte un modele de cemglsupraenzymatique, impliqué
dans la biosynthése des flavonoides par l'utibsatle méthodes théoriques. Nous avons

choisi I'organisméitis vinifera(vigne) pour notre étude sur la biosynthese de®floides.

II) Les flavonoides dans Vitis vinifera

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

Vitis viniferaest un organisme végétal que I'on appelle commumniélaerigne. C'est
une plante cultivée depuis longtemps en Europe. fibduit durant la saison d'été (Aolt a
Septembre) des grappes de baies de raisin. L'argaiitis désigne de maniere générale la
vigne, tandis qué/itis vinifera est une sous-espece tres étendue en Europe ebchepPr
Orient. C'est a partir des baies\d#s vinifera que sont congus les grands cépages et les vins

associés.

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

Vitis viniferaen 8 étapes.

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

des sarments.

i) Mai : Floraison et fécondation des plants. g&tamportante qui conditionne la

future récolte.
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iii) Juin : Nouaison, c'est a dire développemest fluits au stade "petit pois"

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

des baies, jusqu'au changement de couleur a tafmois.

v) Aodt : Murissement. Augmentation de la concaindn en sucre dans les baies.
vi) Fin septembre : Vendanges. Fin de la matunagiarécoltes des grappes de fruits.
vii) Octobre-Novembre : Défeuillaison. Perte duillage et préparation pour l'hiver.
viii) Novembre-Mars : Repos hivernal.

Durant ce cycle, la plante va progressivementimarles différentes protéines qui
permettront la biosynthése des composés nécesaas@groissance et a son développement

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

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

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

Pulpe

Pépin

Pellicule

Figure 1: Schéma d'une coupe de baie de raisin ainsi que 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 pulg, qui contient en concentration élevée du

sucre et des flavonoides; les pépins, qui peuvetiteconsidérés comme le cceur de la baie. lls

contiennent des tannins condensés (proanthocyanidis) en grande quantité.

Les molécules sont généralement synthétisées iaudsela cellule végétale. En
particulier, les enzymes responsables de la bibgget sont distribuées dans toute la cellule.
Le transport des flavonoides se fait par le biaisésicules membranaires, comme représentée

sur la Figure2. Le travail réalisé par Lacampagne durant saetlaepermis de montrer que
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bY

plusieurs enzymes sont co-localisées a certainsogsicte la cellule, pouvant permettre

localement la création de complexes multienzymatd@].
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Figure 2 : Schéma d'une cellule végétale déitis vinifera. Sont représentées les différentes
parties de la cellule. 4CL : 4-coumarate CoA ligaséPAL : phénylalanine ammonia-lyase;
C4H : cinnamate-4-hydroxylase; CHI : chalcone isom@se; CHS : chalcone synthase; ANR :

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

[1.2) Schéma de biosynthese des flavonoides

La Figure 3 résume de maniére partielle l'impla@matdes enzymes successives
permettant, a partir des premiers précurseurs,atemaux différentes classes de flavonoides
au sein dé&/itis vinifera Chaque acronyme définit alors une enzyme quiyssaine réaction
particuliére. La diversité d'enzymes présentes danglante induit un grand nombre de

réactions.
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Figure 3: Schéma partiel de la biosynthése des flavonoidé3HS : chalcone synthase, CHI

chalcone isomerase, IFS :

isoflavone synthase, F3Hlavonoide-3-hydroxylase, FLS :

Flavonol synthase, F3'H : Flavonoid-3'-hydroxylase, DFR :dihydroflavonol-4-reductase,

ANS : Anthocyanidine Synthase, LAR :

leucoanthocyadine reductase, ANR :

Anthocyanidine reductase, -GT : 3-Glucosyle transferase.

[1.3) Les flavonoides

Les flavonoidegonstituer une des familles de composés naturels les pudiées et

appartiennent a

grandes soutamilles, parmi lesquelles nous pouvons citer leth@cyanes,

la grande famille des polyphe. Les flavonoides sont classés en plusis

les tanni

condenseés, les flavanols..] [T ette famille présente urggande diversité moléculail[10-

12]. Leurs propriétésantioxydanes et antiradicalaires sont leaisors principales pour

lesquellesls sont grandement étud.
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Ces composés se retrouvent dans la plupart desrgb que I'on consomme, que ce
soient les légumes, les fruits, les boissons (¢hé,vin) et les céréales (riz, soja), et ce méme
aprées leur transformation [10, 13, 14]. L'ingestide@ ces molécules entraine des effets
bénéfiques pour la santé, par piégeage de radidaes générés dans notre organisme lors
d'agressions extérieures par exemple. De nombrettseles ont démontré ces dernieres
années [15] que les flavonoides peuvent particgpévement & la prévention de plusieurs
cancers ou d'autres pathologies telles que les diealacardiovasculaires. Ainsi, la
consommation modérée de vin permet de diminuer riegues de crises cardiaques,
phénomene que l'on ne retrouve pas dans les dgtiesons. Cela démontre ainsi que ce sont
les tannins condensés uniquement présents danis,leuwi induisent ces effets [16]. Ce
phénomene est appelé le "french paradox”. Ces cedspsont également responsables de la
sensation d'astringence que I'on ressent lorsque aégustons une boisson tannique [10]. Il
s'agirait d'une complexation de ces molécules &R fprotéines riches en proline), présentes
dans la salive, qui induirait une précipitationuee agrégation de ces dernieres, conduisant
ainsi a cette sensation d'assechement [17]. Certies d'interactions préférentiels de ces
tannins avec ces protéines peu structurées ofiedtai été identifiés [18]. Ces résultats ont

donc tendance a soutenir cette hypothése.

Dans la plante, la famille des flavonoides seveogtre une catégorie de composés de
grande importance car les molécules participeat grotection de la plante contre des agents
pathogenes externes, comme les champignons et detries [19-21], ou contre le
rayonnement solaire par absorption de rayonnemant Ild participent également a la
pigmentation des fruits et des fleurs par le bagsl'accumulation d'anthocyanes dans les
cellules de la peau des fruits [22]. Enfin, ils rpettent de produire un golt amer et trés
astringent dissuadant les prédateurs, notammeimndestes, de manger le végétal considéré
[23]. Les différentes propriétés énoncées attestient'intérét porté par la communauté
scientifique mondiale pour I'étude de ces compodéss différents domaines comme la

biologie, la santé ou méme l'alimentation.

[1.4) Structure des flavonoides

Les flavonoides possedent une structure commumeasee d'un squelette carboné de
type 2-phénylchromane, appelée aussi noyau flavinest composé de deux cycles
aromatiques, et d'un cycle central (nommé resgauent A, B et C dans la nomenclature
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initialement proposée patemingwa' en 1982 et améliorée pRorter en 19¢ [24, 25]). La

figure 4montre la nomenclature associéx flavonoides.

3

r2

L

9 .0 “\\\\

Figure 4 : Nomenclature et numérotation des atomes dans uromposé de type flavonoid

Le cycle A peut étre de type phloroglucinol ou réswl. Quand au cycle B, il pe
généralement étre mono-,di tri-hydroxylés sur les positions 3',4' etl5és positions 2' et 6'
sont possibles mais beaucoup plus. Enfin, le cycle C est rencontré généralement &
formes : pyrane, pyrillium oy-pyrone.ll existe cependant des cas spéciaux. Les chal
possedent un cycle C ouvert, tes que les isoflavonoides possédentyrie E en position 3

et non en 2.
L'appartenance d'une molécule a une sous famillendiége deux points principau
* le degré d'oxydation de I'nétérocycle cel
* le degré d’hydroxylation des différents cy

Dans la nature, la plupart des flavonoides seue#nat sous forme glycosyl, c'est-a-
dire liés a des sucres.'hlydroxylation de certaines positions est nécesspgur que i
glycosylation puisse se faire. Au niveau de la noctadure, la forme glycosylée est appe
différemment de la forme phénolique sin. Par exemple, le tere anthocyane désig
toutes les formes glycosylées dérivant de la favdiés anthocyanidines, ncuniquement
utilisé pour les moléculgshénoliques Le niveau de glycosylation d'une molécule géner
grand nombre de dérivés a partir d'une structudgase. Par exemple, pour la seule molé

de quercétine, pas moins de 80 formes glycosyléfeéseahtes exister[22].

Au sein de l'organismVitis viniferg les principales familles de flavoides sont les
flavonols, les flavan-3,4hols, les flavanols, les anthocyanes et les pluayanidine [26,
27].
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1.4.3) Les flavonols et les 2,3-dihydroflavonols

Les flavonols prticipent a la protection de la pla contre le rayonnement U [9], et
jouent aussi le role de pigmerdans les baies, en complément dathocyane [28]. D'un
point de vue structural, ilse caractérint par un cycle C sous fornyepyrone, présentant ul
hydroxylation en position 3. La diversité de comgmsdans cette famille provie

majoritairementlu degré d'hydroxylation du cy B.

Ry=H. Ry=H; Kaempférol
Ry=0H, Ry=H; Quercétine
R;=COH, Ry=0H; Myricétine

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

nom de quelques compos selon le nombre et la position de groupements hydxgles

Les flavonols sont obtenus a partiune autre sous familleles 2,:-dihydroflavonols
ou encore appelés flavononols. Il s'agit d'un fieatoayant subi une hydrogénation de
fonction alcene en position 2 et 3, induisant aiasiréation de deux centres stéréogela
transformatiord'un dihydroflavinol en flavonol se fapar I'action de I'enzyme FLFlavonol
synthase, voir Figure 3Dans la nature, on retrouve ainsi les quatre seéeres possible
(deux énantioméres et deux diastéréoisomeres), rne composes présentant une
configuration (2R, 3R) sdnles majoritaires et les plus étudi@dous parlon ainsi de
composeédrans car le cycle B, lié a I'atome de carbone C2,aebbpposé du groupeme
hydroxyle lié a I'atome de carbone C3. La struciénérale de ce compc est représentée
sur la Figure 6.

OH

R

Ry=H. R,=H: Dihydrokaesmpférol
R.;= OH, Ry=H: Dihvdroguercétine
Ry= OH, Ry=0H; Dihydromyricétine

Figure 6 : Structure commune des composés de type flavanonols, avec quelquesnepkes de

noms de molécules selon I'état d'oxydatiodu cycle B.
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11.4.b) Les flavanols et les flavan-3,4-diols

Les flavan-3,4-diolsappelés également leucoamtiganidines, sont des compo
obtenusa partir des dihydroflavonols gré a I'action de I'enzyme DFfihydroflavonol-4-
réductase, voir figure)3Cette ransformation constitue la premiére étvers la biosynthése
des proanthocyanidinetenzyme cataly: la réduction du groupement cétone présent

I'atome de carbone C3 en groupement hydrc

OH

Ry

Ry=H, Ry=H. Lencopelargonidine
Ry= OH, Ry=H: Leucocyanidine
Ry= OH, R;=OH; Lencodelphinidine

OH

R, + H,0

Quinone protonée

Oligom éristai on

Figure 7: Structure de base deccomposés deype leucoanthocyanidines, avedifférents

exemples denoms de molécules selon le degré d'oxydation du ¢gd.

Expérimentalement,quelques exemples de leucoartyanidines ont pu ét
caractérises[29]Cependant, ceux possédant un groupement hydrerypmsition 5 et 7 n'ol
jamais été isolés et extraits en raison de leualmlgé [30]. En effet, en milieu Iégéreme
acide, ces molécules ont grander tendance &e déshydrater et a s'ioni en quinones
protonées qui s'oligomérisent rapideme¢. La Figure 7 présente la structure d
leucoanthocyanidines ainsi que leur forme déshgd Méme slis sont présenten quantité
moindreque les flavonols dans la plances composés sont cruciaux ils peuvent réagir
selon deux chemins biosynthétiq: le premier passant par lasthocyanidines qui mén: la
formation des anthocyanes et l'autre qui amenesgnithée des tannins condels en passant

par les flavanols.

Quant aux flavanols, ils dérivent des flavonolscenstituent une des sc-familles
menant a la biosynthese des anthocyzeD'un point de vue structutdl différence avec le

dihydroflavonols viente I'absence de groupement hydroxyle sur la posiide la molécu.

29



Introduction

Au sein de I'organismiitis vinifere, ondistingue deux stéréoisomeéres majoritaires, 1e82

et 2R,3R. Ces derniesont représentés ¢ la Figure 8.

Ry

2

OH

Ry

R=H. R,=H; Afzéléchine
R = OH, Ry=H; Catéchine
R=OH, R,=0H; Gallocatéchine

OH

HO o o

Ry

iy, Ry=H. R,=H; Epiafzéléchine
‘oH R,= OH. Ry=H: Epicatéchine
Ry= OH, Ry=0H; Epigallocatéchine
OH

Figure 8: Structure des composés de type 2R,-flavanols (en haut) et de2R,3R-flavanols

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

1.4.c) Les anthocyanidines et anthocyanes

En suivant la biosynthese des flavonoides, lesoagdnes constituent une c
dernieres familles connues. Es sont responsable® la pigmentation des fruits des fleurs
des plantes [9] et sont obtasia patir des leucoanthocyanidines par an de I'enzyme ANS
(anthocyanidine synthasegir Figure 3. Cette derniere catalyse une réaction lors decli®
le cycle C, sous forme pyraraubit une double déshydratation metreaka formation d'u ion
pyrilium. Au sin des plantes, les anthocyanid sont retrouvéegrincipalemenisous leur
forme glycosylée (anthocyanes), qui se trouve f@tre stabl que leurforme phénolique. L
glycosylation se faipar l'intermédiire de I'enzyme 3-GT (3-O glosyle transférase, vc
Figure 3).La structure générale des anthanidines et des anthocyanes représentée sur la

Figure 9.
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OH

HO o, ‘
TRy R,

/ Ry=H, Ry)=H; Pélargonidine
OH R ;= OH. Ry=H: Cvanidine
R=OH, R,=0H:; Delphinidine

OH

HO
Ry

R;=H. R,=H; Pélargonidine-3-glucoside
0 R ;= OH, Ry=H: Cyanidine-3-glucoside
| Ry=OH, R;=0H: Delphinidine-3-glucoside
OH Gle

Figure 9: Schéma des structures de composés de type anthaaiglines (en haut) et

anthocyanes (en bas), aprés action de I-O glucosyletransférase (--GT).

11.4.d) Les proanthocyanidines

En parallele dla biosynthese des anthocyanes, les leucocyanidinespeuvent
également donnere$ flavanols, qui sont les écurseurs des proanthocyanidi. Ces
composeés, également appelés tannins condensémsamntent sous la forme de polyme
ayant pour monomerénitiaux les (2R,3R) et les (2R,3S) flavasolprincipalement I
catéchine, I'épicatéchine, la gallocatéchine épigallocatéchine, voirFigure 8). La
polymérisation induit la formation de molécules gdaxes, avc un poids moléculai variant
entre 500 et 2000 Da [3B2]. Les principaux composés de cette famille retroudaéss
I'organismeVitis viniferasont le: proanthocyanidines de type B, quicsactérisent par dt
liaisons CE entre les atomes de carbor4 et C8de deux unités monomeériques distin.

Nous pouvons noter qu'il existe deux autres typegpbanthocyanidines que I'
retrouve dans d'autreggétau [33]. Les proanthocyanidines de type A se caractérigar
uneliaison entre les atomes de carbone C4 et C8 rgaism@ent par une liaiscde type éther
entre I'atome de carbone C2 et I'oxygéne de l'atdenearbone C7 entchaque monomere.
Enfin, les poanthocyanidines de type C se démarquent par émepce de liaisor
interflavanes entre lemomes de carbone C4 et C8, mais aussi entredesatC4 et C6, si
trois unités monomériques.es trois types de proanthocyanidines sont reptésesur le

Figure 10.
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Figure 10 Structure des trois types de proanthocyanidinedDe gauche a droite : type A, type
B, type C.

[I.5) Description du processus de biosynthese des
flavonoides

L'intérét des chercheurs réside dans les moyessemiceuvre par la plante pour
atteindre cette diversité moléculaire. Nous sawpresla biosynthése associée aux flavonoides
fait intervenir un nombre important d'enzymes, cim&ccatalysant une réaction particuliere.
Cependant, certains points restent encore obsaw&mment la polymérisation des
proanthocyanidines.

La Figure 3 présente de maniere partielle legudfftes étapes de la biosynthése. Si on
considere la totalité de la biosynthese, avec solge differentes ramifications possibles, le

schéma se densifie rapidement, comme le montriglad-11.
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La Figure 3montre que les précurseurs de cette bicthese sont la poumary-CoA, obtenue
par la voie shikimate [35kt le malony-CoA, obtenu par le biais de la voie des polycé
[36]. Le processus de transformation menant de la pdlénine, préurseur de la voie

shikimate, au p-coumaryl€2 est présenté sur Figure 12.

Phénylalanine Cinnamats 4-coumarste 4-covmaryl-Cod

o CoA
)
o‘}%ﬁ _OH S /
PAL 4CL -

CH . h\ CH
mT o, B CH
e
=

OH

Figure 12 Premieres étape«dela formation du précurseur des flavonoide:

La phénylalanine subit une déwation par la phénylalanine ammc-lyase (PAL)
pour former le cinnamate. Ce dernier subit par ilmamate -hydroxylase (C4H) un
hydroxylation en position 4 du cycle aromatique pdanner le -coumarate. Enfin, le-

coumarylCoA est obtenu par actiole la 4-coumarate CoA ligase (4CL).

Les deux précurseurs-coumaryl-CoA et le malonyl-CoAont réagir ensemble gra
a l'action I'enzyme CHS (chalcone shase, EC:2.3.1.74). Cette derniére catalys:
condensation de trois molécules de mal-CoA avec la 4-coumaryGCoA, permettant I
synthése des chalcone&tant l'entité qui catalyse la premiére transforomtde la
biosynthese des flavonoidda CHS a fait I'objet demombreuses études qui ont pel de
démontrer que seule la forme dimérique est ¢ [34, 37, 38].La réactioncatalysée par la
CHS, permet la formationes cycls A et B du squelette des flavonoidL'enzyme suivante,
la CHI (chalcone isomérase, EC:5.5.1.6), catalgderimeture du cycle C et linalisation du
squelette carbondes flavonoide. L'isomérisation (basée sur un mécanisme de rgg@naen
de type Claisen) permet de créer, a partir des chakyondes flavanones avec L
stéréospécificité élevée (99%) pour les molécueesanfiguration 239, 40]. A ce point, le
chemin biosynthétique se séparedeux embranchements.

D'une part, és flavanones peuverréagir avec I'enzyme IFS «8/droxyisoflavone
synthase) pour étre transfores en isoflavones. Cette enzyonsalyse une isomeérisatiqui

permet au cycle B dge retrouvr lié a I'atome de carbone C3 au lieu de l'atde carbone

34



Introduction

C2. Par allleurs, les isoflavones, produits dezheme IFS, suivent un chemin biosynthétique

propre menant a I'ensemble des composés de tyifavmwide.

D'autre part, dans la voie de biosynthése desiilaides, les flavanones sont les
précurseurs des dihydroflavonols par l'action deziyme F3H (flavonoid-3-hydroxylase,
EC:1.14.11.9). Cette derniére permet I'hydroxylatide la position 3 du squelette 2-
phenylchromane. Cette réaction est stéréospécifejupermet d'obtenir uniquement des

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

La F3'H (flavonoide-3'-hydroxylase, EC:1.14.13.24dluit le changement de degré
d'oxydation du cycle B de la molécule considérée axydant la position 3. Les
dihydroflavonols sont ses principaux substratsn@f@mation du dihydrokaempferol en
dihydroquercetine, comme montré sur la Figure 3jsnelle peut agir également sur les
flavanones dans certains organismes [41]. Nous@@woter que I'obtention des composés
trinydroxylés sur le cycle B se fait par lintermeice d'une autre enzyme appelée F3'5'H
(flavonoide-3',5'-hydroxylase, EC:1.14.13.88). Elleatalyse de maniére simultanée

I'hydroxylation des positions 3' et 5'.

Les dihydroflavonols sont les précurseurs d'umeilfa apparentée aux flavonoides :
les flavonols. La réaction, catalysée par I'enzyh& (flavonol synthase, EC:1.14.11.22),
consiste en la création d'une double liaison el#seatomes de carbone C2 et C3. Cette
transformation constitue la premiére étape vetsidaynthese des flavonols. Parallélement a
cela, les dihydroflavonols peuvent subir une réduactlu groupement cétone lié a I'atome de
carbone C3 par l'action de I'enzyme la DFR (dihffdvonol-4-reductase, EC:1.1.1.234) [42].
Nous pouvons remarguer gue la réaction impliqudfR Bst la derniére étape commune entre

la biosynthése des anthocyanidines et des tanimdeosés.
Les leucoanthocyanidines produites par I'enzymR p&uvent :

» soit subir I'action de LAR (leucoanthocyanidineuetdse, EC:1.17.1.3), qui conduit a

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

* soit étre les substrats de l'enzyme ANS (anthodyamisynthase, EC:1.14.11.19),

menant ainsi a I'obtention des anthocyanidines.

La réaction impliguant LAR catalyse la déshydiatatdu composé, par perte du

groupement hydroxyle porté par l'atome de carboBle [Tautre part, 'ANS induit une
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déshydratation et une oxydation du cycle C permettabtention des anthocyanidines qui,
par l'action de la 3-GT (3-O glucosyl transferase)fransforment en anthocyanes. D'apres la
figure 3, nous pouvons remarquer que les anthodiyas peuvent aussi réagir avec I'ANR
(anthocyanidine reductase, EC:1.3.1.77) pour aiéer(2S,3S) flavan-3-ols, dans lesquelles

la configuration du carbone C3 a été modifiée pardssage a I'état d'anthocyanidine.

Concernant les proanthocyanidines, trés peu deatssances sont disponibles sur leur
mécanisme de formation. La transformation peutgrgsar une voie enzymatique ou se faire
dans le milieu intracellulaire. De nombreux poistét encore a éclaircir sur cet aspect de la
biosynthese [43]. Les seules données expérimenakesious possédons a ce jour sont des
études génétiques permettant de réguler le tawardes contenus dans les fruits [44-46].

Cela donne quelques indications concernant la btbége de ces composeés.

D'un point de vue fonctionnel, les enzymes impem dans la biosynthése des

flavonoides peuvent étre séparées en trois fanditgmctes [36] :

* les réductases NADPH dépendantes, appelées eégalenshort-chain
dehydrogenase/reductase (SDR) dont font partie DINR et LAR.

» les dioxygénases 2-oxoglutarate dépendantes donpémtie ANS, FLS et F3H.
* les cytochromes P450 dont font partie F3'H, IFSH@4F3'5'H.

CHI et CHS sont les deux seules exceptions quenegnt rentrer dans ces trois catégories.

11.6) Complexes multienzymatiques

La richesse de la biosynthese des flavonoideda@kins le grand nombre d'enzymes
impliquées. Dans plusieurs cas, certaines enzymeagent les mémes substrats et donc sont
en compétition pour leur réaction. Par ailleurscheat que les molécules de type
leucoanthocyanidine sont instables, comment exptique nous observions malgré tout les
produits de réaction les utilisant comme substr&s®t pour répondre a ces questions que,
des 1969, Stafford émet I'hypothese qu'il se foamein complexe multienzymatique lors de
la réalisation de cette biosynthese [47]. Cetteesipucture, appelée métabolon, est définie
comme l'assemblage de plusieurs enzymes qui indseag entre elles [48], par
I'intermédiaire d'interactions faibles, et formemsi une structure fonctionnelle transitoire
qui serait ancré dans la membrane du réticulum madmique. La Figure 13 montre de
maniere schématique I'aspect d'un métabolon.
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Phenylalanine Malonyl CoA e /\

Proanthocyanidins
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Phenylalanine Malonyl CoA Y
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Figure 13 Schéma d'un métabolon impliqué dans la biosynthésdes flavonols (en haut) et
des flavonoides (en bas). Chaque acronyme désigmeilenzyme, et cet ensemble serait en

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

L'hypothése émise par Stafford en 1969 est apppgéses observations qui montrent
gue les intermédiaires associés a des réactiorynatigues ne sont pas observés (ou en trés
faibles quantités) dans les cellules de la pla@G&la impligue donc que ces derniers ne
seraient pas libérés dans le milieu intracellulacar retenu dans le complexe
supramoléculaire. Ainsi, la structure présentamaé connexion des sites actifs des différentes
enzymes impliquées dans sa formation, et les irdiares transiteraient d'un site actif a
l'autre sans diffuser dans l'espace cytosolique.p@Eomeéne est connu sous le nom de
"substrate channeling” et est lI'un des principavantages offert par la formation d'un
métabolon. Par ailleurs, une récente étude de €reshal [49] met en évidence une
enveloppe de ce complexe dans la biosynthese deenfiides au sein de l'organisme

Arabidopsis thaliana

Plusieurs études sur la cinétiqgue associée awpigdre de "substrate channeling” ont
été proposees ces derniéres années [50, 51]. Leompiédie de co-localisation de ces
différentes enzymes, et donc des molécules poldtamtsubstrats et/ou produits, permet une
optimisation du processus de biosynthése par diiférpoints : i) pas de perte de substrat
dans le cytoplasme par diffusion jusqu'a la praohagrotéine ii) protection des molécules
instables et/ou toxiques iii) temps de diffusioargfement diminué, iv) sélection d'un chemin
unique de biosynthese, réduisant ainsi les conmuétientre protéines. Cependant, concernant
la catalyse enzymatique, une hypothese a été pFepd&agrégation d'enzymes les unes aux
autres a un impact sur la réactivité propre de ebamjotéine. Les réactions dans les enzymes
deviennent moins efficaces et I'énergie d'activat@n retrouve modifiée [52], a cause des

effets allostériques induits par les interactionstg@ne-protéine. Toutefois, la diffusion de
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substrats d'une enzyme a l'autre constitue |'dtapante sur la biosynthese totale. Ainsi, et
méme si les réactions de chaque enzyme sont mdfieaces, le gain de temps sur la
diffusion fait que l'association des enzymes erabm@bn optimise de maniére significative la

catalyse globale de la biosynthése des flavonoides.

En dehors de cette biosynthése particuliere, g@lusi études montrent que des
structures de ce type se formeraient dans d'aatgasismes [51, 53]. Dans certains cas, des
équipes ont réussi a obtenir un cristal de ce tgstructure [54, 55]. Ainsi Lomakiet al.
ont cristallisé la "fatty acid synthase" au seumd' levure, une méga-enzyme responsable de
la synthese des acides gras correspondant a un@neie moléculaire composée de pas
moins de 8 sites actifs! Dans ce cas precis, leptmte n'est plus de nature transitoire car les
enzymes permettant la formation des acides gragwitié dans certains organismes (par
exemple les champignons) en un complexe multientigioe permanent d'une masse de 2,6
mégadalton. Alors que dans les plantes, ces enzyestsnt indépendantes mais peuvent

s'assembler de maniére transitoire [56].

Néanmoins, l'organisation spatiale des enzymesntemaction reste sujet a débat.
Deux théories existent : la premiere défendue '‘pguipe de Jgrgenset al. [57]consiste en
un rassemblement linéaire d'enzymes, impliquaninguseule voie de biosynthése serait alors
possible dans ce complexe. Un métabolon se fortnéeafacon a favoriser la biosynthése
d'une famille de composeé, par exemple vers le dgpeiment d'anthocyanes lors de la phase
de maturation de la plante. La seconde théorieendiéie par Ralstoat al [58] propose un
modele ou les différentes enzymes, participantusi@lrs biosyntheses, sont empaquetées
ensemble. Par exemple, ils émettent I'nypothese wiigtabolon commun entre ces deux

voies, comme le montre la Figure 14.

ER lumen

Figure 14: Représentation d'un métabolon qui serait a la fis impliqué dans la biosynthése

des flavonoides et dans celle des flavonols, d'apréarticle de Ralstonet al[58]
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Il faut toutefois noter que malgré cette légeméédence, les auteurs des deux revues

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

Le rb6le des enzymes de type cytochrome P450 edileladans ce type de complexe.
En effet, au dela de leur role catalytique dansidaynthése des flavonoides (exemple de la
F3'H qui gére le degré d'hydroxylation du cycle &@)es servent aussi d'ancre a la membrane
[58] pour le complexe multienzymatique par leurtigalN-terminale qui est transmembranaire
[59, 60]. Cette propriété des enzymes de type bytoae P450 induit un phénomene de co-
localisation des protéines autour de la membraoi Rigure 13 et Figure 14), propice a la
formation des complexes supramoléculaires. De giaamcrage, de nouvelles interactions de
surface enzyme-membrane vont étre créées, permeattapporter de la stabilité a ce
complexe [61]. Ainsi, cette ancre serait donc l@ permettant au complexe d'exister
suffisamment longtemps pour permettre la cascaaéairions chimiques.

La compréhension des mécanismes associés a latfomnde ce métabolon, ainsi que

de ses propriétés, passe par |'étude de 4 points:
* Interactions entre enzymes
* Meécanismes d'entrée et de sortie des composés
* Interactions protéines/membrane
* Réactivité enzymatique

Dans ce travail, nous avons choisi d'étudier léabmon au travers d'un complexe de
trois enzymes, qui regroupent I'ensemble des polésscités. Les résultats pourront ainsi étre
extrapolées sur un complexe multienzymatique aogsortant que la Figure 13, dont |'étude
totale n'est pas réalisable. Nous avons donc clessenzymes qui nous permettront d'étudier
tous les aspects de ce type de complexe. L'enzyawrioide-3'-hydroxylase (F3'H) a été
choisie pour permettre I'étude des interactiongépre/membrane. Nous avons ensuite décidé
de choisir la dihydroflavonol-4-reductase (DFREgstrétudiée car elle constitue la derniere
étape commune entre la biosynthese des anthocydndss proanthocyanidines. Enfin, la
troisieme enzyme choisie est la leucoanthocyanidieuctase (LAR), premiére étape

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

l1l.1) La dihydroflavonol-4-réductase (DFR)

La dihydroflavonol-4-réductase est une enzyme as@e de 329 acides aminés et
appartenant a la classe des SDR (Short-chain daipgdases/reductase). Ce sont des
enzymes qui catalysent plusieurs types de réacti@uakiction, oxydation, isomérisation...),
mais qui nécessitent la participation d'un cofactéADPH ou NADH [62, 63]. Méme si le
pourcentage d'identité sur toutes les SDR ne dépgss les 30%, les structures
tridimensionnelles connues de ces enzymes montieat haute conservation [64]. Par
exemple, nous pouvons citer le site d'interactiorcdfacteur, composé d'un motif riche en
glycine (Gly-X3-Gly-X-Gly) et d'un motif structurale type "Rossmann Fold" (succession de
6 feuillets béta paralléles couplés a deux pailleslides alpha [65]) conservé dans plus de
80% des SDR cristallisés. Le site actif est grarelgntonserve, notamment trois acides
aminés : une sérine, une tyrosine et une lysinecapstituent la triade catalytique essentielle
a la réactivité des SDR. Le motif est de type SAryr-X3-Lys et est conservé dans plus de
80% des SDR, mais I'absence de I'acide aminé hgasest pas forcément synonyme de non-
fonctionnement de I'enzyme. En effet, elle pewd &mplacée par une histidine dans certains
organismes [66]. Cette triade intervient dans le&eané&me par une cascade de transfert de
protons, impliquant la tyrosine, le cofacteur elykine [67]. La sérine permet quand a elle la
création d'une liaison hydrogene qui stabiliseolacfion réactive du substrat. Dans certaines
SDR, on peut méme parler de tétrade catalytique lavprésence d'une asparagine aidant a la
reprotonation de la lysine aprés réaction, maisasereste rare [63]. Les connaissances sur les
différents protagonistes de la réaction sont diresi renseignées, mais pour le moment nous

ne savons pas si le mécanisme est par étape oert&@nc

En 2007, Petitet al. ont cristallisé I'enzyme DFR présente dans I'deyae Vitis
vinifera[68] sous la forme d'un complexe ternaire (c'edit@ co-cristallisé avec le cofacteur,
NADP+ et un substrat connu, la dihydroquercétirat ¥igure 15). Le site actif a pu étre
ainsi caractérisé, mais également les domaineisideri du cofacteur et du substrat. La triade
catalytique est composée de la sérine 128, laihgadk63 et la lysine 167. Les résidus de
reconnaissance de la dihydroquercétine sont lamiue 227 et I'asparagine 133. Des études
de mutagénese dirigée montrent que la mutationédidu 133 hautement conservé ( en
aspartate ou leucine) modifie grandement la selektde DFR vis-a-vis de ses substrats.
L'asparagine permettrait une sélectivité de la diibgquercétine par rapport au

40



Introduction

dihydrokaempferol (voir Figure 6) par linteraction avecl'hydroxyle du cycle E
supplémentaire sur la dihydroquercétinele résidu est muté, on observe soit une chute
conversion des deux substrat'aprés le travail de Pett al[68]) dans la dihydroflavon-4-
réductase d¥itis vinifera soit une inversion de la sélectivité en faveuddiydrokaempfera
dans I'enzyme présente dans l'organiGerbera[69]. Cesdeux points montrent I'importan

que revét ce résidu dans le reconnaissance duatpar I'enzyme.

s128

| =
MO
HAET j‘“ -1\/

Figure 15: a gauche, sucture tridimensionnelle de I'enzyme DFR obtenu jar Petit et
al.(PDB ID:2C29). A droite, détail des résidus du site actiihteragissant avec le substre et

représentation de la cavité de liaison.

L'identification desésidus permet de faire une proposition du mécandgaméductior

de la dihydroquerdine en leucocyanidine, comme mrée sur la Figurég.

CONH,

OH

Lys 167

Tyr 163 R: OH
—0 R1=H,DHE

Ri= OH, DHQ

Figure 16: Proposition de mécanisme enzymatique réalisée par RFR.
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Le cofacteur NADPH transfert un hydrogene sousmérdhydrure de maniere
stéréospécifique (configuration de type pro-S)lsugroupement cétone, ce qui implique sa
réduction en alcoolate. Ce groupement sera enguiddonné en hydroxyle selon un
mécanisme basé sur une cascade de transfert dengrhpliquant la tyrosine 163, le
NADPH une seconde fois et enfin la lysine 167. Edane 123 de la triade interagit avec le

groupement cétone afin de le préparer a la réaction

D'autres cristaux de DFR ont également été obt@PDB id : 3C1T et 3BXX). Basée
sur leur structure, une inhibition de l'activité l@zyme peut étre envisagée par interaction
avec des flavonols [70]. Enfin, une étude cinétiggeente montre que I'exces de
dihydroquercétine peut étre également un factewiniblition de I'enzyme, par formation d'un
complexe enzyme-dihydroquercétine abortif ou demulexe ternaire non productif [71]. Ce
dernier point sera abordé dans ce document awlsgia partie annexe.

[11.2) La leucocanthocyanidine réductase (LAR)

La leucoanthocyanidine réductase est une enzympasee de 346 résidus, et qui
appartient a une sous famille de réductase déde8esSDR, les PIP (Pinoresinol-lariciresinol
reductase, Isoflavone reductase, et Phenylcoumaganylic ether reductadike) [72]. Le
point commun principal des trois enzymes qui corapbsette famille est leur capacité de
clivage d'une liaison carbone-oxygene liée a ua-jpaénol. Cette réaction est assez éloignée
des réactions classiques des SDR, qui consistamenéduction d'une double liaison C-C ou
C-O en simple liaison. Une autre caractéristiqueatte sous famille d'enzymes est I'absence
de la triade catalytiqgue, contrairement aux auBR. La tyrosine et la lysine sont les seuls

résidus présents de la triade, la lysine posséduarile catalytique important [73].
Dans leur étude, Maugg al [74] ont cristallisé LAR sous trois états :

» une forme apo de I'enzyme, c'est a dire vide departenaire biologique (PDB ID :
3I15M)

* une structure avec seulement le cofacteur (PDB3BI).

* un complexe ternaire enzyme/NADPH/catéchine (lelpitode la réaction) (PDB ID :

3152). Elle est représentée sur la Figure 17.
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A :' ® 1269

Figure 17: Structure de LAR correspondante at fichier PDB 3152. A droite, un zoom sur le
site actif et les différentesrésidus impliqués dans l'interaction avec le subs#t, ainsi que la

représentation de la cavité de liaison.

Le site de fixation du cofacteur est trés similaitx SDR, aveaun motif "Rossman
Fold". L'histidine 122, la lysine 140 et la tyrosine Jinteragissent avec produit, et donc
jouent probablement un réle ds la reconnaissance du substrat (leucocyan. L'obtention
du complexe tertiairgpermet de comprendre comment le site actif estnis§aavour du
cofacteur et du substrdtlauge et al ont proposé une hypothése de mécanismeest tres
différente de e que I'on peut observer dans une .. Ce mécanisme, représe sur la Figure
18, impliqgue que la lysin&40, considérée commeétant la lysine catalytique des |, soit
déprotonégour jouer le role de base qu'wne histidine protonée qui jouerait le rble d'ac

Ces deux conditions seraient nécess a l'initiation de la réaction.

OH OH
A /7 +
B wlo & 3 @[ 84 3 wR) O
Lys140 H OH W m OH
'OH ﬁ OH

oY o, w HQ -0 H H 9

H "H H,0 H s

A:H)‘/’\O_H‘_/ < : A H-O_ \

. NH2 NH2

Histz2  H H n
Leucocyanidin | Quinone methide intermediate |

NADPH NADPH

Leucocyanidin
NADPH

: \ -
" '
(+)-catechin '
NADP* OH

-—

Figure 18: Mécanisme proposé par Maugeet al. pour la transformation de leucocyanidine

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

L'enzyme flavonoide-3'-hydroxylase est composéé@feacides aminés et appartient
a la famille des cytochromes P450 (CYP). C'estfanelle de protéines tres répandue dans le
vivant et qui catalyse généralement des réactiémsydation. Elle permet la synthese de
molécules vitales pour I'Homme (Vitamine D, cestrmgeé testostérone... ). Dans le
métabolisme de drogues, 75% des réactions misgsueimpliquent une enzyme de type
cytochrome P450 [75]. A ce jour, plus de 18 clasdescytochromes P450, basées sur la
nature de leurs substrats, ont été identifiées tam®rps humain, et pas moins de 18000
protéines différentes réparties dans tout le mahdgivant, y compris les virus, ont pu étre
découvertes [76]. Tous les membres de cette faroitie une identité de 40% sur leur
séquence primaire, ainsi que des caractéristiquestiwales tres proches. Dans les
organismes eucaryotes, les enzymes de type CYPtaates lieces a la membrane par leur
partie N-terminale [59, 77]. Seules les cytochrorbastériennes n'interagissent pas avec la
membrane. La Figure 19 représente la structurenabt@ar diffraction de rayons X d'une
enzyme de type cytochrome P450 (la cytochrome menB450 1A2 [78]). Nous pouvons
noter que la partie N-terminale est tronquée (¥ogure 19 en rouge) car elle empéche de

maniéere systématique la cristallisation des enzyaeesette catégorie.

Figure 19: Structure cristallographique de I'enzyme humaineCytochrome P450 1A2. La
partie N-terminale, transmembranaire, n'est pas repésentée car non présente dans la
structure, mais devrait étre reliée a la partie endurée en rouge.
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Ces enzymes possedent toutes un groupement héradeda site actif qui va étre le
principal donneur d'électrons (grace a son atom&eijedans les réactions d'oxydations. Ce
cofacteur est lié a I'enzyme par une liaison derdination avec un atome de soufre d'une
cystéine, ainsi que par des interactions ionigliestes les enzymes de type cytochrome P450
utilisent de maniere générale un donneur d'élestrexterne pour finaliser la réaction
(cytochrome P450 réductase possédant en son seimotécule de NADPH réalisant le
transfert d'électrons [58]). La réaction fait imemir I'atome de fer au centre du groupement

héeme.

A ce jour, plus de 60 structures de cytochromesORsht été cristallisées et résolues,
la plupart issues du corps humain et des bact¢ri@s Malheureusement, la structure
cristallographique associée a la flavonoide-3'-byglase est manquante. Son réle n'est
pourtant pas a négliger : au dela de la catalyda dé&action d'hydroxylation du cycle B des
flavonoides, elle participerait a la stabilisatidlun possible métabolon en jouant le role

d'ancre a la membrane.

IV) Apport de précédentes études théoriques a Ia

compréhension de la biosynthése des flavonoides.

Le travail présenté ici consiste donc en I'étudecds trois enzymes (DFR,LAR et
F3'H), afin de proposer un premier modéle d'un bwdtan réduit. L'objectif est de
comprendre quels sont les mécanismes mis en jeudés phénomeénes associés, comme par
exemple le processus de "substrate channeling"r Rela, I'utilisation de méthodes
théoriques permet d'apporter un nouvel éclairagecss points difficiles a appréhender
expérimentalement. L'application de méthodes deniehiet de biochimie théoriques a par
ailleurs déja permis l'explication de plusieurs rpiréenes associés a la biosynthese des

flavonoides.

La diversité des méthodes de chimie théorique taxiss (chimie quantique,
modélisation moléculaire, méthodes hybrides...)mgerde traiter et de comprendre de
nombreux aspects de la biosynthése, que ce shitd'é'intermédiaires biosynthétiques,
I'étude des enzymes ou encore leur réactivité. aoadre de la biosynthése des flavonoides,
certaines enzymes ont fait I'objet d'études thé&esqsur lesquelles nous nous sommes
appuyées pour établir nos hypothéses de travad. méthodes les plus utilisées sont les

protocoles de reconstruction par homologie, afobtd'nir des structures non cristallisées et
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les calculs de chimie quantique et/ou de type kigb@M/MM afin d'étudier la réactivité et

les mécanismes enzymatiques.

En ce qui concerne CHI, de nombreuses études is&qars ont été réalisées sur la
réaction enzymatique. L'enzyme, cristallisée en0208r I'équipe de Jezt al. [80], catalyse
un réarrangement interne stéréospécifique de lata pour former les 2S-flavanones (cf
Figure 3). Ce réarrangement constitue un mécansmele a étudier car il ne fait pas
intervenir de cofacteur, seulement I'enzyme etdéénule [81]. Ainsi, ce type de réaction est
une étude de choix pour l'application de différenteéories associées aux mécanismes
enzymatiques : la théorie du NAC (Near-attack conér [82]) et la théorie de I'état de
transition. Dans I'étude de Ruiz-Perngd al. [83], les auteurs ont montré, par l'utilisation de
protocoles hybrides QM/MM, que l'enzyme favorisdét maniere intéressante uniguement
l'isomérisation des composés S-trans des chalcapgssont les moins stables en milieu
agueux d'apres leurs calculs. lls démontrent égalerque I'enzyme diminue de maniére
importante la barriére énergétique associée avarggement du substrat par la stabilisation de
I'atome de carbone C2 qui, portant une chargidurant la réaction, se verra étre stabilisé par
interaction avec la lysine 97 du site actif. Pasude, cette équipe a publié une nouvelle étude
sur le mécanisme et notamment sur les effets éktatiques de I'environnement sur la
réaction [84]. La nouveauté provient de la prisecempte du potentiel électrostatique crée
par I'environnement sur le nucléophile en tant cp@donnée de réaction. Cela a permis de
démontrer que l'enzyme posséde des caractéristigleesrostatigues optimales pour le

déroulement du réarrangement de Claisen.

Le mécanisme des enzymes 2-oxoglutarate dépendanteme I'ANS, a été
grandement étudié dans le domaine de la chimietiguan Le mécanisme de la réaction,
faisant intervenir un oxoglutarate mais égalemenion Fé*, reste un sujet de débat [85, 86].
Les possibilités sont nombreuses et |'oxydatioladeolécule peut étre réalisée sur I'atome de
carbone C3 ou C4. En 2006, une étude théoriqueattajihaet al.[87] montre a l'aide de
meéthodes de chimie quantique (niveau de calcul B3BY21G**) que l'oxydation se fera
préférentiellement sur I'atome de carbone C4, m&nes deux hypothéses sont possibles. Par
ailleurs, I'état de spin du fer sera quintet et trgotet. L'oxydation sur I'atome de carbone C4
induit la formation de la dihydroquercetine a padée la leucocyanidine (le substrat de
I'ANS). Cela constitue une réaction différente dedauoi on s'attendait. Il est ainsi démontré
gue la formation des pigments des plantes, lesoapdmidines, ne sont qu'une réaction

secondaire de I'ANS qui catalyse la formation de(D#t maniere majoritaire. Ces derniers
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peuvent a nouveau réagir, selon un deuxieme cytdytique, pour donner des flavonols et

notamment la quercétine.

La quercétine est le membre le plus prédominara demille des flavonols, ce qui en
fait un parfait cas d'étude de la solubilité daecéamille. Chebil et al.[88] ont calculé les
propriétés de solubilité de la molécule dans diifés solvants. La méthodologie développée,
utilisant des calculs d'énergie libre avec prise cempte des effets d'empilement des
molécules, permet de déterminer de maniere préesseolubilités dans différents solvants.
Ici, les valeurs obtenues par ces calculs sonfpii@éshes des valeurs expérimentales, validant
ainsi le protocole et permettant de pouvoir I'séiti dans le but de prédire la solubilité dans

des cas plus complexes.

Le mécanisme d'oxygénolyse de la quercétine ede®gnt une réaction d'intérét de
par la nature de la dioxygénase utilisée. En eHeaguercétine 2,3-dioxygénase, cristallisée en
2002, est la seule représentante de cette familgpgssede un atome de cuivre comme
cofacteur [89, 90]. Généralement, les dioxygénaeessedent un atome de fer, parfois un
atome de manganése ou de magnésium. Deux étudsanities méthodes de chimie
guantique proposent une description du mécanisn@udei et al. proposent [91],via
['utilisation d'un modéle simplifié de I'enzyme, mécanisme passant par une cycloaddition
de type 1,3, méme si la réaction de type 1,2 gsiramment facilitée. Cependant, la position
nécessaire a la réalisation de cette derniére plesnue ni par le docking réalisé, ni
expérimentalement. Siegbahn poursuit ce travail lgtmde du mécanisme complet de la
guercetin 2,3-dioxygenase par le biais de méthatkestype DFT, permettant ainsi la

résolution du mécanisme enzymatique [92].

Les propriétés antioxydantes et antiradicalaitastd'intérét principal des flavonoides
et des polyphénols en général, la recherche sunméaanisme d'action est tres active [34, 93-
95]. Ces travaux démontrent le potentiel anti raldice de différentes molécules (daidzein
comme isoflavone, quercétine pour les flavonolsisebrientine pour les flavones), par
l'utilisation de diverses méthodes comme [I'étuderbidales frontieres, le potentiel
électrostatique, ainsi que la réaction avec degaad OH. Concernant le daidzein, I'étude
utilise la dynamique réactionnelle par méthode QM/fin de prendre en compte les effets

du solvant sur les propriétés anti-radicalaires.

Pour la chalcone synthase, de nombreux travaugténtealisés afin d'en étudier tous

les aspects. Au dela des études cristallographidégs citées auparavant [37, 38], qui ont
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permis une proposition de mécanisme associé armaatmn des chalcones, une étude de
modélisation par homologie de différents mutants lémzyme CHS de l'organisme
Arabidopsis thalianaa été réalisée [96]. Les auteurs tentent de pespose explication
rationnelle sur I'impact des mutations sur la stmecde I'enzyme par la modélisation de ces
différents mutants. Méme si elles se situent lairsite actif, elles ont un réle important sur la
structuration de ce dernier. Dans certains casyutation (par exemple W174P; tryptophane
en proline) permet d'éviter une accumulation deoit@ides dans le site actif, alors que cette
mutation ne concerne pas directement cette pamiel'ahzyme. Cela montre que le
réarrangement structural, induit par cette mutatem est la cause. A ce jour, rien n'a été
réalisé sur I'étude mécanistique de I'enzyme arphas propositions données par la structure
cristallographique de CHS.

Au vu de l'importance de la famille des SDR, denhreuses études ont été réalisées,
notamment sur la triade catalytigue de cette famiDes études de reconstruction par
homologie couplées a de la mutagénése dirigee déembrie rdle important de la triade
catalytique pour l'interaction du substrat aveoszijgne mais également dans la réactivité de
celle-ci [97]. Une autre étude de Gaatial. [67] montre par des simulations de dynamique
moléculaire couplées a des calculs de docking gugsine reste de maniére constante sous
forme protonnée. La tyrosine peut, quand a ellstexsous la forme tyrosinate (pKa diminué
par la présence de la lysine), permettant de pespds nouvelles hypothéses pour la
conception de nouveaux inhibiteurs pour les SDRe@dant, la sérine ne joue que le rdle de
stabilisation du substrat par liaison hydrogene.

Les flavonols sont obtenus grace a l'action deyme flavonol synthase (FLS). Les
laboratoires de génétique se sont beaucoup iné&réssette enzyme. Notamment, Fujimoto
et al. utilisent, en complément des analyses des gengasntda FLS, des méthodes de
modélisation par homologie afin de reconstruiretecegnzyme a partir de la structure
cristallographique de I'anthocyanidine synthageatiidopsis thaliand98]. Il apparait que le
génome de cet organisme peut coder 5 types de FiéBedtes, mais seulement une seule
d'entre elles posseéde des propriétés catalytifiese basant sur les séquences des différentes
FLS, la partie en N-terminale constituée de 30 exidminés est retrouvée dans la FLS
catalytigue et dans toutes les dioxygénases peEsa@ansArabidopsis thalianamais n'est
pas identifiee dans les autres FLS. La reconstmigiar homologie montre que la structure
globale des cinq types de FLS est pratiquementiglesn (RMSd faible) mais des différences

substantielles apparaissent, notamment sur ledusioordinant le métal nécessaire a la
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réaction (ASP 222 et HIS 220). Nous pouvons rena@rgqgalement que la partie-terminale
doit jouer un rdle important dans la réactivité saelle est tronquée, la FLS catalytique
ses propriétés réactives. Ceci peut expliquer pmirgs autres types de FLS ne peuvent

étre réactives, ne possétipas cette partie de 30 acides ami

Les études théoriques permettent donc d'aboraagporter des precisions, voire
réporses sur tous les aspects des flavonoides, degenpsétés intrinseques a leur voie
biosynthése. Cependant, I'étude des complexes rsaf@reulairs reste encore a effect.
Une étude récentpropose un premier mole de métabolon quest impliqué dans la
biosynthese du dhurrin, umembre de glucosides cyanogeniquéeprésenté sur IFigure
20).

OH

[ o
HO {0 j
HO O 5

OH

OH

ZED-—<

Figure 20: Structure de la molécule de Dhurrin.

Ces molécules sont impliguées dans mécanismes de défense de la plante lorsque
derniere est attaquée [98 plusieurs preuves expérimentales mnt que la bosynthese de
cette molécule passe par la formation d'un bolon [100]. Jenseat al.ont ainsi proposeé u
premer modele d'un métabolon impliqué dans cette bib&ge ar I'utilisation des méthod
de reconstruatin par homologi{101]. Trois enzymesdeux de types cytochron P450 et
une réductase ont étéeconstruites suivant des structures similairesa désolues. E
identifiant les résidusteragissar avec la membrands ont pu positionner les deux enzyn
de type CYP. Puis, en se basant sur des analysagfdee et de potentiel électrostatique,
auteurs proposent un modele d'interaction entrecigechroms et la réductase. Ce

constitue une premiere incursion dans I'étude strale d'un complexe supramolécula

Cela étant, aucune étude a ce jour n'a été publiéde métabolon associé a
biosynthese des flavonoides. L'utilisation de mé#isathériqgues,comme es simulations de
dynamique moléculairag)'a jamais été réalie a ce joursur ce type de comple. Le travalil
présenté ici consiste donc en la proposition dhemper modele de métabolon impliqué d
la biosynthese dees composés anticdants au sein de I'organisiéis vinifere. Ce dernier
impliquera les enzymes DILAR-F3'H et la membrane du réticulum endoplasmi

permettant ainsi I'étude de tous les avantageg®ffar sa formation. Les différents aspec
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propriétés intrinséques a ce complexe seront &ymdiele biais de I'application de différentes
méthodes avancées constituant I'état de l'art dass domaines abordés (réactivité
enzymatique, interaction protéine-protéine, "swstrchanneling”, interaction protéine-

membrane).
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De par sa constitution impliqguant de nombreux graires biologiques tels que
substrats, cofacteurs, enzymes, membrane cellulaira métabolon se révéle étre une
machinerie moléculaire complexe ne pouvant étreéligék par un seul type de protocole
théorique. Dans cette premiere étude de ce typstrdeture, qui se veut avant tout étre
exploratoire, nous allons analyser les difféerentasettes de la reconstruction et du
comportement dynamique d'un tel systéme multiensigoa impliqué dans la biosynthese
des flavonoides. Les protocoles employés et ladtaés analysés seront développés dans les
différents chapitres de ce manuscrit. Afin de pauappréhender de maniére complete ce

complexe, nous devons analyser plusieurs pointsairk, notamment :

les interactions entre protéines et membrane
les interactions entre différentes protéines

les mécanismes d'entrée-sorties des composés

P w0 nh P

la réactivité associée aux enzymes

1) L'ancrage a la membrane de ce systéeme multiesiiyue est fortement dépendant
de l'interaction de I'un de ses composants aveetdécules constituant la double couche
lipidique. Cet ancrage permet de définir une pfacea une des protéines. Ainsi, I'association
d'une autre enzyme ne sera fonction que de lasibifiude cette derniére, en considérant en
premiere approximation une membrane fixe. Lors 'desbciation des autres enzymes, un
deuxiéme effet d'intérét pourrait intervenir. Eriegefil est possible que les enzymes non-
ancrées puissent montrer une zone d'affinité fasec la membrane lipidique, par des
interactions en surface. L'association pourraitsaitre considérée selon une interaction a
trois corps et plus simplement comme un "simpleihage protéine/protéine. Nous devons
donc prédire si ces entités se lient a la surfagielique. Pour cela, le serveur OPM
(orientation of protein in membrane) peut nous dwonguelques clés afin d'anticiper la
position de I'enzyme considérée (en surface oucaur de la membrane en cas de protéine
transmembranaire) [102]. Bien que la structurertre@hsionnelle de I'enzyme F3'H ne soit pas
connue, il est possible d'en proposer une a l'@ideprotocole de reconstruction par
homologie. En se basant sur les structures deslogimes P450 déja existantes, et dont
l'alignement entre séquences primaires présente tdes didentité et d’homologie
satisfaisants, le logiciel MODELLER [103] permet deeonstruire la structure de I'enzyme
considérée. Apres vérification de la pertinenceladstructure, celle-ci est validée comme
étant utilisable pour la prédiction de linteranti@avec la membrane. Ces modéles en
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interaction devront étre soumis a des protocoledyti@mique moléculaire afin d'en estimer

la stabilité et de pouvoir en tirer un mode d'iate¢ion privilégié.

2) Les interactions entre protéines constituempioiat central de I'étude du métabolon.
La prédiction des structures multiprotéiques esteéfet cruciale pour la pertinence de
l'analyse des phénoménes de "substrate channetjugimplique que les molécules suivent
un chemin établi entre les sites actifs sans aaasubir de long processus diffusifs dans
I'espace cytosolique. Ces complexes multienzymesiqant été obtenus par I'application du
protocole ATTRACT [104-106]. Dans ce protocole, airamp de force de type knowledge-
based potential est utilisé. Il a été développélalrase d'une représentation gros grain des
acides aminés des protéines et, en plus de peenugitr diminution du temps de calcul, méne
a des familles de solutions clairement différersi@a fonction de leurs caractéristiques
d'interaction. En résumé, il permet de rejeter plagement les solutions menant a de faibles
energies de stabilisation ou a des interactionavdéables. Plus de 10000 structures peuvent
étre ainsi générées. Malgré tout ici, nous ne posvoaser notre recherche que sur les
résultats obtenus par ce protocole. En effet, ssrmartons du postulat que les enzymes en
interaction doivent permettre une diffusion aisés dubstrats/produits d'un site actif au
suivant, il est alors nécessaire d'inclure cettetramte dans le choix final de la structure
protéine/protéine. Afin de biaiser au minimum nb®ig, deux types de procédures ont été
utilisées et comparées : une analyse énergétitpst,ecdire les meilleures poses de docking,
suivie par un raffinement structural (recherchesdieitions préservant une proximité spatiale
des sites actifs) ou, a l'inverse, la productionsttacture de docking en excluant certaines
zones d'interaction, suivie cette fois-ci, d'un ighbasé sur une analyse énergétique.
L'application de protocole de dynamique moléculate ces structures hypothétiques a
permis d'en tester la stabilité et, au final, deveoger vers une structure compatible a la fois
avec une interaction forte et des probabilitésitfasion de molécules.

3) Des lors, la caractérisation des voies d'aecessites actifs devient un élément
central de la définition de ces interactions prafrotéine. Elle a été réalisée par
l'application de la méthode du RAMD (Random acedien molecular dynamic [107]). Le
principe est d'appliquer sur le substrat une acatidd aléatoire dans une direction de
l'espace, le but étant de le forcer a quitter ssitipa initiale pour explorer de nouvelles
conformations. L'intérét principal est de partur@ structure dans laquelle le substrat est dans
le site actif, puis de lui appliquer l'accélératiaiin de détecter quel chemin il suit afin de

sortir du cceur de l'enzyme. Il est alors possibigudier les voies de diffusion des
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~

produits/substrats d'un site actif a l'autre. Paala, la méthode de choix serait
d'échantillonner le comportement de ceux-ci le lodigne trajectoire de dynamique
moléculaire suffisamment longue pour que le trahsfeit effectif. Hélas, ces simulations
sont relativement colteuses en temps de calcul powemps simulé effectif "relativement”
court. Ces diffusions sont dépendantes de nombfacteurs. On peut noter parmi eux
l'implication de molécules d'eau qui viendraienttpder les interactions substrat/enzyme
mais aussi, a une autre échelle, les processusté@lpues appliqués a chaque enzyme et
découlant de leurs interactions réciproques. Celanet d'obtenir des informations sur le

profil énergétique lié au chemin considéré.

4) Enfin, il est intéressant de se pencher suédativité de chacune de ces enzymes.
Chacune d'entre elles catalyse une réaction quedtipropre et cette réaction peut étre
modulée par son interaction avec les autres enzyOreparle alors d'effets allostériques. En
effet, l'interaction d'une protéine avec une apgst provoquer des changements structuraux
globaux et locaux, légers ou importants, et quivpat alors modifier I'architecture du site

actif de I'enzyme considérée.

Comparé a une réaction se déroulant dans un naijeeux par exemple, le site actif
enzymatique constitue un milieu propice aux réastichimiques. En effet, la mise en contact
des différents protagonistes, ainsi que les efildstrostatiques, dynamiques et stériques de
I'environnement de la protéine, induisent de grandedifications sur le déroulement de la
réaction. C'est pourquoi la prise en compte deotalité de ces effets est nécessaire pour
réaliser une étude pertinente d'une réaction enttgquega A ce titre, la mécanique quantique
ne peut prétendre a une étude pertinente de ce genréaction, car la prise en compte d'un
tres grand nombre d'atomes rendra impossible lesaéan du calcul dans des échelles de
temps acceptables. La mécanique et la dynamiquécuiaire, quant a elles, sont capables de
permettre la modélisation de systemes biologiqumigers, mais ne décrivent pas la densité
électronique associée, et donc ne permettent pagloe I'étude de la réactivité de I'enzyme.
Nous devons donc utiliser des méthodes hybridesyde DM-QM/MM, qui sont des
meéthodes a I'état de I'art pour lI'analyse de latindg enzymatique. Ces derniéres allient la
prise en compte d'une partie quantique pour perened réaction, entourée d'un
environnement traité en meécanique classique afincaesidérer linfluence du milieu

enzymatique ainsi que le caractére dynamique assocsysteme [108].
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Dans notre étude, la dihydroflavo-4-reductase joue le rdle cpivot dans notre
métabolon réduit a 3 enzymes. Nous allons doncrebsk diffusion de molécules a paide
F3'H vers DFR, puis la diffusion du produit de éaction de cette derniere vers LAR. L'éti
du mécanisme enzymatique lie a DFR est donc prilergpour assurer la continuité
I'étude et de I'histoire associée a cette port®madbiosynthese dedlavonoides. L'ensemb
de ce travail permet ainsi d'appréhender tous henh@ménes associés a la formation
métabolon. La Figure 2Esume de maniere schématique I'ensemble des dtfidesiées su

nos trois systemes.

Docking prot/prot Docking prot/prot
F3’H mmm——) DFR mm——) LAR
/ \ Diffusion (MD)/ \ Diffusion (MDY N\

-Reconstruction -Ftude structurale -Reconstruction partie
tridimensionnelle (DM} manguante
{Homology modeling) {Homology modeling)

-Interaction
-Interaction enzyme/substrat -Ftude structurale
enzyme/substrat et {DHQ vs DHK} (DM et ({DM)
enzyme/heme MM-GBSA)

DHQ Lce
Sortie F3'H Entrée DFR DHQ/LCC Sortie DFR Entrée LAR  LCC (substrat)

DHQ(pdt) “ramp) T—=  mp)  catalyse (MpusramMD) T ovp)

-Inhibition de DFR par -Interaction
-Prédiction interaction DHQ enzyme/substrat (LCC)
F3’H/membrane -Spécialiste DHQ/DHK (DM}
(OPM,CHARMM]) {DM, MM-GBSA}

-Catalyse

enzymatique, DHQ vs

DHK vs mutant

{QM/MM MD couplée

uUs)

i

Docking Prot/membrane

Figure 21: Schéma récapitulant I'ensemble du travail effecté sur cette portion de le

biosynthése.

Ce document résume l'intégralité des travaux ®sligour I'étude du métabol
composé des enzymes DFR, LAR et F Aprés une présentation des différentes méth
utilisées pour la réalisation de ce projet, unenpeee partiedécrivantla préparation des
différentes enzymes sera présentée. Les résuttatemant la réactivité de I'enzyme cent
de notre métabolgFR, seront ensuimis en valeur dans une deuxiéme partie. Le trois
chapitre de ce manuscrit sera consacré a la petgentles premiers complexes [-LAR,

ainsi que la caractérisation du phénomene de ''sibsthannelin¢. Dans une derniere pee
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seront présentés nos résultats sur les interactiaine F3'H et la membrane cytosolique, ainsi
gue nos premiers modéles de métabolon a 3 corpn Bne derniére partie annexe
présentera un modeéle expliquant un phénomene hilioim par exces de substrat associée a

'enzyme DFR.
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Comme indiqué précédemment, I'étude de tous |escts caractérisant une structure
telle que le métabolon requiert l'utilisation dlange éventail de méthodes théoriques. Nous
aborderons ici une description des méthodes wgipdur la réalisation de ce travail.

I) Modélisation Moléculaire

Basée sur les principes de la mécanique classigudlewton, l'application de la
mécanique moléculaire permet de représenter ugragsa I'échelle atomique et d'en calculer
I'énergie. Réaliser ce calcul pour différentes oconftions de la structure considérée permet
de caractériser différents points de la surfaceedifie potentielle associée au systéme.
Chaque point de la surface est donc associé arobahplité d'échantillonnage, ce qui induit
la création d'une statistique de rencontre desocorations du systéme. Cette méthode de
calcul se base sur la sommation de difféerents temhest tres utilisée pour la description de
systemes de taille importante, excédant le mitlfatomes [109, 110]. Dans ce paradigme,
I'énergie potentielle d'un systéme est donnéegpaaldtion suivante :

Epotentietie = Eiige + Enonuige  (Equation 1)
avec
Ej¢e = Eliaison + Eangte + Eaizare  (Equation 2)
et

Enon liée = Lélectrostatique + EvdW (Equation 3)

Les termes d'énergie "liée" correspondent auxributions des liaisons, angles et
angles diedres. Les atomes sont considérés comsnsptieéres non déformables, possédant
une charge et un rayon de van der Waals. Les tigigpi relient les atomes, ainsi que les
angles associés, sont représentés par des patendghoniques. Les angles diédres sont
guand a eux modélisés par une fonction sinusoidaiggermet la caractérisation de tous les

états pouvant étre échantillonnés par une torssoredype d'angle.
Eligison = k (x — xeq)z (Equation 4)

Eangie = k(0 — Heq)z (Equation 5)

Vn - Z .
Eqieare == (1 + cos[igp —y]) (Equation 6)
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Eiiaison, Eangle€t Ediedare représentent les énergies de déformations destisiet angles
considérés et de la rotation de l'angle diedreespndant. & et 0eq sont respectivement la
distance a I'équilibre et I'angle a I'équilibre limpant les atomes considérés. La constante de
force du potentiel est donnée par la valeur derkd&ns le cas de I'angle diedre). Plus celle-ci
est élevée, plus la liaison (ou l'angle) que reprtesce potentiel sera forte, impliquant une
augmentation drastique de I'énergie en cas d'é@aignt de la valeur d'équilibre. Pour I'angle
diedre,p représente la valeur de I'angle diédre tandisyqeprésente la phase de I'angle.

Pour maitriser I'ensemble de la physique du systda prise en compte de termes
d'énergie "non liée" est nécessaire afin de reptésées interactions entre atomes éloignés. Il
s'agit de l'interaction électrostatique et lesratBons de Van der Waals.

i
qi4q;
Sdij

Eélectrostatique
j>i
(Equation 7)

L'énergie électrostatique est calculée selon uanpiel de Coulomb, et est reliée a la
constante diélectrique du milieu. Dans cette éqoati et j représentent deux atomes de
charge respective gt g, séparés par une distange d

o 12 o 6
han= 3 () - (@)
i<j
(Equation 8)

Cette relation prend en compte les interactiortseeatomes séparés de 3 liaisons
minimum, ainsi que les interactions entre atomesligs. || permet de prendre en compte les
interactions faibles dipOles-dipOles permanentanflam), dipbles-dipdles induits (Debye) et
dipéles induits-dipbles induits (Keesom), qui satitactives et représentées par le terme en
puissance 6, ainsi que les termes répulsifs etdraes, décrits par le terme en puissance 12.

ajj représente la distance a I'équilibre entre lex déames i et j.

Les parametres nécessaires a l'utilisation dee cetéthode ont été déterminés
expérimentalement (par spectroscopie RX par exemple par des calculs de chimie
guantique, et sont répertoriés dans un champ de.fdrexiste un grand nombre de champs
de force (AMBER, CHARMM, Matrtini...), qui sont ulables selon la nature du systeme que

I'on étudie. Dans notre cas de figure, le champodee AMBER (plus particulierement le
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champ de force ff03.r1) [111, 112], qui s'appliqux molécules d'intéréts biologiques, a été
utilisé pour cette étude.

|.1) Minimisation d'énergie

L'étape de minimisation de I'énergie potentiellexadysteme est cruciale dans le cadre
de la préparation du modele pour les simulationslydemique moléculaire. Elle permet de
corriger les défauts des structures initiales, mgaement d'adapter le systeme au champ de
force, et ainsi de trouver le minimum de la nowsllirface d'énergie potentielle associée a la
meéthode utilisée. Le point de départ d'un modélgose sur l'existence de structures
cristallographiques (obtenues avec la cristalloigi@par rayons X ou par RMN), ou obtenue
par des protocoles de reconstruction par homoldgée minimisation étant un processus
différent de la simulation de dynamique moléculagtans lequel chaque point est décorréle

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

La surface d'énergie potentielle représente le éntre I'énergie du systéeme et sa
géométrie. Le principe général d'une minimisatish de modifier la géométrie du systeme
(par déplacement d'atomes par exemple) afin quiegger puisse se déplacer sur la surface
d'énergie et se retrouver dans un puits de potemtaur cela, la dérivée de I'énergie est
calculée afin de déterminer la pente de la surfédesi, nous pouvons trouver quelle
direction suivre pour diminuer I'énergie potenéeadlu systeme, de facon a se retrouver dans le
puits d'énergie le plus proche. La Figure 22 reprtessde maniere schématique le principe de
la minimisation. Différents algorithmes existenup@ermettre la minimisation de I'énergie :

la méthode de la plus grande pente (Steepest-dgstdésm méthode du gradient conjugué.

geometry

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 a rechercher la direcegoplus grande pente selon laquelle la
fonction E(X) représentant I'énergie décroit lssdlurtement. La direction de recherched3t

donnée par I'opposé du signe du gradient de I'éaerg
Bk = —Vﬁ(rk) (Equation 9)

Le pasa, définissant I'écart entre deux calculs, est @jpsur chaque itération, et sera
augmenté si la direction est accompagnée d'unendiimn de I'énergie, diminué dans le cas
contraire. Chaque direction calculée pour s'apgodh minimum d'énergie est orthogonale a

la précédente. Le nouveau vecteur coordonmggest calculé en utilisant le vecteur

coordonnéd, de I'étape précédente, dg ainsi que de la direction de recherdﬁ,@:
I, =f+aD, (Equation 10)

Cet algorithme a le mérite d’étre rapide et pelte&ax en mémoire. Néanmoins, il
rencontre des problemes de convergence lors derdape d'un minimum ou des oscillations

de géométrie autour du minimum d'énergie peuvems apparaitre.

I.1.b) Gradients conjugués

Cette autre méthode prend en compte les étapegdemdtes afin de définir plus
précisément la direction de recherfne Cette direction est calculée en tenant comptia de
direction D, , en utilisant la relation suivante :

— T —

Dy = -VE(m) + — = k-1
VE (1y-1)". VE (1y-1)

(Equation 11)

L’intérét de cet algorithme (algorithme de FletcReeves qui est utilisé dans
AMBER[113]) est d’éviter une oscillation de la géétnie du systeme autour de celle associée
au minimum d'énergie. Il permet également d’aceélé&x convergence puisque la direction
est ajustée a chaque cycle, afin d'optimiser ldhebhe du minimum d'énergie. Cet
algorithme présente deux principaux inconvéniemtsut d'abord, il est peu efficace pour
éliminer les défauts structuraux comme des contatie atomes. D’autre part, la méthode

des gradients conjugués posséde un effet mémoiperiamnt (chaque nouvelle direction
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dépend de toutes les anciennes), ce qui impligeesgla structure initiale posséde beaucoup
de défauts, le résultat n'en sera que moins fidblest préférable donc de ne pas utiliser
uniguement cette technique pour la recherche d'immum. De maniére générale, une
combinaison de la méthode du Steepest-Descentdafdeterminer rapidement la direction a
prendre, avec la méthode du gradient conjuguéutdsée pour trouver de maniére plus
précise la structure correspondant au minimum dmdocal le plus proche de la structure

initiale de la surface d'énergie potentielle.

|.2) Dynamique Moléculaire

La simulation de dynamique moléculaire est unlauti permet I'étude de I'évolution
du comportement dynamique de systéemes en fonctiderdps. Cette méthode peut jouer un
réle prédictif sur de nombreux phénomenes (intemactigand-récepteur, diffusion de
molécules, formation de structures biologiques dewrgs, etc...). Elle obéit a la loi de
Boltzmann, ce qui implique que les états de hantrgie sont difficilement échantillonnés.
Cela signifie que les changements de conformat®mpdgssage d'un puits de potentiel a un
autre) sont rarement observés (ils sont d'aillaprelés "événements rares”). Le seul moyen
d'augmenter la probabilité d'observer ces tramstiest d'allonger autant que faire se peut le

calcul, d'ou l'intérét de réaliser de longues satiohs.

Le caractere probabilistique des calculs de dygaenmoléculaire permet I'application
de I'nypothese ergodique. Cette hypothese stipulleng grandeur obtenue par simulation de
dynamigue moléculaire (découlant donc d'une moyetmkun échantillonnage suffisamment
long des conformations d'un seul représentant dtesye) est comparable a une valeur
moyennée de cette grandeur sur un grand nombivitin obtenue de maniére instantanée.
Il nous est donc possible de déterminer, en plusaiuportement dynamique, des criteres
supplémentaires comme des énergies d'interactios ldacas d'un complexe ligand-récepteur,
et de les comparer directement a l'expérience.

Le systeme étant défini par la mécanique classidae simulation de son
comportement dynamique est assurée par l'applicdéola deuxiéme loi de Newton pour le
déplacement des atomes. La seconde loi de Newlienaesomme des forces appliquées sur

le systéme a son accélération.
YF=md (Equation 12)
Sachant que les forces appliqguées sur le systemte diectement liées au gradient de

I'énergie calculé précédemment :
62



Méthodologie

F=-V Esysteme (Equation 13)

Dans les simulations de dynamique moléculaireet@e du systeme est la somme de
I'énergie potentielle (calculée par les équatiomécgdemment citées de modélisation

moléculaire) et de I'énergie cinétique des atomes.

Esystéme = Lypotentielle + Ecinétique (Equation 14)

On peut ainsi réécrire I'Equation 12 comme suit:

. dEsystéme - m. dzri
dTi t dtz
(Equation 15)

Cette transformation de la seconde loi permetdlierria dérivée de I'énergie du
systeme a ses coordonnées. Cette équation peuntégese afin de calculer en chaque point
de la simulation les nouvelles coordonnées et aainstainsi une évolution du comportement
dynamique du systeme. L'intégration de la loi devide repose sur l'utilisation du théoréme
de Taylor, qui permet d'approximer la dérivée diometion a un polynéme.

(trd)=r () () a+a() o+

2
v(t+6t) = v(1) + a( ) t+ b t)%+ M (Equation 16)

a(t+at)=a()+ b() ot o &+
L'intégration nécessitant la définition d'un intdte entre deux valeurs, on définit le
pas d'intégratiot comme étant I'écart entre la valeur initiale @ups t et la valeur au temps
tl (égale a t 6t). Le principe est donc de calculer les coordoaraetemps t, puis d'utiliser
un algorithme pour calculer la nouvelle positiontamps t+ét, ainsi que les vitesses des
différents atomes, jusqu'a l'obtention du temps sitaulation voulu. Différents types
d'algorithmes peuvent étre utilisés afin d'autoseatilintégration de la seconde loi de

Newton. Les deux plus utilisés sont présentés i@sap

1.2.a) Algorithme de Verlet

Cet algorithme prend en compte les positions @tlacations aux temps tdt et t pour

calculer les positions au temps dt+

63



Méthodologie

2
Ft+d)=r () +v(t)t+a(t) 2
2 (Equation 17)

r(t-a)=r () v a+a()

En additionnant les deux équations, on obtiensdbposition au temps tét :
r(t+5t):2r(t)—r( —d)+a(t)d2 (Equation 18)
L’algorithme de Verlet n'utilise donc pas les g$es pour calculer les nouvelles

positions. C'est une méthode extrémement stablieegjuréversible, qui ne nécessite pas
d’'importantes ressources de mémoire et procurempg de calcul rapide.

1.2.b) Algorithme Leapfrog

Le principe de cet algorithme est de diviser le ggagégration par deux, cela afin d'étre plus
précis dans le calcul des nouvelles coordonnéesyvitesses sont calculées au temps ot Y2

et utilisées pour calculer les positions au tempstt

r(t) :r(t +g—gj:r (t +§j—v(t +§j§
2 2 2 2) 2

r(t+at) :r(t +§+§J:r (t +§J+V (t +§jﬁ
2 2 2 2) 2

(Equation 19)

En soustrayant les deux équations on obtient 8éxgression de la position au temps dt+

r(t+at)=r(t)+v (t +%j5t (Equation 20)

Les vitesses au temps t ®fsont calculées selon la partir des valeurs desses au temps

t - V20t et des accélérations au temps t :

v(t +%j = v(t—%t] +a(t)ot (Equation 21)

De la méme maniere que l'algorithme de Verlegdathme Leapfrog présente les propriétés

de réversibilité et de stabilité. De plus, il petrd@pporter de la précision dans le calcul des
positions par l'utilisation de pas d'intégrationgpetits mais peut entrainer en contrepartie
une perte de la corrélation entre les positionke®tvitesses, donc des divergences dans le

calcul. Cet algorithme est celui que nous avorisétavec la suite de logiciel AMBER.
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1.2.c) Pas d'intégration

Les calculs ne pouvant étre effectués de manarerue, il faut intégrer I'équation du
mouvement de maniere réguliere durant un intenddléempst. Cette variable s'appelle le
pas d'intégration. Si cet intervalle de temps &gt grand, le temps de simulation final sera
trés grand, mais l'accumulation d'erreurs suljrdation sera proportionnelle au nombre total
d'étapes d'intégration de la loi de Newton. La ra@es prédiction des nouvelles positions
peut étre telle que deux atomes peuvent occuperéime position au méme moment. Si
l'intervalle est trop petit, la précision sera glansur chaque calcul et donc sur chaque
nouvelle position, mais le nombre de calculs se@uboup plus important pour atteindre un
temps de simulation donné, ce qui ne nous permp#sad'échantillonner des évenements
d'intéréts nécessitant une simulation de longueteduNous devons donc trouver le bon

équilibre entre précision et efficacité.

Si nous voulons pouvoir comprendre le comporterdgnamique du systeme, le pas
d'intégration doit étre choisi de fagon a ce queetda physique du systéme puisse étre captée.
Cela implique de pouvoir prendre en compte le mmerd de tous les degrés de liberté du
systeme (angles, liaisons...), notamment les vidrade toutes les liaisons présentes dans le
systeme. Sachant que la fréquence de vibratioraden la plus rapide, celle de la liaison C-
H, est de 1 fs, il faudrait prendre un pas d'iraégn de 0,5 fs afin de pouvoir capter le plus
fidélement possible le comportement de toutes iisohs du systéeme. Dans le cas de
systemes protéiques, un pas de 0,5 fs impliquemaitnombre d'étape trop grand pour
échantillonner des évenements rares, qui peuvisrvanir au bout de plusieurs centaines de
nanosecondes. Afin de pouvoir augmenter le pagidliation pour réaliser des simulations
plus longues, nous approximons que les mouvemensysteme biologique ne sont pas liés
aux vibrations des liaisons X-H (X étant un hétévowe). Pour pouvoir faire ceci,
l'algorithme SHAKE est utilisé afin de figer cesisons. De maniere générale, le pas
d'intégration que l'on choisi est de 2 fs, qui ¢ibus un bon compromis entre un nombre
d'étapes de calcul raisonnable pour obtenir desilatons de longues durées et bonne

précision des étapes d'intégration.

1.2.d) Thermostat de Langevin

Lors de la préparation du systeme, nous avonsueules étapes de minimisation du
systeme, a partir de la structure cristallographictiait nécessaire pour atteindre le puits de
potentiel de la surface d'énergie. Cependant, ténmsation ne prend pas en compte la notion

65



Méthodologie

de température, alors qu'elle est nécessaire @ansirhulations de dynamique moléculaire.
Dans nos calculs, la température est gérée pdrelenbstat de Langevin. Le principe est
d'insérer des atomes fantdbmes dans la simulation,ingluisent des collisions qui vont
permettre la gestion de I'énergie cinétique desmnaé®, donc par conséquent de la température
du systéeme. La friction et la viscosité du milieonts pris en compte dans ce type de

simulation et sont controlés par le coefficienfriteion vy.

I.2.e) Conditions périodiques et Maillage particulaire d'Ewald

Les simulations de dynamique moléculaire ont pbut de proposer un modeéle
permettant d'apporter a des grandeurs expérimentale explication au niveau atomique.
Pour ce faire, nous devons reproduire aussi fidgenque possible les conditions
biologiques. Cela signifie que la phase solvant doe traitée de maniere explicite car elle
joue un réle majeur dans la structuration des eesyfmolécules d'eau cristallographiques
qui permettent la cohésion d'une structure teefjaimais €galement dans les interactions
ligand-récepteur (par exemple des molécules d'eataptes). Afin de prendre en compte ces
effets, nous pouvons utiliser les conditions pégods. Le systéme biologique est placé dans
une boite de solvant qui est répliquée a l'infangl les trois directions de l'espace, simulant
ainsi un milieu biologique. Cela permet d'évitey éfets de bords, ainsi que la dispersion des
molécules d'eau. Si une molécule sort de la belie réapparaitra du coté oppose, permettant
ainsi un nombre de particules constant dans ladenailitaire. Ces concepts sont schématisés
sur la Figure 23.
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Figure 23 Représentation du fonctionnement des conditionsnhites périodiques.
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Pour la considération des interactions interatomsg et au vu du nombre d'atomes
présents dans les systemes qui ne cesse de dlaccrie calcul des interactions
électrostatiques doit étre repensé si nous vouptimiser les temps de calculs. Pour cela, on
utilise la méthode du Maillage Particulaire d'Ewdléarticle Mesh Ewald, PME) qui
différentie les interactions électrostatiques gylemnet a courte distance[114] par l'utilisation
de la sommation d'Ewald. A courte distance (défamisnme inférieure au rayon de troncature
reu, représenté sur la Figure 23), le calcul de Fadgon électrostatique est réalisé de maniere
classique par l'utilisation d'un potentiel de Caonilo A longue distance (supérieure.g@)\le
calcul de cette interaction se fait par une tramséz de Fourrier du potentiel électrostatique
(espace réciproque). Dans cet espace, chaque giargrielle est désormais vue comme une
distribution de charge de forme gaussienne, peamie#tinsi une convergence plus rapide du

calcul de l'interaction a longue distance.

Ee’lectrostatique tot = Ecourte distance + Elongue distance (Equation 22)
avec
i
_ qi9;
Ecourte distance —
. £d;;
j>i
(Equation 23)
et

Elongue distance = Xk Vlr (k)|f)(k)|2 (Equation 24)

Vi etd représentent respectivement la transformée deiEodu potentiel électrostatique et
de la densité de charge. Le choix de ce calculitdgbpermet d'optimiser au maximum le
calcul de cette interaction, qui représente une ges plus chronophages dans un calcul.
D'une facon générale, le rayon de troncature eétdi8 Angstroms, ce qui constitue un bon
compromis entre la description la plus précise iptssgde I'environnement proche et un
maximum d'interactions traitées dans l'espace negije.

Toutes les méthodes présentées précédemmentappiquées pour la réalisation de
ce travail par le biais de la suite de logiciel AEB115], et notamment la version
AMBER12, pour les calculs sur GPU[116].
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|.3) Simulation de type RAMD (Random Acceleration
Molecular Dynamics)

En simulation de dynamique moléculaire, nous dswimuler des échelles de temps
assez longues si nous voulons espérer échantilalese'événements rares”, tels que la sortie
d'un ligand d'une enzyme par exemple. Afin d'auderela probabilité d'échantillonner de
tels phénoménes, nous pouvons diminuer les basr&sociées en introduisant un biais (acce
lerated MD, par exemple) ou en forcant le phénomanse faire, en suivant un biais
représentant une coordonnée de réaction (Umbratigpiing). Cela implique de débiaiser la
simulation en fin de calcul afin d'obtenir des g8 pouvant étre exploités, ce qui peut étre

délicat selon la contrainte choisie.

Pour essayer d'introduire un biais le plus petgsible, Ludemanet al. [107] ont
développé la méthode de REMD (Random Expulsion ekldar Dynamics), appelée par la
suite RAMD (Random Acceleration Molecular Dynamjap)i permet d'introduire une force
artificielle supplémentaire dans le calcul. La ®est appliquée sur le centre de masse de la
molécule choisie, et sa direction est choisie alganent. Cette direction est maintenue
pendant N pas de simulation, permettant ainsi tiellest de maniéere théorique la position que
la molécule doit atteindre en un temps dt, conaaissa vitesse moyenne.

Si le substrat rencontre un partie rigide de ldatéaet ne peut atteindre cette position,
alors la vitesse dans cette direction diminuerayret nouvelle direction du vecteur sera
choisie de maniere aléatoire. Si, au contrairejdtance prévue est atteinte, la direction sera
maintenue pendant encore un temps dt. La simulabotinue ainsi jusqu'a ce qu'un critére
final (ici pris comme étant une distance entre datie de masse du ligand et celui de la
protéine appeléeny) sera atteint. Si la distance est assez élevéeguBnements tels que la
sortie du ligand hors d'une cavité enzymatique peu@tre échantillonnés, et ainsi permettre

la détection de voies d'acces au site actifs deposes.

La force aléatoire appliquée pendant le calculdéginie simplement par I'équation

suivante :
F =kry (Equation 25)

dans laquelle F est la force supplémentaire apfdigk la constante de force gun vecteur

unitaire de direction aléatoire. Trois parametresveht ainsi étre ajustés pendant la
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simulation : la constante de force k , qui consdavenéme valeur pendant la totalité de la
simulation, le nombre d'étapes N au bout desquiglldsection doit étre réévaluée gtrqui
est la distance maximale déterminant la fin deénfaukation.

|.4) Potentiel de force moyenne et Umbrella Sampling

Le potentiel de force moyenne a été développ&pawood en 1935.[117] Pour un
systeme composé de N atomes, cette grandeur estulante de la moyenne des forces de
toutes les configurations n+1...N particules agissamtla particule j en gardant 'ensemble

des particules i-1..n fixes :

exp( - -0V N
—DjV\FI'[ p( 'BV)( J)anlmmN,j:LZ,...n (Equation 26)

[exp(-pv)dq,, (it

Avec,B = 1/kT, —00,w" la moyenne des forces ef le potentiel de force moyenne.

Le protocole d'Umbrella Sampling (US) vise a farcke systéme étudié a
échantillonner les états de haute énergie et derfaildle probabilité en introduisant un terme
énergétique supplémentaire ou biais. Cette méthaxté développée par Torrie et Valleau au
cours des années 70.[118, 119] Sa mise en ceuvke @ugliée par Roux dans les années
90.[120]

La coordonnée de réactigrest divisée en plusieurs fenétres au sein desguelbiais

est un terme énergétique ayouté selon :

Eb(r) = E”(r) +W (f) (Equation 27)

Le terme portant I'exposant b se réfere au terimisdde la simulation et ceux portant

u au terme non biaisé.

En divisant la coordonnée de réaction en plusiéemétres, il est alors possible de
réaliser ces simulations indépendamment les unssaderes. Ce protocole autorise alors

d’échantillonner toute la coordonnée de réacti@deament en utilisant des grilles de calcul.

Afin d'obtenir I'énergie libre associée a la feétr A(E), il est nécessaire de connaitre la

distribution non biaisée du systéme pour cettetfené

_ [exp[=BE(r)]o[ & (r)-&]d'r

P(¢) Jexp[—ﬁE(r)] d'r

(Equation 28)
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Dans le cadre de I'hypothese ergodique, la digiob biaisée selon la coordonnée de

réaction est donnée par :

oI AL
i J'exp{ ,8 (& (r ))]} d'r

Le biais dépend de uniquement de la coordonnéeéaletion, et I'intégration du

(Equation 29)

numeérateur est réalisé par rapport a tous les dedgéliberté excepté la coordonnée de

réaction, on peut alors écrire :

jexp[ ,BE 5[5 (r)-¢]d'r

jexp{ -BLE(r)+w (& ()} d'r

En utilisant I'expression de la probabilité nonisée P il s’ensuit que :

T Jexe{-BLE(r)+w (&(r)) ]} d'r
jexp[—ﬁE(r)] d'r

Iexp[—,BE(r)] exp{ -pw [f(?)}} d'r
jexp[—ﬁE(r)] d'r

R (€)= R (&) exp —Bw(&)]( exif Aw(¢)])

&) =exp[ -Aw(¢

(Equation 30)

P (&)= P°(&)exp[ -Bw(&)

P*(&)=R*(&)exp -Bw(£)]x

(Equation 31)

Cette derniere équation permet de directement lealéi(&) :

A(f):—%ln Fi’b(f)—vy(f)+ F  (Equation 32)

Avec F = —%In <exp[—,[>’vv, (f)]> (Equation 33)

La grandeur AE) est exacte si I'échantillonnage dans la fenéstesaffisant. Si le
calcul est realisé dans une fenétre uniqu®) A¢t définie & une constante pres et Fi peut-étre
choisie arbitrairement. Par contre lorsqu’il estessaire de combiner plusieurs fenétres afin

de reconstruire le profil de A le long de la coordéet, la quantité Fdoit étre déterminée.
exp( <ex;{ pw (& ]>
exp(- jP“ exp{—,ﬁ’w ] &  (Equation 34)
exp( )= exd-B[A()+w ()]} &
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Avec P la distribution non biaisée totale. L'échantill@ye ne permet pas d’obtenir
directement les grandeurs K est alors nécessaire de recourir & des méshdeeésolutions
numériques comme WHAM (Weighted Histogram Analysisthod) afin de retrouver le

potentiel de force moyenne associé a notre sinoni?21, 122].

L’introduction du biais dans la simulation a podowt d’obtenir une distribution

uniforme de I'échantillonnage le long de la coomidm de réaction. ldéalement, il serait

nécessaire de satisfaire la relation suivamg,; = —A(E). Ce qui est impossible en pratique
puisque Af) est la grandeur recherchée.

Pour réaliser un échantillonnage de toutes lesuvaldes, il est possible de découper
la coordonnée de réaction en plusieurs fenétress hacune des fenétres le biais est
introduit pour garder le systéme proche de la valeu Pour les calculs effectués a I'aide du

logiciel AMBER, le biais est une fonction harmoneqde force K :
K 2 )
w (§) ZE(f—gﬁef ) (Equation 35)

Il a été montré gqu'une augmentation du nombreesétfe de calcul entrainait une
diminution de I'erreur statistique sur la valeurAlg)[123]. La valeur de la constante de force
K a une influence capitale sur le résultat finah &fet le biais doit étre suffisamment
important pour permettre au systeme de franchib&siéres énergétiques. Une valeur trop
grande de cette constante de force induira un éttbanage trés resserré autour de la valeur
Erer €t donc nécessitera de multiplier les fenétres pobiantillonner 'ensemble des valeurs de

.

|.5) Méthode de docking protéine protéine : protocole
ATTRACT.

Le protocole ATTRACT [104, 106] se base sur liséition d'un modéle gros grain
pour définir nos protéines. Concretement, cela igoel qu'un atome ou un groupement
d'atomes sera remplacé par un grain qui va repi@dies propriétés associees a I'ensemble.
Le nombre de particules considérées baisse alaigjsant une forte diminution des calculs
d'interactions (termes liés et non liés) a traiteela nous permettra d'échantillonner de
maniére plus rapide les différentes possibilitégataction entre protéines, afin d'étre le plus

exhaustif possible. Le concept du modéle gros grsiimeprésenté sur la Figure 24.
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Figure 24: Schéma de la représentation d'un acide aminé emas grain.

La premiére étape est de définir quelle protéara $e récepteur et le ligand. Autour
de la protéine que l'on considérera comme le réoepbn définit une grille dans laquelle
chaque point sera une position de départ pour restegme ligand. Et, de maniere a étre
encore plus complet dans I'échantillonnage desérédifites interactions possibles, 258
rotameres, c'est-a-dire différentes orientatiortswaudu point de départ, seront utilisés pour
chaque point de la grille. Chaque pose subit usutale minimisation d'énergie afin de
déterminer une structure de complexe protéine-pr@t@insi que I'énergie d'interaction
associée au moyen d'une fonction de score. Cettetido est constituée d'une part
électrostatique, représentée par un potentiel ddoBib, et d'une composante d'interaction de
type van der Waals, représentée par un potentiehdre-Jones modifie. En effet, pour
prendre en compte la modification de la taille pagicules, le terme répulsif est Iégerement
corrigé afin d'avoir moins de pénalité d'énergie so rapprochement entre deux grains.
L'avantage important que propose ATTRACT est isdtion des différents grains et de leurs
propriétés (il s'agit d'un "knowledge-based po#fjti Ainsi, lorsque nous savons que
l'interaction est défavorable, le potentiel est ifi@dvoir U™P, cf Figure 25) de facon a

écarter rapidement les solutions les moins bonnes.
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Figure 25: Potentiel de Lennard-Jones modifié pour le protoole ATTRACT.
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Le calcul des difféerentes interactions donne dwlfiers de possibilités, qu'il est
possible de mettre en commun pour l'analyse. Lar€ig6 résume les différentes étapes du
protocole ATTRACT. Ce dernier peut étre améliorépeenant en compte les pénalités de
désolvatation des différents acides aminés ensdas deux protéines dans le calcul. Plus le
grain aura une pénalité de désolvatation imporiapites son poids devrait étre grand dans

I'interaction protéine-protéine[105].

= € €| «—

* 31 LJ-atom types
* Real charges

Refinement of a set
of best scoring
solutions at atomic
resolution

¢ — 6

Figure 26 :Schéma récapitulatif du protocole ATTRACT.

|.6) Protocole MM-GBSA

La méthode MM-GBSA (Molecular Modeling-GeneralisBdrn/ Surface Area) est
une méthode end-point (c'est a dire qu'elle nerikpee de I'évaluation des états initiaux et
finaux, et non du chemin suivi) qui permet de pediénergie d'interaction entre ligand et
récepteur[124]. L'énergie libre de Gibbs de fixatibune molécule avec son récepteur est

donnée par la relation :
AGping = Geompiexe — (Grocepteur + Gligana) ~ (Equation 36)
Chague composante peut étre approximée selomtiégisuivante:
G = Eym + Gsor + Hyotjtrans — TS (Equation 37)

Euwm correspond a la somme des contributions de I'é@nericulée par le potentiel de
meécanique moléculaire (somme des termes liés eliég)n G, correspond a I'enthalpie libre

de solvatation des différents protagonistes tamgie Hourans représente la contribution
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energétique des 6 degrés de liberté de rotatiale etanslation, tirée de la théorie cinétique
des gaz (3*kT = 1,8 kcal.mbdla 300 K). Enfin, le terme TS représente la contiin
entropique a l'énergie libre, et est calculé aipae l'analyse des modes normaux de

vibration.

L'estimation de I'énergie de solvatation est é&ign deux contributions : polaire et
non polaire. La contribution non polaire associéeetie enthalpie libre est calculée par la

définition de la surface accessible au solvantjtaraction de van der Waals.
Gsy = YA+ B (Equation 38)

A correspond a la surface du systeme, obtenuaisant rouler une bille représentant
la surface d'une molécule de solvant sur la moécohsidérée. B et sont des constantes
empiriques. La partie polaire est la plus difficdecalculer. Deux méthodes peuvent étre
utilisées : la résolution de I'équation de PoisBotizmann par méthode itérative, ou

‘4l

I'approximation de la contribution par I'équatian”@orn Généralisé" :

i
1 . -
Gsol = (1 — E)E qlq}/
i< 2
- ]/4aiaj

: J
T + aae

(Equation 39)

Lorsque les ligands possédent une structure similee terme TS peut étre négligé
(car équivalent dans chacun des cas). Ainsi secdll=ul de I'enthalpiaH est réalisé et est

assez pertinent pour réaliser un classement seieaiéur de I'énergie d'interaction.

II) Mécanique quantique

Développée au début du XXéme siecle par un engedwkcientifique (Heisenberg,
de Broglie, Einstein, Bohr,...), la mécanique qicard est a ce jour la théorie la plus aboutie
sur l'infiniment petit. Son application a la chingst basée sur I'équation de Schrddinger, ici
écrite dans l'approximation de Born et Oppenheiffes noyaux atomiques sont considérés

fixes comparés aux mouvements des électrons),posystéme de N électrons et A noyaux :

H.¥Y =E.¥ (Equation 40)
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N N 1 M N 7
V) 2 X
e — ] iA

i=1j>i Y A=1i=1
(Equation 41)

N| =

-3

N
=1
Dans I' (Equation 40, H désigne l'opérateur Hami#in, E I'énergie électronique totale
du systéme considéré, & la fonction d'onde associée, décrivant de manixacte le
comportement des électrons. Le premier terme @dlltonien correspond a I'hamiltonien
mono électronique, calculé pour chaque électrosydteme. Le second terme correspond a
I'hamiltonien bi-€électronique, qui permet de déteen les interactions entre électrons. Le
dernier terme représente linteraction électrapiati entre noyaux et électrons.
Malheureusement, le terme bi-électronique ne paet @&lculé de maniére exacte dans la
majorité des cas, ce qui rend I'équation impossibleésoudre pour les systemes non-
hydrogenoides. Ainsi, nous avons recours a deRippations pour pouvoir résoudre cette
équation : il s'agit des méthodas initio (HF, post-HF) ou les méthodes basées sur la éensit

électronique (DFT).

II.1) Méthode Hartree-Fock

La méthode Hartree-Fock[125, 126] permet de résoapproximativement I'équation
de Schrddinger, en assimilant les intégrales hitéaiques en une intégrale d'interaction
coulombienne (notée J) et une intégrale d'échanged K). On définit ainsi le nouvel

opérateur F (opérateur de Fock) :

F.o=E.@ (Equation 42)

(Equation 43)

Les formes des intégrales sont connues, doncakisqupeut étre résolue. Cependant,
la fonction d'onde dépend directement des paramétret K, qui dépendent aussi de la
fonction d'onde directement. Ainsi, une résolutloméaire de I'équation est a exclure. La
méthode utilisée est donc celle skif-consistent fieldchamp auto-cohérent), qui consiste en
la résolution de I'équation a partir d'un jeu diatbs de départ, appeléasis setCe jeu de

départ permet de calculer une premiere fois learpatres J et K, qui sont réutilisés pour
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recalculer les orbitales, et ainsi de suite jusgoldvergence des divers parametres (énergie,
RMSd...).

Ce jeu d'orbitales de départ peut étre plus ounsndéveloppé selon nos attentes. Plus
la base est grande, plus le calcul sera précisaretonséquent plus long. Les orbitales sont

soit représentées par des orbitales de type S@i&D), soit par des fonctions gaussiennes

2 z BN ipr 2 . .
(e™9"") représentant de maniere difféerente les orbitdéesoeur et les orbitales de valence.

Cette approximation et la méthode du champ aut@émemt permettent au protocole
Hartree-Fock de résoudre de maniere rapide l'équadie Schrodinger. Cependant, les
approximations faites précédemment font que I'@éeecglculée sera toujours supérieure a
I'énergie des solutions exactes (la differenceyppelée énergie de corrélation). D'un point de
vue physique, la position d'un électron a un tedpmé n'est en réalité pas indépendante des
autres. On dit alors que les électrons sont cayéeéceci peut induire une différence trés
importante entre I'énergie HF et I'énergie exaata dysteme. Certaines méthodesratio,
appelées post-Hartree-Fock, permettent une madlleatimation de I'énergie, et donc de se
rapprocher au maximum de I'énergie des solutioastex, mais sont plus couteuses en temps
de calcul et utilisent beaucoup plus de ressoundesmatiques (Interaction de Configuration,

meéthode perturbative Mgller-Plesset, coupled-ctuste

11.2) Méthode de la fonctionnelle de la densité (DFT)

Cette méthode constitue une bonne alternativenatkodesab initio. L'idée de base
est d'utiliser la densité électronique (mesuralklerpyons X par exemple) de notre systeme
comme point de départ afin de retrouver I'énergigce du systéme, et donc la fonction
d'onde associée. Les premiers théoremes ont étdog@es par Kohn et Hohenberg [127]. lls

ont réussi a démontrer que :

* Pour un potentiel externe donngd/un systeme a particules interactives
possédera une seule et unique densité électronique.

» Une fonctionnelle universelle de I'énergie peu éfinie en terme de densité.
L'énergie exacte d'un systeme correspond au miniglabal de la
fonctionnelle de densité.

En 1965, Kohn et Sham [128]développent les équsitauto-cohérentes pour décrire

I'énergie d'un systeme en fonction de sa densitprésence d'un potentiel externe.
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E[p()] = T[p()] + f P dr + Ve [p(P)] + Exc[p()]

(Equation 44)

Dans laquelle le terme d{r)] représente I'énergie cinétique d'un systempattécules
sans interaction et possédant la méme densitéegsigsteme réel. Les deux termes suivants
décrivent respectivement [|'énergie d'attractionctéd@-noyau et le terme répulsif bi-
électronique électron-électron. Le dernier terme;, st défini comme I'énergie d'échange-
corrélation. Il caractérise les contributions daule et de corrélation (directement pris en
compte en DFT, contrairement aux méthodes HF). 8lakbusement, ce dernier terme est

inconnu, et il convient de I'approximer afin de poi résoudre I'équation de Kohn-Sham.

Différents types de fonctionnelles ont été déveéspafin de représenter au mieux les
contributions d'échange et de corrélation. Nous/posi citer :

» Les fonctionnelles LDAl{ocal density approximatiQn basées sur un gaz uniforme
d'électron, elles négligent toute inhomogénéité systéme. L'approximation est
correcte si la densité électronique varie tréeslmint, mais ces fonctionnelles ne sont
plus utilisées de nos jours.

* Les fonctionnelles GGAQGeneralized gradient approximatipn elles introduisent
dans leur expression un gradient de densité, ce pgumet de considérer
inhomogénéité de la densité électronique de lapatt des systémes. Les
fonctionnelles de ce type sont : Becke88, PW91,4&6/P.

» Les fonctionnelles méta-GGA font intervenir le Egen de la densité électronique en
place du gradient, afin d'augmenter la précisiodadméthode. Nous pouvons citer
B95 comme fonctionnelle de ce type.

» Les fonctionnelles hybrides méta-GGA : dans ce l&sergie d'échange est calculée
avec un pourcentage de I'énergie Hartree-Fock ¢gldule de maniere exacte la
contribution d'échange), tandis que I'énergie deéaiion est calculée par DFT. Ces
fonctionnelles, dont la plus connues est B3LYP dentplus robustes et les plus
fiables. Notamment, de nouvelles fonctionnellescdetype ont été développées par
Zhao et Truhlar [129] (M06-2X, M06-HF...) et monitaune grande précision dans le

calcul de I'énergie.
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Chapitre 1 : Préparation des systémes

I) Préparation des structures enzymatiques

.1) DFR

Concernant I'enzyme dihydroflavonol-4-réductase FRR deux structures
cristallographiques sont disponibles sur le sitdadBrotein Data Bank sous les identifiants
210D et 2C29 [68]. Hormis les cing premiers acidasnés, ces structures sont completes. La
premiére est un complexe impliquant I'enzyme, laaeur et deux substrats. Dans leurs
publications, les auteurs de cette structure rdappbrque la géométrie du site actif est
fortement perturbée dans cette configuration. Quarld seconde, il s'agit d'un complexe
ternaire impliquant I'enzyme, le substrat naturet denzyme (la molécule de
dihydroquercétine, DHQ) ainsi que le cofacteur NADPBrovenant de I'oxydation de
NADPH. Cette structure est un complexe abortif, que signifie qu'en l'absence de
régénération du cofacteur, i.e réduction du NADRNADPH, la réaction de réduction du
substrat ne peut avoir lieu. Malgré tout, il estél que les sites de reconnaissances du
cofacteur et du substrat ne sont que peu mod(iétte structure a été retenue pour les études
meneées sur DFR, et la molécule de NADP+ sera ram@elgar le cofacteur non oxydé
NADPH( ajout d'un hydrure).

.2) LAR

Dans la PDB, cette enzyme apparait sous 3 fornag®enzyme (PDB ID : 3I15M),
enzyme en interaction avec le cofacteur NADPH (PDB: 3161 et 316Q), et en tant que
complexe ternaire, I'enzyme étant co-cristalliseecae cofacteur et le substrat (PDB ID
3152) [74]. Etant données les fortes réorganisatigrossibles du site actif lors de
l'introduction du substrat, c'est cette derniemeicstire qui est retenue pour nos études.
Cependant, la structure tridimensionnelle de noog&e zones de cette enzyme n'ont pu étre
élucidées expérimentalement. Les positions deséiprs et des 30 derniers acides aminés
ne sont présentes dans aucune des structures RilBBp@vient du protocole de production
hétérologue de cette protéine qui a entrainé depures a ces positions. Notons également
gue deux autres zones (42-54 et 161-166) n‘appardipas. Il est fort probable que, ces
zones étant au cceur de la séquence, ce problemierpre d'une labilité trop importante de
cette portion de la structure. Cela étant, la dé&im de ces zones manquantes est nécessaire,
pour une description correcte du systeme, sachaet lg portion 42-54 manquante est

directement en interaction avec le cofacteur NADRI¢tte portion présente ainsi une
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arginine et une lysine (R42 et K50) qui interagisge maniere forte avec le groupement
phosphate du cofacteur. Dans ce dernier cas, $#dustimpligués dans ces zones ont été
reconstruits a l'aide de la structure de l'apoemz{fdDB ID : 3I5M) dans laquelle la position

spatiale de ces acides aminés a pu étre identifiée.

Les parties N-terminale et C-terminale de I'enzysoet manquantes dans toutes les
structures obtenues a ce jour. Nous avons recansés! parties et avons appliqué plusieurs
protocoles afin d'aboutir a une structure pour ¢dlgude positionnement de ces acides aminés
correspond a une structure stable dans le tempss Da premier temps, nous avons
reconstruits ces parties de séquence sans strimtugzrticuliere et nous avons appliqué
plusieurs tests de simulations de dynamique ma@eylde type "brut force” ou REMD afin
d'échantillonner un repliement naturel. Ces sintatn‘'ont mené a aucun résultats probants.
Dans un second temps, a l'aide d'une prédictiostdesture secondaire réalisée avec le
serveur PSI-PREDD [130], nous avons pu estimerlgymartie en N-terminale ne présentait
aucune structuration particuliére, tandis que tag@an C-terminale possédait 5 acides aminés
qui seraient potentiellement structurés en héliphaa La prédiction est présentée sur la
Figure 27.

D'aprés cette prédiction, les résidus 325 a 330 swucturés en hélice alpha. Cela
implique que cette hélice doit probablement interagec le reste de la structure protéique.
Nous pouvons considérer que nous nous trouvonfagei a une recherche de la meilleure
interaction entre deux chaines polypeptidiquesciirges. Pour cela, nous avons utilisé des
méthodes de docking protéine-protéine, au moyeprdiocole ATTRACT (Page 74, partie
méthodologie). Néanmoins, cette recherche esbidirainte par le fait que ce positionnement
de I'hélice n'est pas indépendant de la structwé&igue. En effet, celle-ci est reliée au
dernier acide aminé de la structure résolue paenghainement de 7 acides aminés pour
lesquels aucune structuration tridimensionnelleti@diere n'a été prédite. Nous pouvons
donc considérer ces 7 acides aminés comme un flinkd va définir la zone possible
d'interaction enzyme/hélice. La définition de lallgrdéfinissant les positions de départ du
docking a été ajustée afin de contraindre nos rebke par rapport a cette contrainte. La
grille a ainsi été limitée a une distance maxin@e30 Angstroms autour du résidu 317,

comme représenteé sur la Figure 28.
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Figure 27: Prédiction de la structure secondaire de LAR pate serveur PS-PRED. Sont
encadrées B rouge les zones manquantes dont nous voulons piédla structure

secondaire.
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Figure 28: Grille définie pour le docking du peptide (325-30) sur la structure cristallisée de
LAR. En rouge se situe I'extrémité du résidu 317 gl dernier cristallisé, et les points dorés
correspondent aux différents points de la grille. Bfin, le cercle rouge montre les résidus 42 a

54 qui n'étaient pas présents dans la structure tallographique de 3152.

Une premiere campagne de calculs de docking eeéli&ée et a mené a un millier de
structures enzyme/hélice en interaction. Trois tpms particuliéres ont retenu notre
attention. En effet, la plupart des positions megtiapas compatibles avec la liaison entre le
résidu 317 et I'hélice, via les sept acides amintsmeédiaires. La boucle reliant les deux
parties était en effet trop tendue ou s'interpa@itétie maniere trop importante avec la
structure. Afin de valider ces possibilités, gété nécessaire de reconstruire les parties encore
manquantes, a savoir les 7 acides aminés congtitudimker" et les derniers acides aminés
des parties N-terminale et C-terminale. Ceci arédfisé au moyen du logiciel MODELLER
[103].

La grille englobe les résidus 42 a 54 (voir Feg@B) et nous avons observé que deux
des poses retenues montrent une interaction avée zene. Il s'avere que cette partie,
manquante dans la structure initiale et reconstigiice & MODELLER, interagit de maniére
importante avec le cofacteur. Nous avons donc ééatédrelaxer dans un premier temps cette
portion d'enzyme, afin de pouvoir obtenir de pdadles interactions hélice-enzyme
pertinentes avec cette partie de la séquence.d&fipouvoir considérer toutes les possibilités,

la zone 42-54 sera équilibrée avec et sans le teafiaen interaction.
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Les structures, avec et sans la molécule de NAD®&H, donc été relaxées par
simulation de dynamique moléculaire (100 ns), peiidocking de I'hélice a été de nouveau
effectué sur ces deux systémes. Dans les deuk@iasposes ont pu étre sélectionnées. Parmi
celles-ci, il existe une pose en commun entre stésye LAR-NADPH et I'apoenzyme, qui
correspond de surcroit a la troisieme pose iso@es de premier calcul de docking réalisé,
sans relaxation de la structure. Cette derniereepsésentée sur la Figure 29 et interagit avec
deux hélices alpha de I'enzyme.

Les six poses obtenues ont été soumises a dekatona de dynamique moléculaire.
Les cing autres poses (qui different par l'orieatatde I'hélice et de I'emplacement de
I'interaction) ont tendance a étre instables sarsil@ulations de durée assez courte (100ns ou
moins). Elles évoluent vers une structure non aondg soit vers la position représentée sur la
Figure 29. La position interagissant avec les deglices présente, quant a elle, une grande
stabilité sur une simulation d'une durée de 330Hisles critéres d'énergie obtenus par
méthode MM-GBSA (protocole décrit en partie métHod®) montrent également que ce
placement est de loin le plus stable par rappottaautres. Nous avons donc choisi de retenir
cette position de I'hélice. La structure entiere A& a donc pu ainsi étre reconstruite, et cette

derniere est représentée sur la Figure 29.

Figure 29: a gauche, interaction entre I'nélice (résidu 32830), représentée en naoir, et la
structure de LAR, aprés relaxation. En rouge est rprésenté I'atome de carbone CA du
squelette du résidu 317. A droite, structure compté de LAR reconstruite avec cette position
de I'hélice 325-330.
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.3) F3'H

bY

L'enzyme F3'H appartient a la famille des cytooee P450, une des familles
d'enzymes les plus étudiées. Les membres de eetitlef se caractérisent par une homologie
tres importante au niveau de leur structure tegtiaiotamment au niveau du nombre d'hélices
alpha. Cependant, la structure cristallographigeeF8'H n'a pas été résolue. Nous devons
donc l'obtenir par un protocole de reconstructianfpmologie. L'alignement de séquence et
le calcul du pourcentage d'homologie représenteritére de sélection des modeles a utiliser
pour la reconstruction. Un alignement préliminagalisé sur le serveur BLAST montre que
guatre enzymes, représentées par les numéros de2RBIB 41V8 et 3QZ1, présentent une
séquence primaire tres similaire a celle de F3lidefet, les pourcentages d’homologie (c'est
a dire des résidus présentant les mémes caracudestphysico-chimiques) et d'identité des
acides aminés de chaque enzymes avec F3'H soectesment de 91%/30%, 92%/30% et
93%/29%. De plus, les trois modeles déja cristalisnt une structure tridimensionnelle trés
similaire. Il est & noter que dans les trois cassttucture de I'hélice transmembranaire n'est
pas présente. En effet, les expérimentateurs dofaeme en sorte de ne pas exprimer cette
portion, ou de la couper afin de permettre la allisation de I'enzyme. Or cette partie est
extrémement importante de par son caractere tranbra@aire. Cette hélice serait I'ancre
permettant au métabolon de se former autour de. R8dds devons donc faire en sorte de
proposer un modéle pertinent de cette portion daes&ce. Dans une premiere approche, nous
avons donc aligné I'hélice transmembranaire enridi@le seule, afin de trouver un autre
modele pour sa reconstruction. La structure reptésepar le ficher PDB 3PMN a ainsi été
choisie. La Figure 30 présente de maniere plusggdalignement des quatre séquences avec
celle de F3'H, réalisé avec le logiciel JalviewJL3

Le logiciel MODELLER a été utilisé de concert addignement pour proposer un
premier modele de la structure de F3'H. Les anslgeestructures (de type Ramachandran)
ont été réalisées par le logiciel PROCHECK [132)ipévaluer la qualité du modele. Il est
apparu que de nombreux résidus se situaient dangates non favorables de la carte de
Ramachandran, impliquant que les angles phi ecpgictérisant la structure de I'enzyme, ne
possédaient pas des valeurs optimales. De plétic€nalpha en position N-terminale est mal
représentée, avec une structuration uniguemerielpaides 25 acides aminés impliqués dans
sa formation. Cela est problématique, sachant gurilicturation en hélice est importante si
nous voulons avoir une bonne description des ictierss entre la partie N-terminale et la

membrane.
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F3PHI-542 LMHPLALEECTALFCYLLYHELTRRSVRLPPGEKEW VONLPHLOPYPHHS | AALAKT Y GP LMHLRMG YDVYVAASASYAAQY LKT HDANESNRPPNS GAKH IAYNTQDLYE AP= Y GPRWRM LRK | CSVHLESTKALDOE . - 140
4IBVA/36-513 -~ - GLINPPGPWGWP LI GHMLT LGKNPHLALSRMSQQY GDVLQ IR IGSTPVVVLSGLDT RQALVRQGDDFKGRPDLYTFTLIS-NGQSMSFSPDSGPVWAARRR L~ NGLKSFS 1147
2Hi4f34-513 - RVPKGLKSPPEPWGWP LLGHVLT LGKNPHLALSRMSQRYGDVLQ IR IGSTPVLVLSRLDT IRQALVRQGDD FKGRPDLYTSTL IT-DGQSLTFSTDSGPVWAARRRL- AQNALNTFS I149
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Figure 30: Alignement de la séquence de F3'H avec celle dpsatre modéles choisis.

Ainsi, une analyse de prédiction de structure 3éame (réalisée

a nouveau avec le

serveur PSI-PREDD) nous propose une structuragsrn28 premiers acides aminés en hélice

alpha. Nous avons donc décidé d'imposer la stratddur en hélice alpha
laide de MODELLER, en éliminant la structure reymdétée par le

ces résidus avec
fichier SAMPN de

l'alignement. Le deuxieme modele de la structur&3lel obtenu est représenté sur la Figure

31.
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Figure 31 Structure de I'enzyme F3'H obtenue par reconstrution par homologie. Enballs
and stickssont représentés le groupement heme, cofacteur eréaction, et la cystéine qui

interagit directement avec lui.
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Les analyses données par Procheck sur ce modélgembque 99% des résidus de
I'enzyme se situent dans les zones favorables daia de Ramachandran. Cela atteste de la
bonne qualité du modele reconstruit, nous avong @boisi cette structure comme point de
départ de nos simulations concernant F3'H. Le gnmgmt héme a été placé a l'intérieur de
I'enzyme grace a la superposition de I'enzyme kvsttucture la plus homologue (ici 3QZ1),
comme représenté sur la Figure 31 et la Figurd.82.interactions importantes entre I'heme
et I'enzyme déja identifiées (interaction des dgroupements carboxylates de I'heme avec
guatre arginines) dans le fichier 3QZ1 sont retémsviors du placement par superposition
(R95, R124, R372, et R442). La cystéine permettantoordination de l'atome de fer a
l'enzyme (distance initiale Fer-Soufre = 3,67 Ajté identifiée comme étant la cystéine 444,
La structure ainsi obtenue est celle que nous agardg pour les simulations de dynamique

moléculaire.

II) Parametres du champ de force

II.1) Représentation des enzymes

Le champ de force ff03.r1 [111,112] de la suite BBR a été utilisé pour modéliser
les atomes de nos différentes enzymes. Afin deodejire les conditions biologiques, les
différents résidus des trois protéines ont étéomed au pH 6,5 grace au serveur H++ [133].
Un résumé des différents états de protonation @sglus d'intéréts (c'est-a-dire ceux
impliqués dans les interactions entre la protételes différents partenaires biologiques, et
ceux impliqués dans les réactions enzymatiques) ploaque enzyme est présenté dans le
Tableaul.

On pourra noter dans le cas de LAR que la lysatalgtique, identifiée comme étant
K140 par l'expérience, est considérée comme étaniorpée a ce pH et possede un pKa
encore tres élevé. Ce résultat va a I'encontreoldservations de Maugst al. qui basait le
mécanisme enzymatique de LAR sur une lysine c&akyt déprotonée qui initierait la
réaction. Les contre-ions ont été rajoutés pouargarla neutralité électronique du milieu
(DFR : 10 contre-ions NaLAR : 8 contre-ions Na F3'H : 7 contre-ions QI Chacun de ces
systemes a été ensuite placé dans une boite dmsalec conditions périodiques et avec une

distance minimale du placement du solvant autowsatiuté de 8 Angstroms.
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DFR WAV
K39 (Lysine protonée) K140 (Lysine protonée)
K167 (Lysine protonée) H122 (Histidine protonéeden

H244 (Histidine protonée e | H172 (Histidine doublement protonég)

/ E94 (Glutamate déprotoné)
/ D98 (Aspartate déprotoné)
/ K50 (Lysine protonée)

Tableau 1: Etat de protonation de résidus d'intéréts au seides enzymes DFR et LAR. F3'H

possédant un site actif trés hydrophobe, il ne préste pas de résidus titrables.

II.2) Représentation des partenaires biologiques

11.2.a) Cofacteurs

En ce qui concerne le cofacteur NADPH et sonatgtié NADP+, les paramétres ont
été repris de I'étude de Rydeal[134, 135] et sont utilisés dans les simulatianpliquant
DFR et LAR.

Le groupement heme est un cofacteur dans les logtioes P450. De nombreuses
études et de nombreux paramétres ont été publ@&s]B¥], mais une publication récente de
Shahrokhet al[138] met en lumiére lI'importance de la cystéinerdmante dans l'interaction
globale de I'néme avec F3'H. De nouveaux parameimeésionc été calculés de maniére
spécifigue pour cette cystéine et pour le groupénfemme impliquant différents états
d'oxydation de l'atome métallique. Ici, ces parae®etont donc été choisis pour un état
d'oxydation Il de I'atome de fer (état initial avadaction).

11.2.b) Substrat

Dans ces différentes études, nous avons chosprigdérer trois substrats différents :
DHQ (produit de F3'H et substrat de DFR), DHK (stdisde F3'H, mais également de DFR),
et LCC (produit de DFR et substrat de LAR). Lesapagtres de ces différentes molécules ont
été assignés depuis le champ de force GAFF (GéAéarhaer Force Field[139]). Les charges
ont été obtenues a partir de calculs de chimie tqmanavec le logiciel Gaussian03[140] au
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niveau de théorie HF/81G*. Le logiciel Antechamber a erite été utilisé pour calculer I«

charges de type RESP sur chaque atome de nosais

Dans le cas particulier de F3'H, dont la structese issue d'une reconstruct par
homologie, le placement deofacteur et du substrat 'intérieur de la cavithe sont pas
connuset nécessite alors l'utilisation de méthodes dekidgcpour pouvoir prédire let
position. Autodock Vindl41] a étéutilisé pour réaliser le calcul de docking du St
(DHK) et du produit (DHQ). La grille a été défireel centre de I'enzyme et est de dimen
16,5x15x16,5 A ce qui permet de limiter I'espace de rechercheedictions. Une seu
position du DHK &été retenue pour la réalisation des simulationdyi@mique moléculaire
En effet, les autres solutions proposées par lécibgn'étaient pas cohérentes avec
mécanisme de l'enzyme, qui consiste en une oxydaiio cycle B, par addition d't
groupement hydroxyle[142143]. Seule la position, représentée surFigure 32, était

compatible avec le mécanisme enzymatique env.

Figure 32: Posedu dihydrokaempferol retenue pour les simulations & dynamicue
moléculaire de F3'H.

ConcernantDHQ, une seule position a été retenue pour simulations et est

équivalente a la poshi DHK.

11.3) Préparation des systemes avec membrane

Dans le cadre de I'étude du métabolon, la desoniftes interactions entre enzyme
la membrane est cruciale, plus particulierementr ge®iH qui joue le réle d'are a la
membrane. Il est donc indispensable de pouvoirifgrémrrectement les interactions er
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F3'H et la membrane, via son hélice transmembranaiiquement ou également par |
interaction de surface. Pour obtenir une premiétination de cette teraction, la structur
de F3'Ha été soumise a I'analyse du serveur OPM, qui pietenprédire les interactions en

protéines et membrane par comparaison avec unelbat@nnées préexistan

Les 25 acides aminés structurés en hélice alphes @ajartie N-terminale, ont été
prédis comme étant transmembranaires. L'angleiltied& I'nélice par rapport a la surface
la membrane est de 30°. Au dela de cette caraatiéris qui confirme les donné
expérimentales sur les cytochromes P450, d'arésidus de I'enzyme ont été identi
comme interagissant a la surface de la membrane. deéeniers sont pour la plupi
hydrophobes (tryptophane 226, alanine 223, prol#®2, isoleucine 37, proline 3
phénylalanine 69). Afin de vérifier si cette préion n'est pas un artefact dd a la présenc
I'hélice transmembranaire, nous avons décidé ddirpréinteraction avec la membrane
F3'H en enlevant la partie-terminale. Il est intéressant de noter que les rs acides
aminés sont retrouveés en iraction avec la membrane, laissant supposer un unique
d'interaction F3'H/membrane. Les différentes pogionpliquées dans l'interaction sont d
I'nélice transmembranaire, jouant le réle d'ancesniiranaire, ainsi les résidus -227, 35-
37 et 69, mteragissant a la surface. Ces derniers peuvenéarap des mouvements tr
importants de l'enzyme lorsque cette derniere iést L'interaction est représentée su
Figure 33.

Figure 33: a gauche, représentation de l'interaction F3'H/mmbrane prédite par le serveur

OPM. A droite, détail de l'interaction de surface et dechaines secondaires derésidus

impliqués.

En se basant sur ce positionnement, le logicieldtte[144], de la suite Schrédinger,
été utilisé pour placer la membrane explicite autiei la partie l-terminale. En plagant |

memlyane de telle fagcon a avoir la position prédite lpaserveur OPM, nous avons obse

90



Chapitre 1 : Préparation des systémes

effectivement une interaction de surface avec teez 35-36 et 222-227, sans provoquer de
phénomenes d'encombrement stériques, qui entrilo@raléséquilibre trop grand dans le

systeme. La membrane est traitée par le champrde @AFF lipids, et est représentée par un
modele POPC pour les lipides utilisés. 332 lipidestype POPC ont donc été placés pour

former la couche lipidique, puis le solvant esu#go pour un total de 118000 atomes.

III) Protocole de simulation de dynamique moléculaire

Avant de realiser les simulations de dynamiqueéadhire, nous devons d'abord
adapter nos systéemes au champ de force que ndisendipour le représenter. Les lipides
(dans le cas de calculs avec membrane) et sugsuhdlécules d'eau sont disposés autour de
notre structure sans rationnel particulier. Lewacpment doit donc étre optimisé autour de
notre entité biologique. Pour cela, nous avons ldgp& un protocole permettant de
minimiser I'énergie totale de notre systeme, deiénara relaxer le systéme initial généré par
le logiciel Xleap. Se faisant, les informations quais pourrons tirer des simulations seront

ainsi pertinentes. Le protocole comprend 4 étapes :

1) Etape de minimisation : I'énergie du systeme estmigée afin de le faire atteindre un
minimum de la surface d'énergie potentielle. La imisation (combinaison de
Gradient conjugué et de "steepest descent") savait contrainte imposée sur l'entité
biologique (contrainte fixée initialement & 20 koad*.A™?). La structure de cette
derniere est donc figée, et seules la boite deasblgt la membrane (si présente)
seront minimisées. La minimisation est couplée a coertes simulations de
dynamiques moléculaires (30 a 50 ps selon la tdidle systemes) pour relaxer le
systeme. Plusieurs étapes de ce type seront agefigavec une diminution de la
contrainte imposée sur la structure (diminutionSdiecal.mol*.A par étapes). Cela
permet d'équilibrer de maniére douce l'environndnun systéeme. La derniére
minimisation se fait sur le systéme entier, samdramte.

2) Thermalisation : Cette étape permet l'injectiomelgie cinétique dans le systéme,
afin de simuler les conditions d'une températur@@K. Le thermostat de Langevin
(plus de détails dans la partie méthodologiquee &g est utilisé pour la réalisation
pour cette étape, et par la suite pour régulerrtgpérature.

3) Equilibration : Cette étape permet au systeme deelseter et d'atteindre I'équilibre
apres que la température soit montée jusqu'a 30K .est réalisée dans I'ensemble

isobare-isotherme (NTP) et d'une durée variableehet 10 ns selon les systemes.
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4) Production : Cela consiste en la simulation de dygae moléculaire a proprement
parler, dans laquelle les résultats et informatiobservés seront jugés comme étant
pertinents. Les étapes de simulation sont enrégsstious les 20 ps.
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Chapitre 2 : Etude de la réactivité de DFR

Au sein des organismes vivants, la biosynthése cbesposés de la famille des
flavonoides implique un nombre important d'enzynpesir Figure 3 et Figure 11) [22].
L'étude de ces chemins de biosynthese nécessitecatemissances et compréhensions
précises des étapes qui les composent. Ainsistilce important d'obtenir des descriptions
précises concernant les transformations chimiqatdysées par ces enzymes, a la fois d'un

point de vue structural mais aussi d'un point deé&nergétique.

Dans le cadre de notre étude sur un complexeogednzymes, I'enzyme DFR joue le
réle de pivot central. Il s'agit de I'enzyme qujait son substrat par diffusion apres réaction
au sein de F3'H. Elle le transforme par une réaal® réduction impliquant un cofacteur et
qui va finalement relarguer le produit pour quiffuke vers le site actif de I'enzyme suivante,
LAR (leucoanthocyanidine réductase). Nous avonsgsclle porter tout particulierement nos
efforts sur une description du mécanisme catalpséecette enzyme centrale[83, 145, 146].
Le site actif induit des effets tres importants lsustabilisation et la réactivité des composés,
permettant la réalisation de réactions optimiséesoavent stéréosélectives. De ce fait, la
prise en compte des effets du milieu enzymatiquélscsoient électrostatiques, stériques ou
dynamiques, est absolument nécessaire afin de téasac correctement la catalyse de
I'enzyme. Pour cela, nous avons choisi de mettrelase une campagne de calculs utilisant
des méthodes hybrides de type QM/MM-MD, coupléesied protocoles d'Umbrella
Sampling. Cette méthodologie nous assure de prerare compte linfluence de
I'environnement sur la réaction et, si les contegrsont bien choisies, de représenter au
mieux un chemin réactionnel le long d'une coordendé réaction approchée. La partie
réactionnelle sera donc traitée par des méthodeshidleie quantique afin de permettre la
réaction, tandis que I'environnement sera moddgeéun champ de force, et le tout sera
étudié par application de simulation de dynamiguésulaire. Cependant, ces derniéres ne
permettent pas I'échantillonnage de conformatianehan énergie, donc défavorable selon la
statistigue de Boltzmann. Le franchissement deidrag d'activation fortes est tres difficile a
observer dans des simulations de dynamique molésulanous ne pourrons donc pas
échantillonner I'état de transition d'une réacttbimique de maniére naturelle. Pour réaliser
cela, nous appliquons le protocole d'Umbrella Sargfl47], qui consiste en l'introduction
d'un biais dans le calcul, généralement sous fod@epotentiel harmonique, selon une
coordonnée préalablement définie (distance, amgiebinaison linéaire...). Cette contrainte
devra étre appliquée de fagon a représenter auxndecoordonnée de réaction associée a
notre transformation. Le calcul réalisé est ens@teité par le logiciel WHAM[148] qui va
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nous permettre d'obtenir les variations d'énergeoeées a la modification de la contrainte
choisie. Si le biais que nous avons choisi reptésda maniere correcte la coordonnée de
réaction associée a une réaction chimique, nousgmsuainsi obtenir la surface d'énergie
potentielle correspondant a la réaction. Dans $edsaréactions complexes faisant intervenir
plusieurs partenaires, une seule contrainte n'ast quffisante pour décrire de maniére
exhaustive la réaction considérée. Nous pouvons darncas prendre plusieurs contraintes,

afin d'obtenir une analyse plus compléte.

Dans ce chapitre seront présentés les résultatenmant les interactions entre deux
substrats de DFR, la dihydroquercétine et le diblygempferol (DHQ et DHK voir figure 5).
La réactivité de I'enzyme sera étudiée dans leleamplexes ternaires DFR-NADPH-DHQ
et DFR-NADPH-DHK. Des études de réactivité ont ré@lisées en faisant varier le nombre
de contraintes utilisées : tout d'abord une sealdrainte qui décrit le transfert d'hydrure
provenant du cofacteur, puis l'ajout d'une secormirainte, représentant le transfert de

proton provenant de la tyrosinel63 de l'enzyme.
I) Méthode QM/MM : Théorie

|.1) Principe

L'utilisation de méthodes hybrides de type QM/M&tessite la définition d'une partie
traitée par des méthodes de chimie quantique, béglalans une partie modélisée par un

champ de force[108]. L'énergie du systeme peutisgéc

Egys =Egu + Eum + Equ/mm
(Equation 45)

by

Eom correspond a I'énergie du systeme quantique obtepar résolution de
I'hamiltonien correspondant a la méthode utiliggg, représente I'énergie de la partie traitée
en mécanique moléculaire (selon la somme des terdideset non liés, voir partie
méthodologique page 60), el l'interaction entre les deux interfaces. Cettanidee est

séparée en plusieurs termes, détaillés dans liéguatdessous.

i
q:9; A B

E = E [ + (———
QM /MM 12 6
~ € i T

(Equation 46)
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Cette interface est gérée par le procédé "mechlarimbedding”, c'est a dire que
l'interaction est traitée comme si la partie quprmi était considérée en mécanique
moléculaire, avec des rayons de van der Waalbuadsi selon un type d'atome. Les charges
ponctuelles sont attribuées aux atomes de la zdhe @ interagissent avec I'environnement.
Méme si cette approche permet d'appliquer des aiatgs stériques sur la partie réactive,
aucune polarisation de la densité électroniquet ggendant prise en compte, ce qui est
assez problématique si nous voulons décrire dearaprécise le comportement de la partie
guantique. Il existe un procédé plus élabore, @ppelkectronical embedding” qui implique
gue les charges de I'environnement MM soient direent intégrées dans I'hamiltonien de la
partie quantique, sous forme d'une perturbation. ddaséquent, l'interface QM/MM de
I'équation 46 ne représente plus que l'interac®type van der Waals. La prise en compte de
I'effet électrostatique sur notre zone réactivea@®ti plus précise. Cette méthode est celle que

nous avons choisi dans nos calculs.

|.2) Délimitation entre partie quantique et partie classique

La délimitation de la frontiére entre les parti@s! et MM représente le point le plus
délicat a traiter. En effet, il faut prendre lesraés nécessaires pour la réaction dans la partie
réactive pour une bonne description du mécanisnmecdhtrepartie, il ne faut pas trop
alourdir le calcul dans la zone QM en insérant wgiomes. Il est possible que lors de la
démarcation des deux parties, une liaison covaldwiteétre rompue. Afin de ne pas avoir de
probleme d'hybridation et de valence partielldailt qu'elle soit présente dans notre systeme
guantique. Plusieurs méthodes existent afin de @ valence manquante. Nous pouvons
citer la méthode du "link atom", des orbitales gslé®u du potentiel cappé[149]. Ici, la
méthode du "link atom™ a été utilisée. Il s'agihsErer dans la partie quantique un atome
(souvent un atome d'hydrogéne) afin de compléteralance de I'atome qui a perdu une
liaison[150]. La position de cet atome est supegpasur celle qu'il remplace dans la partie
MM le long de la simulation de dynamique molécwalra distance entre le link atom et celui
avec lequel il est lié dans la partie QM est figék 09 A (distance classique C-H). Au niveau
des interactions avec I'environnement, le link at@posseéde pas de rayon de van der Waals.
Cependant, il possédera une charge, calculée pasddution de I'hamiltonien en QM, qui

sera associée a sa paire dans la zone MM.

Afin que cette approximation du link atom ne pdr&uque peu le systeme, il est
nécessaire de bien choisir la délimitation entneddie QM et la zone MM. Dans ce cadre, |l
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est préférable de choisir une liaison peu polaris#eme les liaisons simples entre atomes de
carbone. Le rayon de troncature délimite les ictéyas a courte distance, telles que calculées
par le potentiel coulombien standard. Cette lindigedistance est généralisée pour tous les
atomes de la partie QM. Cette définition induitd&imitation d'une zone tout autour de la
partie quantique associée aux interactions a cqoite. Au dela du rayon de troncature
(choisi classiquement & 8 A), on passe sur demirtiens a longue portée, traitées comme en
simulation de dynamique moléculaire classique pamkéthode du Particle Mesh Ewald
(PME).

1I) Protocole des simulations hybrides

1I.1) Choix de la partie quantique

Dans notre systeme, la partie quantique est codepdsin total de 96 atomes et est
traitée par une variante plus élaborée de la méttsaani-empirique "tight-binding” DFT,
appelée SCC-DFTB (Self-Consistent Charge DFTB)[15R]. Dans celle-ci, les charges des
atomes de la partie quantique sont optimiséesaaers d'un cycle auto-cohérent qui prend en

compte les charges de la partie MM lors de la téswi de ces cycles.

La molécule de NADPH étant composée d’'un nombreomant d’atomes (74
atomes), nous avons choisi de ne pas la prendrerapte en totalité dans la partie quantique.
Dans le cas contraire, des interactions susceptilee perturber I'équilibre du systeme
guantique seraient prises en compte, et alourdirééetemps de calcul associé a la résolution
de I'namiltonien. Afin de vérifier que la troncagule cette partie n'altere pas les charges sur
la partie réactive du cofacteur (cycle dihydropydigue et groupement ose, cf Figure 34), les
charges entre le cofacteur complet et la moléaulequée ont été comparées au moyen de
calculs de chimie quantique (niveau B3LYP//6-31+¥G1es résultats indiquent que les
charges sont identiques entre le modeéle tronqué etolécule compléte, ce qui permet de
valider la pertinence de la coupure pour le cofagtainsi qu'une bonne représentation du

comportement de sa partie réactive.

La partie quantique de notre systeme sera donstitoée de notre molécule tronquée
de NADPH, du substrat considéré en totalité etatégs de chaines latérales de trois résidus
de lI'enzyme : tyrosine 163, lysine 167 et sérin@. Plusieurs tests préliminaires ont montré
gu’il était nécessaire de considérer la totalitéadgiade catalytique de I'enzyme pour obtenir

une description correcte de la réaction. Au fidalink atoms sont donc retenus pour séparer
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la molécule de NADPH et les 3 résidus du site du reste de I"'enzymeelle-ci, ainsi que
la seconde moitié du cofacteur et le sol, font partie intégrante de la partie tre a I'aide
du champ de forceAu total, le nimbre d'atomes dans la partie quantique s'éléve §90.

atomes plus les 4 "link atoms La Figure 34nontre de maniere détaillée la partie quant

Figure 34: Représentation de la partic QM. En licorice sont représentés les différents atome
considérés dans la partie quantique. Les atomes arges désignent les quatre "link atom”
pour les résidus S128,Y163, K167 et le cofacteur ND®H.

1I.2) Apport du protocole d'Umbrella Sampling et choix des

contraintes

Un protocolede dynamique moléculaire, couplécette représentation pméthode
hybride QM/MM, permet de prendre en compte les ph@mnes dynamiques
I'environnement etleurs influence sur la partie réactive. Cependant, la dynam
moléculare obéit a la statistique de Boltzmann, qui impgee les états échantillonnés s
associés a une énergie potentielle fortement negajage de stabilité du systemedonc de
probabilité élevée. L'dantillonnage d'un état de fai probabilité, corme par exemple u
état de transition, ne pourra étre trés difficilement, voire quasiment impossible &elve
au cours d’'une simulation non biai. Une solution pour atlier la réaction est de réaliser
couplage des simulations de DM QM/M avec un protocole d'Umbrella Samplin
L'introduction d'un biais va nous permettre de sl variation d'énergie libre par rort a

cette contrainte.Ainsi, une fois le biais défini de facon adéquate,sera possibl
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d’échantillonner les états de haute ére associés la coordonnée de réact (si notre
contrainte la représenpertinemmer), et doncd'étudier une réaction chimiguUne fois les
simulations réalisées, un retraitement des trajestgar e logiciel WHAM[148] permettra
d'extraire les variations d'érgie en fonction de la contrainte. Un potentiefalee moyenne
pouvant étre assimilé a une variation d'enthalpre lle long de la coordonnée de réaction

alors obtenuD’un point de vue pratique, afin observer ces transferts d'atomes hydroc

(proton ou hydrure)i] est nécessaire de ne pas appliquer Irithme SHAKE pour la parti

guantique. En effet, cet algorithme permet geler» les liaisons de type-H. Le corolaire a
cette obligation est qu’il est désormais nécessderaléfinir un pas d'intégration plus p
permettant de simuler les vibratic le long des liaisons X-HLe pas est ainsi fixé 0,5 ps
dans ce type de calcul.

OH

h H
N
.
Lys 167
N Tyr 163 R; OH
N
—0 R1=H,DHK
R1= OH. DHQ
\

Figure 35: Mécanisme enzymatiquede la réduction du substrat par I'enzymeDFR.
L'hydrure est fourni par le cofacteur NADPH. Les résidus Y163 e K167 participent a la
cascade de transferts de protons. Pour rappel, DHQDihydroquer cétine, DHK :

Dihydrokaempferol.

Notre réactionmplique laréduction du groupement cétone du substrat paramsfert
d'hydrure preenant du cofacte. Afin d’accéderaux produits de la réactionne cascade de
transfert de protons impliquant les résidus Tyr 863ys 167 de l'enzyn, ainsi qu'une
nouvelle fois le NADPH doit avoir lieu. La lysineitl ensuite étre reprotonée par le sol
pour permettre a l'enzymeétre régénérée et ainsi terminer le cycle catalgtigLe
mécanisme proposeé est rappelé siFigure 35.
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Nous avons donc au total quatre différents pantesdiiologiques qui sont impliqu
dans la totalité dda réaction. Il est donc plus difficile d'identifiele maniére précise
coordonnée de réaction. Notre choix s'est porté |sureprésentation de ces différe
transferts par une seule contrainte, correspondanttransfert d'hydrure provenant
cofaceur dans un premier temps, arguant du fait queacsfert entrainerait les transs de
protons. Nous avons également testé une contragpesentant le transfert de pro
provenant de la tyrosine afin de vérifier si lensfert d’hydrure pouvait tervenir dans un
second temps lors de la réaction. Ces tests ndusamtré qu'une seule contraini simple »
ne peut représenter pertinemment la coordonnééatdion du mécanisme. Des simulati
impliquant deux coordonnées de réactions ont d&tiuées, basées sur deux contrail

associees indépendammenx transferts d'hydrure et du premier proton.

-
Su!;
’
a
[ )

-

Tyr163 CR1=d1-d2
CR2=d3-d4

Figure 36: Schéma des distances impliquées dans la définitidles coordonnées de réactio
Le transfert d'hydrure est modélisé par la contrainte CR1 (égale a d1-d2jandis que le
transfert de proton venant de la tyrosine 163 estaprésentée pale biaisCR 2 (égale a d3 -
d4).

Chague contrainta été choisi, aprés plusieurs tests, comme étant une combim
linéaire de deux distance€ela perm¢ une meilleure représentation des transfd'atomes.
Par exemple, pour simuler le transfert d'hydruaesdordonnée de réaction est la combina
linéaire de la distance entre I'hydrure et I'atalaecabone du NADPH qui leorte (nommeée
d1) et celle entréhydrure et I'atome de carbone du substrat quétva redu (nommée d2).
Pour la contrainte sur le transfert de proton,dardonnée est constituée de la combina
linéaire entre la distance tyros-proton transférakel et la distance prot-atome d'oxygéene
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du groupement cétone reduit par la réaction (résmecent appelée d3 et d4). La Figure 36

représente les contraintes choisies.

Les parametres des potentiels harmoniques assamaiebiais sont choisis selon des
études déja publiées[153]. Pour chaque contrdagggarameétres utilisés sont listés ci-apres :

- Transfert d'hydrure : constante de force choisig0akcal/mol; espacement entre
fenétre de 0,15 A; 35 ps d'échantillonnage danguehéenétre et la contrainte varie de
-1,80 21,35 A.

- Transfert de proton : constante de force choisig0akcal/mol; espacement entre
fenétre de 0,15 A; 35 ps d'échantillonnage pouqebdenétre et la contrainte varie de
-0,90 41,20 A.

IIl) Interactions entre les différents substrats et I'enzyme -

calculs US-DM QM/MM a une dimension

[ll.1) Simulation sans contraintes DM classique et hybrides
QM/MM

Pour chacun des deux systémes, complexes enzyrDfRRNAHQ et enzyme-
NADPH-DHK, 5 simulations de DM classique, d'uneé&kide 20 ns, ont été réalisées afin de
vérifier leur stabilité. Les RMSd calculées sur é@®lutions structurales de I'enzyme le long
des trajectoires montrent que dans chaque casuletise générale reste cohérente lors des
différentes simulations. De maniére générale, leSMe I'enzyme reste inférieur & 2,5 A. En
cohérence avec les analyses effectuées sur lawstugistallographique, les simulations du
complexe ternaire montrent que les résidus Asn(@88x interactions dans le cas du DHQ,
une pour DHK) et Glu 227 interagissent de maniertefavec les groupements hydroxyles du
cycle B du substrat et peuvent, de ce fait, étrasicdgérés comme des résidus de
reconnaissance. D'autres acides-aminés, faisatie plarla triade catalytique, sont impliqués
dans des interactions par liaison hydrogene :riastye 163 et la sérine 128. A un moindre
niveau, car faisant intervenir une molécule d’eantante, la thréonine 191, ainsi qu'un des
atomes d'oxygene du groupement diphosphate duteafainteragissent avec un groupement
hydroxyle du cycle C. Un grand nombre de résidusladeavité est impliqué dans des

interactions de type hydrophobes avec le subshatis pouvons particulierement noter
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l'isoleucine 222 et la valine 193, gsont en contactvec les cycles aromatiques

interactions de type-n.

Afin d’équilibrer et préparenos systemes dans le cade I'étude de la réactivi plusieurs
simulations de type DMQM/MM ont été réalisées d'une durée de 1 a:2ra@mulations de 1
ns et unale 2 ns pour le complexe ternaire avec DHQ, 2 sitraris de 1ns pour le comple
DHK-enzyme soit un total resectif de 4 et 2 ns simuléelses interactions relevéde long
des simulations classiques sont retrees dans les calculs hybrides, avec cdant des
valeurs légeremerdifférente: (par exemple, la thréonine 191 interagit directemaec le
substrat). les interactions de type liaison hydrogéne notammenplus courtes, de l'ordi
de 1,81,6 A. Nous pouvons noter que la seule différerateble entre l'interaction du DH:
et celle du DHK est I'absenc¢une liaison hydrogene avec l'aspara 133 provenant de
l'absence d'un groupement hydroxyle sur le cyc du DHK. LaFigure 37 représente de
maniere détdée les interactions stabilisantes de la dihydergétine avec la DF Cet
arrangement spatial est compatible avec la réattibe qu’elle est anticipéd.a Figure 37

représente ainsi la structure de dépzoisie pour commencer 'étudke réactivité

Figure 37: Représentations des différentes interactions dwbstrat dans le site actif.
L'interaction entre I'asparagine et la dihydroquercétine, qui n'existe pas dans leas du

dihydrokaempferol, est entourée en rouge.
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111.2) Calculs DM-QM/MM US a une dimension

Dans un premier temps, des premiers calculs de @MMM couplés avec le
protocole d'Umbrella Sampling ont été effectuéscauae seule coordonnée de réaction
représentant uniquement le transfert d'hydruresiitraulation, d'une durée totale de 735 ps (21
fenétres de 35ps), a permis l'obtention d’'un pakde force moyenne associé a la réaction
de transfert. Ce profil est représenté sur la Ei@&.

Ce potentiel présente trois phases distinctes :

> de -1,80 & 0,5 A : I'énergie varie de 0 & 6 kcal/n@ette phase correspond
exclusivement a un rapprochement du NADPH et dwstsath En effet, durant cette
phase, et malgré l'application de la contraintedistance Gappy-H n’évolue pas.
L'état obtenu a la fin de ce rapprochement est donétat intermédiaire idéal pour le
transfert d'hydrure.

20

15

Energy (Kcal/mol)
=
I

Ll ! . | . | s |
2 -15 -1 -05 0 0.5
Reaction coordinate (C1-H - C2-H)

Figure 38: Potentiel de force moyenne obtenu pour le traneft d'hydrure.

> de-0,5a0,2 A: I'énergie varie de 6 a 12 kcal/@ette phase correspond au transfert
d'hydrure. L'état de transition du transfert d'luydra été ainsi identifié pour une
valeur de 0,2 A de la coordonnée, ce qui corresgomtes distancesa@opn-H =
1,43 A et H-Guo = 1,22 A.

> de 0,2 & 0,8 A : I'énergie varie de 12 a 7,5 kaal/rEette phase correspond a la
relaxation provoquée par le franchissement det léatransition. La cascade de

transferts de protons ne s'effectue qu'apres lesfeet d'hydrure. Nous pouvons
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remarquer que les produits de réactions possedentenergie plus élevée que les
réactifs. Nous pouvons supposer que cela provierfail que la lysinel67 n'est pas
reprotonée en fin de réaction lors de notre siranat

En effectuant un calcul QM au niveau B3LYP/6-31+%@e la reprotonation par un
ion oxonium d'une lysine déprotonnée, I'enthalifieelde Gibbs associée est de I'ordre de
-12 kcal/mol. Cela permet d’estimer que I'état fida notre réaction pourrait atteindre
une énergie relative de - 6kcal/mol par rapport eéectifs. Dans le cas du DHK, un
comportement similaire a été observé, avec cepenaanbarriere d'activation plus élevée

(état de transition a 16 kcal/mol).

Comme nous venons de le voir, cette campagnentg@ations biaisées du transfert
d’hydrure entraine la cascade de transferts dempsalans son intégralité. Afin de vérifier
si le transfert du premier proton (biais CR2) dnegait le transfert d’hydrure, une
campagne de calculs simulant le transfert de prdma tyrosine vers le substrat a été
réalisée suivant le méme protocole. Une barriére détevée (18 kcal/mol) est relevée sur
le profil énergétique. La simulation conduit a ntermédiaire tres faiblement stabilisé par
rapport a I'état de transition (17 kcal/mol). Daredte structure, le transfert de proton est
effectif mais n’induit ni le transfert des autrestons, ni le transfert d'hydrure. Il apparait
donc que la premiere simulation devrait nous permele caractériser I'état de transition

de la réaction biochimique.

Afin de le vérifier, nous avons réalisé une nolg&vedimulation de DM-QM/MM
biaisée, pour laguelle est appliqué le biais cpoadant a la fenétre encadrant I'état de
transition. Cette valeur correspond & un biais &1 € 0,2 A. L'idée étant que si nous
sommes exactement sur cet état de transition, elsgiéme soumis a des simulations de
dynamique moléculaire a partir de cette positionraié se relaxer de maniere aléatoire
vers les produits ou les réactifs de la réactione Wimulation longue (2 ns), sous
contrainte, a été effectuée et certaines structuresté choisies le long de cette trajectoire
comme point de départ pour des simulations sangaiote. 100% de ces simulations
(environ 30 calculs différents) présentent un retars les réactifs uniquement. De plus,
lors de l'analyse de la trajectoire sous contrailhtepparait que la tyrosine présente un
comportement particulier. En effet, le proton sensfére de maniere naturelle vers le
substrat mais revient également aupres de l'atdoxygene de la tyrosine, et ceci de

maniére spontanée. De ces analyses, il appardlt existe un couplage entre la
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coordonnée représentant le transfert d'hydrure ebbrdonnée de réaction associée au
transfert de proton. Par conséquent, les calcudésbaur I'utilisation d’'une contrainte ne
peuvent pas étre suffisant pour décrire correctéreemécanisme. Nous devons ainsi

réaliser des simulations plus élaborées baséda définition de deux biais.

1V) Calculs DM-QM/MM US 2D

D’'une facon générale, la réalisation de ce typepaeocole permet d’obtenir des
surfaces d’énergie potentielle en fonction de deaardonnées. Pratiquement, deux biais
seront appliqués selon les deux transferts, cellihgdrure et celui du proton provenant de la
tyrosine. Ces biais seront appliqués comme précéugm a I'aide d’un potentiel harmonique
appligué sur une combinaison linéaire des distamepliquées dans les transferts. Ainsi, dans
chaque « fenétre », le systeme sera échantillomoéiade ces deux contraintes. La totalité de
nos simulations sera ensuite débiaisée une noueidlé I'aide du protocole WHAM et nous
permettra d’obtenir la surface d’énergie en fonctile@s contraintes appliquées. Ici encore, il
faut nous assurer que les contraintes représemaientiieux la coordonnée de réaction
attendue. Nous avons considéré les contrainteseERR2, qui représentent respectivement
les transferts d’hydrure et du proton de la tyresiet qui, comme nous l'avons vu

préecédemment, sont les deux transferts d’atomeregésentent la réaction complete.

Afin d’obtenir la carte E(CR1,CR2), nous devon§irdéles limites des variations de
ces deux contraintes. Dans ce cadre, il est ndoesia déborder quelgue peu des valeurs
associées aux états stables des réactifs et degifstaafin de s’assurer que nous avons bien
échantillonné ces états stationnaires. Pour cegasimulations 1D présentées préecédemment
nous sont d’'une grande aide. Ainsi, pour la conteaCR1, d’apres la Figure 4, les minima
d’énergie sont obtenus, coté réactif pour GRIL,5 A et coté produit pour CR#1 A. Au
final, pour cette contrainte CR1, nous considérerd® valeurs allant de -1,8 A (distances
hydrure-DHQ et hydrure-cofacteur respectivementeéga 2,8 A et 1 A) a +1,35 A (1 A et
2,35R), ce qui nous permet de définir 22 fenétressinulations. Concernant la deuxiéme
contrainte, les variations sont beaucoup moins itaptes car il n’est pas nécessaire ici que le
substrat et la tyrosine se rapprochent pour quealesfert puisse s’effectuer. En effet, la
liaison hydrogene entre les deux réactifs est ptésele fagcon constante le long des
simulations. Ainsi, pour CR2, nous considéreronsvakurs, allant de -0,90 A (distances
proton-DHQ et proton-tyrosine respectivement égalds9 A et 1 A) 4 1,20 A (1 A et 2,20

A), ce qui nous permet, le long de cette dimensieréfinir 15 fenétres de simulations. Au
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final, en tenant compte des évolutions des deutraioes, 330 fenétres ont été consideér

correspondard un temps total de simulation de 11,5

I\VV.1) Substrat n°1 : DHQ (dihydroquercétine)

IV.1.a) Analyse énergétique du profil

La surface d'énergie potentielle décrivd’énergie du systeme en fonction des d

contraintesest représentée surFigure 39.

Energy (kealf %

mol) 4
; .’ 20
20 15

e
Proton transfer (Angstroms)

K Hydride transfer
Proton transfer CR2 CR1 {Angstroms)

{Angstroms )

Hydride transfer (Angstroms)

Figure 39 Surface d'énergie potentielle obtenue pour le stesme DFR-NADPH-DHQ. L'axe
X représentela contrainte CR1 et I'axe yCR2. A droite, sur la projection sur le plan
horizontal, les cercles blanc désignent les réactifs (en bas a droite), I'état deansition (au
centre) et les produits de la réaction (en haut ardite). Le cercle rouge représentun état

intermédiaire lié au rapprochement NADPH-DHQ.

Le profil présente un minimum glol d'énergiepour des valeurs de CR1 et C
négatives, ce qui correspond bien a un état oatteses ne sont pas transf, c'est a dire les
réactifs.Cet état est en totale cohérence avec les straatateantillonnées lors simulations
sans contraintes. Nous refvon: en effet les caractéristiques d’un systémeréactif, stable
pendant un temps de simulation relativement impari@e point qui est celui de plus ba

énergie sur toute la surface de potentiel est dénsicomme la référence des éner

Un point selle, qui peut étre considéré en premiérecqmation comme un état (
transition,est également caractérisé sur cette surface. lg@negcessaire pour atteindre
point est de 17 kcal/mol. dstsitué pour des valeurs des contraimggéserant les transferts
d'hydrure et de protovalant CR1 = 0, A et CR2 = 0,30 A.
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Enfin, un état stable, correspondant a la fin dassferts d’hydrure et de proton,
également caractérisé sur cette surface d’éneagie,coordonnées CR1 =0 A et CR2
=1,20A. Cette structure correspond & un état ol lesfeais de protons non contraints,
du fragment ose vers la tyrosine et de la lysins lefragment ose, sont également effec
Une nouvelle fois, les caractéristiques structgrale cet étesont cohérentes avec celleue
nous avons pu échantilloni lors de simulations sans contraings le complexe enzyr-
produits (voir chapitre 3)Ce point est associé a une énergie de 8,11kdaplume haute qu
celle des réactifs. Cette valeur ne (pas étre choquante car ici encore, la régénérdada

lysine n’est pas effectuée.

Enfin, nous pouvons noter, a nouveau, la présence duninéainédiaire métastable a
coordonnées [-0,4%);75], a une valeur d'énergie de 6 kcal/nCe point sera dcuté plus
tard. Le chemin réactionnel associé a la réaction enzgom peut étre représer en suivant

le chemin de moindre pent€e profil est représenté surFigure 40.

Proton transfer (Angstroms)

05 0
Hydride transfer (Angstroms)

Figure 40: Chemin réactionnel suivi par le mécanisme enzymatige. Le point rouge

correspond a la position de |'état de transitior

Cette vue permet de bien nous rendre compte dglitiation de chaqucontrainte en
fonction de lI'avancée de la réactiEn premiéreapproximation, il peut étre considéré qut
chemin suivi est fonction d'une des coordonnéedépendamment de l'autre selon tr
phasesLa premiere étape, associée au rapprochement t&ssepactives, ne fait interver
que la coordonnée liée aurisdertd'hydrure, de CR% -1,8 A &4 CR1= -0,15 A. Durant cette
période, la contrainteeprésentant le transfert de proton n'est pas guge dans le chemin de
plus basse énergie et reste & une valeu-0,60 A environ. A partir d’'une valeur de
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contrainte CR4 0 A, c'est a dire lorsque le transfert d’hydriseréalisé a moitié, le chemin
réactionnel suit alors quasiment exclusivemenblardonnée liée au transfert de proton entre
les valeurs CR2: -0,75 A et CR2: 0,75 A. Dans cette partie, le chemin suivi restna
valeur de CR1= 0 A. Le long de ce transfert de proton, un poielles que I'on peut
considérer comme un état de transition en prenaigpeoximation, est atteint dans la fenétre
correspondant a [CR1 = 0,00; CR2 = 0,30]. Alors geieétat de transition correspond a une
structure ou I'hydrure est a équidistance entrbara@ donneur et carbone acceptewafeH
~H=1,4A; H-Gno = 1,4 A) il apparait tardif par rapport a la deimi contrainte (Qr —

H =1,45 A ; H-Quo = 1,15 A). Une fois ce point selle franchi, le otie suit encore la
coordonnée du transfert de proton, jusqu'a uneuvale CR2 = 0,75 A. A ce point, la
descente vers les produits de la réaction (a lai@o$0,90;0,90]) suit plus particulierement la

contrainte représentant le transfert d'hydruresgua complet a la fin du chemin.

L'énergie libre de Gibbs associée a la réactibpestive (+ 8 kcal/mol) mais comme
dans le cas des calculs impliquant une seule dim@n&nzyme n'est pas dans son véritable
état final (K162 déprotonée). Comme précédemmenpent ajuster I'énergie des produits de
la réaction en soustrayant 12 kcal/mol, ce qui éamm\G de réaction de -4 kcal/mol.

La comparaison entre les profils 1D et 2D nousaléne ainsi que la prise en compte
d'une seule coordonnée de réaction est réellemsnffisante pour modéliser de maniére
correcte la réaction enzymatique. En effet, seutrdmsfert d’hydrure était contraint, le
transfert de proton se faisait de maniere oppastani.e. lorsqu’étaient échantillonnées des
structures pour lesquelles le transfert d’hydruadét @u-dela du mi-transfert et pour lesquelles
le transfert du proton était possible. Cette partiedélisée par une contrainte adaptée CR2,
est alors associée a une énergie qui n'était pésepte lors des simulations a une seule
contrainte. Cependant, nous pouvons noter que t¢eSops du chemin correspondant
uniguement a une évolution de la coordonnée ddrlig sont bien représentées par le profil
1D, notamment au niveau de la barriére de rapproehedes réactifs qui présente la méme
valeur énergétique entre les deux types de cal@dsrapprochement des entités réactives
mene a la formation d'un complexe pré-réactif appeAC (Near-attack conformer) dont il

sera question plus tard.
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IV.1.b) Analyse structurale

Les différentes analyses ont été realisées setom @grotocoles. Tout d’abord, une
premiere analyse sur la totalité de la surfaceed{pa sera effectuée. En paralléle sera faite
une seconde le long du chemin réactionnel. Darleseel, il s’agira des valeurs moyennes
associées a chacune des fenétres considéréeségsaear les valeurs exactes des contraintes.

Tout d'abord, l'analyse des distances impliquées des contraintes représentant les
transferts montre de maniére explicite les étagsscées au chemin réactionnel. La Figure
41 représente I'évolution de ces distances dadéfiaition des coordonnées représentant les

transferts d'hydrure et de proton.
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Figure 41: Evolution des distances impliquées dans la déftion des contraintes de calculs
DM-QM/MM US 2D. A gauche sont représentées les dehces composant la contrainte CR1,

a droite celles de CR2. Sont ajoutées aussi lestdiges entre les atomes lourds concernés.

L'évolution des distances montre que la premitapedde la réaction amene a un état
dans lequel les entités DHQ et NADPH se sont ragh@es. Cela correspond a la formation
du complexe pré-réactif de type NAC, que nous aorts plus loin dans le chapitre. Nous
pouvons voir que pendant cette phase, les distaassExciées a la contrainte représentant le
transfert de proton restent constantes, ce quircoafque cette partie du mécanisme ne fait
intervenir que CR1. Lorsque le rapprochement est diest a dire que la distance entres les
atomes de carbone est stabilisée a une valeur6dé\2la phase réactive commence. La
distance hydrure-NADPH augmente alors pour atteinoire valeur de coordonnée d'environ
0,2 A. A ce moment, la contribution de CR1 a lardoonée de réaction est grandement
diminuée, et on observe une évolution importante distances associées a CR2. Suivant la
contrainte, le proton se rapproche du substrasduwoit est assez proche du DHQ, le transfert
est initié et la distanceHyrosine augmente, mais de maniére trés rapibedee dans le cas
du proton, tandis que la finalisation du transfianhs le cas de I'hydrure est beaucoup plus
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longue Lorsque I'état de transition est franchi, lesxdgansferts s'effectuent. S'en suit 1
étape de relaxation ou les partenaires s'éloigaerits formation des produits. Les distar
hydrure-NADPH et H-tyrosine augmentent grandement tandis que les sautsten

constantes, attestant de la fin des transfertsle@$lQ

L'analyse de la distancenappr-CoHo, €ntre I'atome de carbone du cofacteur don
d'hydrure et celui du substrat qui étre réduit, montre une zone de stabilité extrénms
large juste avant l'initiation du transfert d'hydruAprés la phase associée au rapproche
du NADPH et du substrat, la tance entre ces derniers resamarquablement stak
(environ 2,6 A), afi de permettre le transfert d'hydr (cf Figure 42) Cette distance res
constante tant que la totalité de la réaction ast Pas effectie. Si nous analysons ce
distance, en considérant maintenant toutre surface explorée, cette zone est beaucour
grande, et existe méme lorsque I'on en suit pabdein de la réaction. En fait, elle exi

lors que les valeurs de la contrainte CR1 sont csepentre-0,45 A et 0,3 A
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(Angstroms)

FORIRIRIRI L LO L LI LD L
e howhing

0
Praton transfer
CRZ (angstroms)

Praton transfer CR2 (Angstréms)

SER E—(Aydr\ctie_tran)sferCR1 15 1 05 0 05 1
NgSroms
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Figure 42: Evolution de la distance entre les atomes de cavshe du cofacteur et du substre,
le long de la surfaced'énergie potentielle. A droite est représenté une vue du dessus de

surface présentée.

Cette zone recouvre toutes les fenétres assca la contrainte du transfert de prot
Ainsi, cette proximité entre le cofacteur et le Sudt est une condition pour que le trans
d'hydrure puisse se réaliser. Ceci signifie quapgrochement des deux réactifs constitu

une étape préliminaingécessaire a la réaction enzymati

Ce comportement ne se retrouve pas lorsque l'odietiévolution de la distanc
OTYR-ODHQ. En effet, cette distance suit I'évolutiontdansfert, les atomes se rapproct
puis s’éloignant en fonction du trans du proton, mais de maniere assez anecdc. En
analysant I'évolution de cette distance sur tooteensurface (voiFigure43), les variations

restent extrémement faibles méme si on observe, Ipsulerniérevaleurs de la contrain
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représentant le transfert d’hydrure, que la digtalevient trés grande. Si la coordonnée atteint
une valeur trop élevée, elle entraine une modifinatstructurale du site actif, car
I'eloignement du NADPH et du DHQ devient importadti coup, la structure du substrat

change dans la cavité et explique cette distanaedoeip plus importante avec la tyrosine.
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Figure 43: Evolution de la distance OTyr-ODHQ durant toutesles fenétres de simulation.

En Figure 44 sont représentés I'ensemble desndesaassociées aux transferts de
proton de la tyrosine, la lysine et le NADPH.
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0 . . |
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Figure 44 : Evolution des distances représentant les transits de protons se déroulant lors
de la réaction de DHQ dans DFR.

Aucune étape de rapprochement n'est observéelgmtmansferts du NADPH vers la
tyrosine, et celui de la lysine vers le cofacteDependant, on observe une remarquable

synchronicité de tous les transferts de la caseadgmatique.
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Les interactions de type liaison hydrogene avecdss&lus de reconnaissance G22
N133 ainsi que les résidus S128 et T191, restemditdement constantes la durée de
réaction (respectivement d'une valeuryenne de 1,8 A, 2 A, 1,85 A et 2 A). Elle sont
contre moins stables dans les cas extrémes deféesifnotamment dans le méme cas qt
distance OTy©®DHQ), ou l'on observe une perte des interactiotsugde d'un changement

conformation de la molécule.

I\VV.2) Substrat n°2 : DHK (dihydrokaempferol)

IV.2.a) Analyse énergétique du profil

Dans le cas du dihydrokaempferol (DHK), le nombeecdlculs est identigLa celui
du systeme avec le DHQ. Ainsi le profil a été obteanslle méme espace et est repres

sur la Figure 45.
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Figure 45: Profil réactionnel obtenu pour le complexe ternaireenzyme/NADPH/DHK. La
courbe noire désigne le chemin de plus basse énerguivie par le mécanisme réactionil. Le

point rouge désigne I'état de transitior

Dans son ensemble, le profil est grandement sirgilaicelui obtenu dans le cdu
substrat DHQ.Le profil présente un minimum global pour des vedede CR1 et CR
négatives [-1,500.75], correspondant x réactifs de la réactic Un point selle,
correspondant a l'état de transition de la réactemt de nouveau caractérisé. L'éne
nécessaire pour l'atteindre est de 17,9 kcal/meotjui est trés similaire au cas du DHQ.
valeurs des contraintes C et CR2 qui permettent d'identifier I'état de tréinsi sont
respectivement 0,30 A et 0,30 Nous observons & nouveau état intermédiairequi ne
concerne que le rapprochement des réi, a une énergie de 7 kcal/mdbont nous parleror

par la suite. Enfinl'état stable correspondant i produits de la réactioest localis au point
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[1,05;1,20], avec une énergie de 12,5 kcal/mol. @endans le cas du DHQ, cet état

correspond a une structure dans laquelle la lysteytique de I'enzyme n'est pas régénérée.

Les différentes observations apportées par lelpézctionnel impliquant DHQ sont
applicables également sur cette surface d'énef@ppendant, il apparait que les deux
contraintes que nous avons suivi sont moins dédéesé@ue dans le cas du DHQ. La premiére
étape, correspondant au rapprochement des emntiéédait intervenir a nouveau que la
contrainte liée au transfert d’hydrure, de CR181854 CR1 = -0.30 A. A partir de cette
derniére, le chemin fait intervenir principalemeéatcontrainte représentant le transfert de
proton, mais également, de maniére plus importaméedans le cas du DHQ, la contrainte du
transfert d’hydrure. Durant cette portion, CRIievele -0,30 & 0,45 A, et la contrainte CR2 de
-0,75 4 0,60 A. L'état de transition est atteintipla valeur [0,30;0,30]. De ce fait, il est
considéré comme étant plus "tardif* sur la contealCR1 que dans le cas du DHQ d'apreés le
postulat de Hammond, alors que la valeur de CR2 idsntique a celle du DHQ. Le fait le
plus intéressant est que I'énergie d'activationocds a la réaction avec DHK est
pratiquement identique a celle du DHQ. Enfin, apgagtion, la derniere partie menant a la
formation des produits fait intervenir de nouveaajoritairement CR1, avec un couplage de

CR2 encore présent.

La différence entre les deux substrats est dasergiellement thermodynamique,
avec une énergie libre de Gibbs corrigée (apraepeotonation de la lysine) d'environ 0
kcal/mol pour le cas du DHK. Nous avons donc unuetles produits vers les réactifs plus
favorables que dans le cas du DHQ, impliguant gumhversion de la molécule de DHK sera
moins efficace. Ces résultats sont directementceard, d'un point de vue qualitatif, avec les
données expérimentales obtenues par Pedl [68]. Ainsi, notre modele se montre prédictif

sur la conversion de substrats par I'enzyme.

IV.2.b) Analyse structurale du mécanisme

Les analyses ont été réalisées le long du chefattionnel et également sur la surface
compléte. D'une maniére générale, la plupart desrghtions notées dans le cas du DHQ se
retrouvent ici (résidus impliqués dans des liaisbpdrogénes toujours présents le long du
chemin). On retrouve notamment le méme comporterdest distances DHQ-hydrure et
NADPH-hydrure, avec une zone correspondant unigneme rapprochement des réactifs.
Concernant la distancey&ppH-Conk, ONn observe, comme dans le cas du DHQ, une vaste z
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dans laquelle la distance entre les deux atomés ceastante. lle est cependant Iégérem:e
décalée vis-&is de ce qui est observé avec le DHQ car I'Elesst tardif ici. Cette évolutio
est représentée sur la Figde
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Figure 46: Evolution de la distance (-C lors des différentes fenétres calculé pour le cas du

DHK. A droite est représentée la vue de dessus de cette surfi

La différence majeure provient du comportement pldenaires impliqués dans
cascade de transfert de protons. ffet, contrairement au cas précédent ou il se daitode
maniere spontanée a la fin des transferts d'hydrude proton, nous voyons que le trans
n'intervient qu'en fin de réaction. Il n'est obtemue dans les dernieres fenétres apre
franchissementel|'état de transition tardiL'évolution des distances associ€es a ces tras
est représentée sur la Figdié
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Figure 47: Evolution des distances impliquant la cascade dransferts de protons

Cette observation peut étre expliquée par le fadt kgtat de transition est plus tar
que dans le cas du DHQ. En effet, la contrainteéssmtant le transfert d'hydrure doit €
plus avancée pour franchir I'état de transi impliquant que la préparation du systeme
réaction est, elle aussi, décalée. Ainsi, le cefactest préparé moins "rapidement” ¢

réaction, ce qui retarde le transfert de protonvgmant de son groupement ose. C
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préparation tardive est attribuée au fait que leKD#st plus mobile que le DHQ, phénomeéne
imputé a I'absence d'une interaction du DHK awwzi/me (Une interaction avec le résidu de
reconnaissance N133), a cause de l'absence deegmenp hydroxyle en position 4'. Les
analyses de RMSd des deux substrats (obtenuegswwinhulations de DM-QM/MM sans

contrainte), qui sont représentées sur la Figure M8ntrent cette mobilité accrue du

dihydrokaempferol.

Rapidement, lors des simulations, on observe gqueHK subit une déviation plus
importante que celle du DHQ. L'absence de liaisgirdgene supplémentaire verrouille de
maniere moindre le cycle B de la molécule. Paeaii, le décrochage observé du DHQ,
aprées 600 ps de simulation de dynamique molécu@¥MEMM, correspond a une perte
ponctuelle de l'interaction avec un résidu de raa@sance (G227). Le substrat passe alors
sur un mode d'interaction a une seule liaison gghe. Le cycle B est ainsi moins contraint,
et on observe une valeur du RMSd environ égaldl@a de DHK, représentant une mobilité
équivalente. Nous observons que le mode dinteractist de nouveau de deux liaisons
hydrogénes apres 820 ps de simulation, et aingiléaur du RMSd diminue car le cycle est de
nouveau contraint. Cette mobilité accrue du DHKt@epliquer le caractére tardif de I'état de
transition. Il faut en effet que I'hydrure soitrtsééré de maniere plus avancé pour réaliser la

réaction
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Figure 48: Evolution du RMSd des substrats par rapport a lapose cristallographique.

Le reste des analyses structurales est trés giendaire le DHQ et le DHK, et c'est justement
cette grande constance entre les deux substragsequiexpliquer cette surprenante barriere

d'activation identique pour les deux molécules.
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V) Complexe pré-réactif (Near-attack conformation)

Les sites actifs des enzymes possedent des a@tgtes particulieres qui facilitent
les réactions, par exemple en stabilisant les d&atsansition ou en permettant a trois réactifs
d’étre présents dans un méme espace. L'hydropbdbigisite actif, les contraintes stériques
ou d'autres propriétés découlant des types d’acatemés constituant la cavité jouant
souvent un réle majeur dans la réactivité, notantreanabaissant la barriere énergétique a
franchir. Depuis de nombreuses années, une hymothest en avant que la barriere
d'activation de la réaction enzymatique peut éueore plus abaissée que prévu. La théorie
du Near Attack Conformer (NAC), ou complexe préctéaa été développée en 1976 par
Thomas C. Bruice [154]. Selon cette hypothesezyew, de par ses mouvements et sa
dynamique, pourrait forcer son substrat a prenese abnformations particuliéres grace aux

différentes contraintes stériques associées ar@mement enzymatique[155].

D’un point de vue structural, la conformation dubstrat induite par la dynamique de
'enzyme se rapprocherait de la structure de I'déatransition, ce qui diminue de maniere
significative I'énergie nécessaire pour l'atteind@ette hypothese pourrait venir en
complément du concept généralement admis que ttabug une stabilisation de I'état de
transition a des effets électrostatiques de l'emviement enzymatique[156]. Cette théorie a
été grandement débattue au fil des décennies[82,188], mais elle est reconnue maintenant
au méme titre que celle de la stabilisation datl'de transition. Ces deux effets coexistent
afin que la barriére énergétique a franchir sailshaible et ainsi que la réaction soit plus

aisée.

V.1) DHQ (Dihydroquercétine)

Sur le profil réactif de nos deux substrats, nolaservons une premiére montée en
énergie amenant a une structure d'énergie envigate é& 6-7 kcal/mol par rapport aux
réactifs (voir Figure 39, cercle rouge). Ce poimparait lors de la premiere phase du chemin
réactionnel, qui n'est dépendant que de la corigdi@e au transfert d’hydrure. Toutefois, un
point attire l'attention. En effet, si nous décorspos, dans le cas du DHQ, la contrainte selon
les deux distances qu'elle implique (distance H-D&{®I-NADPH), il apparait que seule la
distance hydrure-DHQ voit sa valeur se modifiersdaette partie. En revanche, la distance
H-NADPH n’est que tres peu modifiée (voir Figure.49
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Figure 49: Représentation de I'évolution des distances cormpant la contrainte du transfert
d'hydrure durant la réaction. Le trait noir marque la fin de la premiére montée en énergie

observée.

Cette étape caractérise donc un rapprochementédesifs, (cofacteur NADPH et
substrat DHQ) et il ne peut étre considéré quedestert d’hydrure ai déja commencé. Les
états échantillonnés lors de cette phase du méwargent donc des conformations qui seront
plus proches de la structure de I'état de tramsit@eci correspond a la définition des
structures classées en tant que NAC. La distandeutetDHQ peut étre considérée comme
un critére structural principal pour la caractéi@ade conformation de type NAC. La plupart
du temps, les distances et angles d'attaque genusepour la caractérisation des NAC [159].
Ici, I'angle de pyramidalisation de l'atome de ocad du substrat impliqué dans la réaction
peut étre également choisi comme critére, car filghon de I'atome passe d'un sp2 a un sp3.
La variation de I'angle de pyramidalisation deoba¢ de carbone est représenté sur la Figure
50.
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Figure 50: Evolution de I'angle de pyramidalisation du cartonyle le long du chemin

réactionnel
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L'analyse du profil réactionnel concernant DHQ tm®n que l'angle de
pyramidalisation de I'atome de carbone impliquésdanréaction varie trés peu lors de la
phase de rapprochement des entités réactives. pouons remarquer toutefois que le
carbone n'est pas totalement plan et présenteywamplalisation Iégére. Lorsque les réactifs
sont en contact, et ce méme avant que la réaati@ieeméme débute, la pyramidalisation de
'atome devient plus importante. Cela montre quitecgremiére phase de rapprochement
permet au final d'obtenir un complexe "préparé'aadaction, avec un atome de carbone

partiellement hybridé sp3 (valeur de I'angle a emvi20°).

Concernant les valeurs de la distance hydrurecogib et de l'angle de
pyramidalisation pour les réactifs, leur valeur mrmye est respectivement de 2,48 A et de
-1,44° dans la fenétre de calcul [-1.35;-0.75]. Slpouvons comparer ainsi ces valeurs avec
ce que nous observons lors de simulations de dypsminoléculaire "brute-force" de type

QM/MM. L'analyse de ces simulations non biaiséestneoque :

» Concernant la distance hydrure-carbonyle, la digtamoyenne obtenue sur des
simulations longues de plus de 1 ns est de I'aidr2,67 A, ce qui est légérement
au dessus de la distance moyenne de I'état ifit@ls pouvons par contre noter
que nous échantillonnons des états dans lesqualsstiance est en deca de la
valeur moyenne (valeur minimale 1,91 A). D'aprés knalyses, 28% des

structures échantillonnées durant la simulatiort enrdessous de cette valeur.

» Pour la pyramidalisation de I'atome de carbonessalpit la réduction, la valeur
moyenne est de -2,76°. Cela correspond a une vdigarinférieure (l'atome de
carbone est plus pyramidalisé) a celle rencontoée dle notre simulation des
réactifs de la réaction. La valeur maximale obtepoir cet angle est de -16°. La
Figure 51 représente la distribution des valeussadigeres de définition d'un NAC

échantillonnées durant la simulation non biaisée.
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Figure 51: Distribution des valeurs échantillonnées duranta simulation DM-QM/MM pour

l'angle de pyramidalistaion (a gauche) et la distaze hydrure-DHQ (a droite).

L'échantillonnage de valeur de la pyramidalisatiten'atome de carbone impliqué
dans la réaction laisse supposer que malgré I'cafiin de cet atome de carbone dans un
cycle conjugué, les différents mouvement de I'enzysont susceptibles de « préparer » cet
atome a une modification de son hybridation. Desplootons que lors de I'étape de
rapprochement, la pyramidalisation de I'atome rest faible (valeur maximale -10°) alors
gue la distance entre le cofacteur et le subsimaihde fortement. Afin d’estimer ce que colte
ce processus de début de pyramidalisation, noussa¢alisé un scan de I'’énergie en fonction
de l'angle diedre au niveau QM B3LYP/6-31+G*. #v&re que le changement d'hybridation

bY

(de 0° a -15 °) ne codte que trés peu d'énergigiyaen 1,9 kcal/mol, ce qui rend cette
transition trés facilement réalisable a températambiante. Ainsi, le processus de
pyramidalisation ne devrait pas étre un frein dtémtion de structure de type NAC. Pour la
suite, seule la distance hydrure-DHQ est retenue laorecherche de conformations que I'on
peut considérer comme pré-réactives, i.e. pouukdhes le rapprochement est effectif, ou tout
du moins bien avancé. Nous considérerons égaleamecontrainte supplémentaire (mais pas
comme un critere structural nécessaire) que laraioime représentant le transfert de proton se
situe dans lintervalle que nous avons défini satrensurface d'énergie potentielle (Valeur

max : -0.90 A)

Sur toute la simulation (générant 10000 structdiérentes), les points pouvant étres
associées a des structures de type NAC ont étaéssti un nombre de 1000, soit 10 %. Nous
pouvons donc projeter les points échantillonnéssiemulation de DM QM/MM les plus
pertinents sur notre profil réactionnel afin die&r I'énergie gagnée sur la barriere totale. Les

points sont représentés sur la Figure 52.
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Figure 52 : projection des points échantilloinés en simulation de DMQM/MM sur le profil
réactionnel de DHQ. Ne sont représentés que les poineprésentatifs de tous les étal

observés. L'étoile rouge représente le point décrant I'état initial de la réaction.

Le point le plus élevé est identifié & une posif-0.80;0.75], ce qui correspo a une
énergie d'environ 3,5 kcal/n (la valeur de I'angle de pyramidalisation est-6,26°). Les
mouvements de I'enzyns®ntdonc capables dmener le substrat a une structpré-réactive
qui permet de réduire la barriére d'activationleotie 3,5 kcl/mol. Méme si nous ne l'avor
pas échantillonné dans nos simulations de dynammapiéculaire QM/MM, nous pouvor
assumer, au vu des résultats obtenus, que I'endginétre capable de produire un compl
pré+éactif correspondant a I'état intermédi dans lequel le rapprochement entre les (
réactifs est maximal (position-0.30;-0.75]; énergie de B-kcal/mol), permettant ur
diminution non négligeable de la barriere réactadlentotale. Nous pouvons donc dire ¢

I'enzyme catalyse la réactionl'optimise encore plus par un effet de type N

V.2) DHK (Dihydrokaempferol)

Dans le cas de la surface d'énergie associéeé&llation du DHK, nous observo
également un état intermédiaire, correspondantuenignt au rapprochement du cofactel
du subgiat. De la méme maniere que pour la réaction aaddoHQ, cette premiére éta
nimplique que la diminution de la distance hyd-substrat mais la distance cofac-
substrat reste stable. Ainsi, nous avons réalisesttaulations de dynamique molécul
couplées avec les méthodes hybrides QM/MM, pouryessde voir si nous échantillonnc
de maniére aussi importante les états pouvantétextérisés en tant que NAC. La moye
sur toute la simulation de la valeur de la distaimgerure-substrat est ( 2,72 A, ce qui est
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tres proche de la valeur obtenue pour le cas dinjalroquercétine (valeur moyenne obtenue
lors de I'échantillonnage de la fenétre associée réactifs : 2,48 A). De méme, la
distribution des valeurs échantillonnées est similde celle obtenue avec le DHQ, comme le

montre la Figure 53.

[}
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Figure 53: Distribution des valeurs échantillonnées lors dé& simulation de type DM-
QM/MM de la distance hydrure-DHK.

En ce qui concerne l'angle de pyramidalisationm@&ame type de comportement est
observé que dans le cas du DHQ. Ce critere pea également négligé pour la
caractérisation d'état comme étant de type NACsIABR0 états sur les 10000 obtenus dans
la simulation peuvent étre considérés comme desr-Atgack Conformer (contrainte
représentant le transfert d'hydrure supérieure,36-A). Sur le méme temps de simulation,
cela représente une population deux fois moins itapte de NAC échantillonnées comparé
a la simulation avec la DHQ. Statistiquement paylanformation de ce type de structure pré-
réactive serait donc moins favorisée pour ce sabsBtomme dans le cas du DHQ, nous
pouvons projeter les points échantillonnés les phiéressants sur la surface d'énergie
potentielle associée au mécanisme réactionnel gugotit le DHK, afin d'estimer I'énergie

gagnée sur la barriere. Ces points sont représsuitéa Figure 54.
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Proton transfer CR2 (Angstréms)
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Figure 54 Points échantillonnés dans les simulations DM-QM/MMavec le DHK, et projetés

sur le profil .

De maniére remarquable, nous voyons que les pédatitantillonnés caractérisent «
états énergétiquement moins élevés que dans lellcd3HQ. Nous observons ainsi u
diminution du nombre de points pouvant étre cargsgse en tant que NAC, et un gi
d'énergie sur la barriere moins important. La maipour laquelle cet échantillonnage
moins important réside dans l'absence d'une deexiémeraction avec le résidde
reconnaissance R133. En effet, cette interactiom die maniére plus importante le cycle
dans le cas du DHQ que dans celui du DHK. Si léecgst moins bien figé, il est de ce |
plus mobile (voir laFigure 48) dans le site actif de I'enzyme, ce qui impliquee de
positionnement est moins favorable envers la réacthimique, rendan plus difficile
I'échantillonnage d'états préactifs. Ces observations peuvent constituer, les de la
différence de stalisation des produits de la réaction défavoratdes le cas du DHK,
autre effet qui pourrait expliquer la differencesdaux de conversion entre DHQ et DI

reportée dans l'article de Peet al.[68].

VI) Conclusion

Les enzymes possédent un role tres important dansvintyide par leur propriét
réactives permettant la transformation de compd3ass le cas particulier de la biosynth
des flavonoides, la réaction catalysée par I'enzidAR constitueune étpe majeure de la
biosynthese, puisqu'il s'agit de la derniére étapmmune menant a la production i
anthocyanes et des proanthocyanidines, deux fanulietéréts biologiques. Dans le cadre
notre meétabolon, cette protéine a été choisie cominet ce notre étude, nous avons dc
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décideé d'en étudier la réactivité, par l'applicati® méthodes hybrides de type QM/MM MD

couplées au protocole d'Umbrella Sampling. Cettalinaison de méthodes constitue I'état
de l'art pour I'étude des mécanismes enzymatidaiesieux contraintes ont été nécessaires
pour représenter la coordonnée de réaction, unméseptant le transfert d'un hydrure et une

autre modélisant le transfert du proton provenariadyrosine.

La réactivité de I'enzyme a été étudiée pour dribstrats : la dihydroquercétine et le
dihydrokaempferol, pour lesquels des données axpétiales existent (le taux de conversion
de DHQ est plus important que celui de DHK). Ledaes d'énergie potentielle obtenues
pour les deux substrats montrent que la barriéneedjie est identique dans les deux cas de
figure. Seule la différence de stabilisation éntggge des produits de la réaction est notable,
avec une enthalpie libre de Gibbs négative poaoteversion du DHQ, et nulle dans le cas du
DHK. Nous observons également la présence d'unird@médiaire dans les deux cas, qui
correspond a une étape de rapprochement du cofatteu substrat. Cette portion d'énergie
n'‘enclenche aucun phénomene réactif. Nous avomgifidecet état comme étant un NAC
(Near Attack Conformer), c'est a dire un état @aetif qui s'approche de I'état de transition
de la réaction et permet la diminution de la begrid'activation de la réaction. De plus, les
simulations de dynamique moléculaire QM/MM nousnpeitent échantillonner des points
assimilés a des complexes pré-réactifs. Cela implgue I'enzyme peut atteindre ces états de
maniere naturelle, diminuant la barriere d'actwatpour la réaction enzymatique. Nous
observons ainsi que la probabilité d'échantilloroesr 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 DHQeeDHK est due a l'effet conjugué
du nombre d'états pré-réactif eéchantillonnés, ajusa une stabilisation moins bonne des
produits de la réaction. L'absence d'une liaisairdgene importante avec le résidu N133 est
a l'origine de la déstabilisation importante dudwit Quand a I'échantillonnage des structures
de type NAC moins probable pour le DHK, il est &a& une plus grande mobilité de ce
dernier, de par I'absence d'une interaction supgéare (celle du résidu N133), qui rendrait

le composé plus mobile.

Dans le cadre de I'étude de complexes multienzgoes, la compréhension des
mécanismes enzymatiques est nécessaire pour cainpreutes les propriétés intrinseques
au métabolon. Afin de parfaire cette étude, la Ipaote étape serait d'étudier le mécanisme
enzymatique de DFR lorsque celle-ci est en intemacivec une ou plusieurs protéines
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partenaires. L'idée est de mesurer un possible affestérique des interactions protéine-
protéine sur la réaction (par exemple, un changemieactural du site actif, modifiant la
barriere d'activation).
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Les voies biosynthétiques sont constituées d'é@re sle réactions chimiques ou
biochimiques reliées par leurs intermédiaires. gim sl'une cellule, les enzymes catalysent la
biosynthése de métabolites, et le produit d'unetigra devient le substrat de la réaction
ultérieure. Il a été suggéeré que les enzymes im@lg dans une voie métabolique donnée
peuvent s'associer sous forme de "super-complex@imé métabolon[35, 48, 160, 161]. Ce
complexe d'enzymes améliore l'efficacité des vomsaboliques par un phénoméne appelé
"substrate channelitigla proximité des sites actifs des enzymes awtadasdiffusion du
produit de la premiére enzyme vers le site actifldazyme suivante dans la cascade
biochimique et évite ainsi une re-solvatation dmposé[162]. Les métabolons maintiennent
et accroissent le flux métabolique en concentrast ihtermédiaires réactionnels dans
I'environnement proche des enzymes[35, 48, 61]."€a@ger-complexes" sont généralement
assemblés par associations transitoires de congpfarecine-protéine dans lesquels certaines
enzymes sont ancrées a la membrane pour amélarstabilité et la durée de vie du
métabolon[57, 58, 101]. Les preuves expérimentaesl'existence de métabolon sont
difficiles a obtenir[49]. La modélisation molécukaipeut apporter des premiers éléments
d'étude du phénomene de "substrate channelingesamt dans ces complexes protéine-
protéine transitoires, et ainsi proposer un modeleiveau atomique des différentes phases

de ce processus de transfert.

Plusieurs approches de modélisation moléculaimenseitilisées pour caractériser les
interactions protéines-protéine et détailler legmménes dynamiques impliqgués dans la

diffusion du substrat d'une enzyme a une autre:

* la proximité des sites actifs des enzymes est sarespour faciliter la diffusion
rapide d'un métabolite. Il est donc nécessaireamaitre les portes d'entrée/sortie
des sites actifs de chague enzyme. Dans un pretenaps, des simulations de
dynamiqgue  moléculaire  permettant de  visualiser lephénomeénes
d'association/dissociation du complexe enzyme/satbstront donc mises en ceuvre.

* Dans un deuxieme temps, des approches de doclotgr-protéine permettront de
générer les structures potentielles des complexdsemzymatiques. Pour éliminer
les faux positifs dans les solutions obtenues, notiéserons les contraintes
structurales basées sur la proximité des sitefs algs enzymes.

e Enfin, des simulations de dynamique moléculairen ddystéme enzyme-enzyme-
métabolite-cofacteurs seront mises en ceuvre paotertde visualiser la diffusion du
métabolite entre deux enzymes et de détaillerdeef mises en jeu.
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Dans la voie métabolique des flavonoides, la dibijavonol-4-réductase (DFR) est
considérée comme une enzyme centrale pour la lilosym des anthocyanes et des
procyanidines[42, 68, 71]. La leucoanthocyanidi@éductase 1 (LAR) est lI'enzyme suivante
dans la voie menant aux proanthocyanidines[30, W4].été récemment prouvé que DFR est
physiquement reliee a d'autres enzymes impliquéss da biosynthese des flavonoides,
comme la chalcone synthase (CHS) et la flavanothage (FLS1)[49, 98, 160]. Dans ce
chapitre, nous chercherons a proposer un mod&engnsionnel pertinent d'un complexe
multienzymatique faisant intervenir DFR et LAR. Naapporterons pour la premiere fois un
point de vue a I'échelle moléculaire sur le phénmnée Substrate channelingéntre ces
deux enzymes (LAR et DFR).

L'association de deux enzymes pour créer un compteléculaire a deux corps a fait
I'objet de nombreuses études. Toutefois, ici, wmdrainte supplémentaire vient s'ajouter a la
prédiction des zones d'interactions. En effet,sil mécessaire que le complexe formé soit
compatible avec un processus de "substrate chaghalepuis le site actif de la premiére
enzyme vers celui de la suivante. Afin que ces éheiacces ne soient pas obstrués lors de
la définition du complexe, il est donc nécessaiecdnnaitre ces voies. C'est l'objet des
calculs décrits ci-dessous qui ont été appliqués des enzymes individuelles sans

interactions.

I) Identification des chemins d'acces aux sites actifs des

enzymes

|.1) Protocoles de simulation

Le protocole de simulation de dynamique molécalaitétaillé dans le chapitre
méthodologie (page 93), est utilisé ici pour refdaestructure du complexe enzyme-substrat-
cofacteur. Par la suite, chacun des complexes esmepfiacteur/substrat a été soumis a des
simulations de type RAMD pour identifier les chemiientrée/sortie possibles du site actif

enzymatique.

Bien que l'on ne puisse pas considérer ces simmgatomme pouvant refléter un
chemin réversible d'entrée/sortie, il nous est appg'appliquer ce type de protocole a un
substrat dans une cavité enzymatique pouvait nopereer de précieuses informations sur les
voies d'accés entre phase solvant et cavité. ikatitn de méthodes de type brute force nous
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permettront de valider les résultats obtenus parsienulations RAMD. Concernant les

parametres, une force permettant d'accélérer Istretibdans une direction aléatoire est
appliguée tous les 40 pas de simulation. La valder cette accélération est de 0,1
kcal/mol/A/g. 30 simulations différentes ont étéligées dans le but d'améliorer la statistique
des résultats obtenus. La graine permettant dagecette force supplémentaire a elle méme
été fixée aléatoirement pour s'assurer du caractgiggie des simulations. Le calcul s'arréte
automatiqguement dés que la distance entre le cdatneasse du substrat et celui de I'enzyme
dépasse 40 A, ce qui nous assure d'un positionriechensubstrat hors d'une cavité

enzymatique.

|.2) Résultats pour I'enzyme DFR

1.2.a) Simulations de type RAMD du complexe enzyme-cofacteur-substrat

Les simulations RAMD ont mis a jour 3 voies d'acpessibles pour la sortie du site
actif de DFR. Ces sorties sont indiquées sur largig5. Les sorties ont été échantillonnées
respectivement 12, 10 et 8 fois. La statistiquehdiétillonnage de chacune des voies d'accés
ne montre pas de différence significative qui petraeent de privilégier un chemin plutot

gu'un autre. Chacune des voies d'acces impliqtérelifts résidus :

e Sortie 1 : la molécule de DHQ passe a proximitérdsislus M88 et P204. La distance
moyenne entre ces résidus est de 6,7 A, ce quirqoe ce chemin est la plupart du
temps ouvert lors des simulations de type RAMD.

» Sortie 2 : le substrat franchit les résidus V2¥B% L139 et P140 avant d'atteindre la
phase solvant. Les interactions hydrophobes exestamtre ces résidus sont perdues
lors de la sortie du DHQ.

e Sortie 3 : les résidus impliqués sont T159, M1581Set 1222. De méme, la sortie de
la molécule provoque une ouverture de la porte,liqmant que les résidus cités

n'interagissent plus les uns les autres.
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Figure 55: Détail des 3voies d'accé détectées par les simulations de type RAM La sortie 1
est représentée en rouge, la sortie 2 en vert etdartie 3 en bleu. Lis résidus impliqués dan:

chacundes chemins sont également repréntés de la méme couleu

1.2.b) Simulations de DM du complexe enzyme-cofacteur-substrat

Pour appuyer les résultats des calculs de type RAYS simulations de dynamiq
moléculaire brute forcent été réalisées afin d'observer le phénomensati@adion et dntrée
du substrat dans le site actif de I'enzyme. Cesllaiions ont été réalisées sur un syst
DFR-NADPH entouré de plusieurs ligands positionnés danshase solvant. Les temps
simulation sont de l'ordre de quelques cens de nanosecondes (3600 ns). Une
contrainte entre le centre de masse de chaquelligfale centre de masse de la protéine .

appliquéepour contraindre les molécules a étre a une distariérieure a 35 /

Un premier test avec 10 ligands autour de l'enzgn&é effeué Les simulations
montrent que les 10 ligands ont tendance a intelegjiuns aec les autres (par interaction
type n-m), et ainsi former des ¢égats de molécules ne pouvant plus accéder aadife
Nous observons néanmoins les entrées d'un (ouipadox) ligand(s) asein de la cavité,
par la voie d'acced déja identifieceen RAMD. Ainsi, pour éviter ces phénomel
d'agrégation, les simulations ont été relancées &vkgands autour de l'enzyme, chac
avec des conditions initiales différentes. Les olat@ns de cette simulation de plus de
ns montrent que le substrpénetre dans le site actif par une voie d'accevgmiuétre
assimilée a la voie d'acces 3 Figure 59. L'organisation du site actif en fin de simulat
montre que le ligand est dans une position tresharce la pose cristallographiqgue obser
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dans le fichier PDB 2C29 (€figure56). Bien que le RMSd du ligand, calculé par rappost
position cristallographique, soit relativement impat (4 A), on retrouve la gpart des
résidus de la position cristallographique en irtoa avec la moléde (T191, N133, 1222
V192...).Nous pensons qu'une silation plus longue aurait permag cycle A de la molécu
de se repositionner correctement pour interagic daetyroine 163via une interaction de

type liaison hydrogeéne avec le groupement carbc

T210

! N133

Figure 56: Position finale échantillonnée lors des simulatizs de dynamique moléculaire
longues avec 5 ligands. La pose obtenue par lesads est représentée en orange. En ble

clair est représentée la position cristallographiga.

1.2.c) Simulations DM sur le complexe enzyme-cofacteur-produit

Pour comparer le comportement du substrat et dwugrode I'enzyme, ¢
eventuellement identifier d'autres es d'accés au site actif, nous avons realisé
simulations de dynamique moléculaire brute forcer sun systéeme enzyr-
cofacteur(NADP+)produit (Leucocyanidine, noté LCC). Le produit @sacé dans le sil
actif, calqué sur la position du substrat dai structure cristallographique. Trois simulatic
de dynamique moléculaire, avec des conds initiales différentes, ont été réalisées sur
échelle de temps allant de 200 ns aus. Nous observons la sortie, presque totale, ddugr
de la réaction par un chemin pouvant étre identifilhme étant la voie d'acces 1 Figure
55), dans un temps d'environ 75(. La libération compléte de la molécule est diffia étre
échantillonnée du fait de la création d'interacticste type liaison hydrogene entre
groupement phosphate du cofacteur et lesx groupements hydroxyles du cycle B

produit. Le chemin suivi par le substrat pour saté la cavité est représenté suFigure 57.

130



Chapitre 3 : Modeles DFR-LAR et "Substrate chamgli

e~
4

Figure 57: Représentation du chemin suivi lors de la libérgon du produit de I'enzyme DFR.
Les atomes du cofacteur sont représentés ainsi gleeLCC en orange. Les résidus définissant

une porte menant a la cavité (M88 et P204) sont dganent mis en avant.

En conclusion de cette partie, les simulationglgieamique moléculaire brute force
confirment les calculs RAMD. Nous observons |'agg@mn enzyme/substrat par deux entrées
possibles, sans forcer le ligand a pénétrer dansyline ainsi que la libération du produit par
l'une des voies déja identifiée. Ces chemins @derdortie serviront de contraintes structurales

dans le cadre de l'interaction protéine-protéirteeeDFR et LAR.

|.3) Résultats pour I'enzyme LAR

1.3.a) Simulations de type RAMD

Comme pour DFR, I'enzyme LAR a été préparée mouedlisation de simulations de
type RAMD. 30 simulations ont été réalisées avecn@mes parametres que ceux définis
précédemment. 25 simulations ont abouti, aucungessayant été échantillonnée durant les
5 autres simulations. Cette fois, une seule salgid'enzyme a été détectée. Cet accés est
représenté sur la Figure 58. L'entrée de la cagta@éfinie par les résidus M136, 1263, 1171
et H172. On observe lors du phénomene de dissowidii complexe la perte d'interaction
entre 1263 et 1171, résidus qui fermaient la caditécomplexe ternaire. La rupture de cette
interaction permet au ligand de sortir libremenbubll pouvons également noter la perte
d'interaction entre le ligand et les résidus M1BBE72.
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Figure 58: Sortie du site actif identifiée par les simulatios de type RAML. En orange es
représenté le ligand, et ellicorice sont représentés le cofacteur, et les résidus défimant

I'entrée de la cavite. Le chemin de diffusion est églement montré

1.3.b) Simulation DM sur le complexe LAR-cofacteur-substrat

Afin de confirmer ce qui a été observé dans lesikititons RAMD, des simulations
dynamique moléculaire dg/pe "brute-force™ ont été réaliséegvec 5 ligandspositionnés
autour de l'enzymelans la boite de solvi. 4 simulations de DM, avec des conditic
initiales différentes, ont ainsi été effectL afin d'observer le phénomene d'associa
enzyme/ligand. La durée totale de ces simulati@isde 850 ns. Nous n‘avons cepent
jamais observé le phénomene d'entrée d'un ligand lgasge actif de LAR. En effet, |
plupart des molécules interagissent rapidement &uldace de I'enzyme par liaisc
hydrogéne et interactions hydrophobes. Les tempsesidence des ligands a la sue de
'enzyme sont beaucoup plus importants que pour .DE&CiI peut s'expliquer par u
présence plus marquée de résidus polaires a lacsurde LAR. Une analyse de
composition des acides aminés accessibles au salgdmAR et DFR indique une fracti de
résidus polaires Iégerement plus importante pouR I(A0%vs 35%). Pour optimiser la vo
de biosynthese des flavonoides, la formation d'é@tabolon impliquant une proximité d
sites actifs des deux enzymes LAR et DFR a du skepsrmettrait une dfusion plus rapide
des métabolites d'une enzyme a une autre en dintilegtemps de résidence a leur surf
La seule contrainte structurale utilisée sur LARumpte protocole de docking proté-

protéine sera la voie d'acces définie par les sitiars de type RAMD.
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II) Prédiction de la structure du complexe protéine-protéine

DFR-LAR

[I.1) Protocole de simulation

Le logiciel de docking protéine-protéine ATTRACTH, 106] est utilisé pour la
prédiction des complexes DFR-LAR. Une vue génédal@rotocole de docking est détaillée
dans la partie méthodologique (page 74). Dans depcésent, I'enzyme DFR a été choisie
comme étant la protéine "réceptrice”, LAR est dianprotéine "ligand". Une grille de points
de départ (permettant de positionner le centre dssende la protéine dite "ligand™) a été
construite autour de DFR avec un espace entre ehamjnts de 10 A. Un total de 436 points
de départ a été généré et pour chaque positiooestar grille, 258 rotameres de LAR seront
considérés. Ainsi plus de 110000 positions inifatki complexe protéine-protéine sont
minimisées sur la base du champ de force dévelsppéifiquement pour ATTRACT. La
résolution gros grain utilisée ici permet d'évaluapidement toutes les solutions afin
d'échantillonner au mieux les interfaces protéir@égine. Les 2000 structures de plus basse
énergie ont été analysées et les solutions simdlant été regroupées sous forme de cluster.
Chaque cluster est composé de structures du compieec un RMSd de moins de 1 A sur la

totalité du systeme.

11.2) Résultats du docking DFR-LAR

Les 10 clusters de plus basse énergie (allant@@ & -14 RT) ont été analysés d'un
point de vue structural. Pour trier ces solutiomsys avons choisi d'appliquer les criteres
structuraux définis précédemment. La distance degaésidus H172 de LAR et T159 de
DFR a été calculée pour vérifier la proximité deses d'accés des sites actifs des deux
enzymes. Seul le résidu T159 a été choisi pour D&Ril est commun aux deux chemins
d'entrée/sortie de I'enzyme échantillonnés dansiteslations brute force précédentes. Les

valeurs de distance entre les carbonesl€s deux résidus s'échelonnent entre 16 et 65 A.

Les structures choisies doivent ainsi avoir urgagice entre les deux résidus faibles
(gage d'une proximité des sites actifs) et unegimetinteraction entre protéine la plus forte
possible. Dans notre cas, le cluster 7 se démdeggement des autres, avec une énergie
d'interaction forte (E=-14,2 RT) et la plus faildestance mesurée (16 A). Nous pouvons

également sélectionner le cluster 4, qui présentielixieme plus petite distance (d=30 A) et
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une énergie plus forte que le cluster 7 (E=-14,5.50r le reste des 10 meilleurs clusters,
aucune autre structure ne peut étre retenue caitéee structural n'est pas respecté (distance
supérieure & 30 A, ce qui représente la limiteadmexion entre les sites actifs des enzymes).

Si nous étendons l'analyse aux 100 meilleursalsistes conclusions sont similaires.
Nous retrouvons deux complexes assez proche dteclkisd'un point de vue structural et
deux autres similaires au cluster 7. Aucune authetisn de docking ne satisfait le critere
structural et ne sera retenu. La structure de chdes complexes choisis est représentée sur
la Figure 59 et nous déciderons d'appeler parita gicluster 4, S1 et le cluster 7, S2 pour

plus de clarté.

Figure 59: Structures protéine-protéine obtenues par le prtocole ATTRACT. LAR est
représentée en blanc tandis que DFR est en noir.gauche est représenté le cluster 4 et a

droite le cluster 7 (appelé respectivement S1 et $2r la suite).

11.3) Analyse structurale des complexes DFR-LAR retenus

Une interface protéine-protéine se décompose er denes distinctes, que sont le
cceur de l'interface et sa périphérie[163]. Daneake des interactions transitoires protéine-
protéine, la premiére zone est relativement conepangjoritairement composée de résidus
hydrophobes et ne contient que quelques molécusa douant un rdle structurant. La
seconde zone est partiellement accessible au sodvda fraction de résidus polaires y est

plus importante. Les deux zones sont représentéds Bigure 60.
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Périphérie

Figure 60: Détail d'une interface protéine-protéine transitoire. Le coeur de l'interaction esi
caractérisé par une compacité élevée des résidusgea des interactions majoritairement
hydrophobes. Les résidus sornotés 1 sur le schéma. La périphérie de l'interfacest définie
par des interactions plus hydrophiles. Elle est coposée des résidus de type 2 (interagisse
avec le caeur mais partiellement solvatés) et de &3 (interaction avec l'autre protéine

uniquementgraceaux molécules d'eau pontantes, identifiée par latiee w).

La surface de l'interface proté-protéine se situe aux alentours de 20¢, située
dans la moyenne des complexes hétérodimériquesittimes [164]. Une analyse réalist
avec le logiciel Ligplot+]65] montre que le cceur de linterface tgine-protéine est plus
compactpour le cluster S2 que pour le cluster S1. Il inmgpdi moins de résidus (2vs 30)
pour une surface légérement plus importante (:vs 1900 &). Par ailleurs, la fraction d
résidus non polaires impliqués dans cette zonaetgtment en feeur du cluster S2 (48vs
33%). En revanche, le nombre d'interaction de figison hydrogene a linterface est p
important pour le cluster S1 (Ivs 7 interactions). L'analyse de la totalité de lifaee
protéineprotéine (coeur et périphérie) moi que le nombre de résidus impliqués est tou;
en faveur du cluster S1 (6842 résidus). L'analyse de l'interface prot-protéine des deux

complexes est résumée danTableau 2.
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Cluster S1 Cluster Sz

Résidus impliqués (interface totale 63 42

Nb liaisons 12 7

Résidus impliqués (cceur interface 23 30

Fraction résidus non polaire (%) (coeur interface 33 48
SASA (A 1900 2070

Interaction ionique 0 1

Tableau 2: Résumé (es analyses structurales des deux complexes sétmutiés

Cette analyse montre que ces deux clusters comdsepb parfaitement a la définitic
d'une interface protéingrotéine transitoiif164, 166, 167]C'est a dire une fraction de résit
non polaires d'environ 560%, un nombre de liaisons hydroged'environ 10 et un nomb
de résidu a l'interface aux alentours d-60. Cependant, le cluster S1 présente une comy
et une fraction non polaire moins compatible avettecdéfinition qui provient du fait qt
I'interface protéingsrotéine est diviséen deux zones distinctes, séparées par un e

partiellement solvaté (dfigure61).

Périphérie Périphérie
Périphérie
Coeur

Coeur
Coeur
Zone partiellement
solvatée

Figure 61: Schéma représentant la topologie de l'interfacerptéine-protéine pour les deux
clusters sélectionnés. Aauche, la topologie du cluster <. A droite le cluster S1, avec une

zone partiellement solvatée entre deux zones d'imctions.

Il est également a noter que la formation d'un derg proté€in-protéine demande
une réorganisation derterface pour permettre une bonne complémentagitéudface. L¢
protocole de docking est basé sur une représemtagtio-grain des résidus et sur u

association d'objets (ici 2 protéines) rigidesedt donc nécessaire d'utiliser une approch
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simulation de dynamique moléculaire pour raffire interfaces protéine-protéine et observer

les phénomenes dynamiques

III) Simulations de dynamique moléculaire des complexes
DFR-LAR

Les deux structures des complexes protéine-pmt8ih et S2 seront soumis a des
protocoles de simulations de dynamique moléculafie de raffiner l'interface protéine-
protéine et d'observer les phénomeénes dynamiquameda diffusion de métabolites d'une

enzyme a l'autre.

lll.1) Protocoles de simulation

Pour comprendre la dynamique des complexes pespaintéine, nous avons realisé
des simulations de dynamique moléculaire bruteefale longue durée (atteignant la micro-
seconde). Chaque simulation posséde des conditiotigles différentes. Au début des
simulations de chaque complexe, la molécule LC®reluit de DFR) est placée dans le site
actif de DFR, en contact avec la molécule de NADP+tout, 4 simulations de DM d'une
durée de 0,1%s, 0,17us, 0,44us et 0,71us et 4 simulations de 0,55, 0,58us, 0,94us et
1,2 us ont été effectuées respectivement pour les co@plBl et S2, pour une durée totale de
simulation de 5,5us. Les productions ont été réalisées dans I'engeimbtherme-isobare
(NTP). Les analyses structurales ont été effectume=c le module ptraj de la suite
AMBER12[115].

[11.2) Résultats des simulations pour le complexe S1.

11.2.a) Analyse structurale

L'analyse de la structure des deux enzymes estiss dans le Tableau 3. Tenant
compte de toutes les simulations, les structureedegmes prises de fagcon indépendante sont
stables. Le RMSd de la structure de LAR (a I'exioepdes parties flexibles N et C-terminale,
qui n'interviennent pas dans linteraction protégnatéine) calculé sur l'ensemble de la
trajectoire est faible et n'excéde jamais 2 A. ibérhtion du produit (LCC) nécessite une
ouverture de la cavité de I'enzyme, mais la déftionade la protéine est toutefois limitée
(RMSd inférieur a 4 A).
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T_emps _de RMSd DFR | RMSd LAR RMSd Dissociation | Comportement
MD | simulation complexe
(en A) (en A) du complexe | du substrat
(ns) (en A)
400 ns : sortie
1 714 3,6 (4) 1,8(2,0) | 5,5(7,0) Non de cavite, mais
mauvaise
direction
400 ns : sortie
2 440 1,8 (2,3) 1,0(1,2) 4,0 (7,0) Non 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 évenements importants échantillonnésrant les différentes
simulations. Pour les RMSd, la valeur moyenne esbtinée et entre parenthese est affichée la

valeur maximum. Les structures de références soneé$ structures cristallographiques.

L'analyse du systéeme pris dans son ensemble enentrevanche que le complexe
protéine-protéine n'est pas trés stable. Nous whserune réorganisation modérée de
l'interface dans I'ensemble des simulations. La&wamaximale du RMSd du complexe,
calculée sur la totalité de la simulation, est cosgpentre 5 et 9 A. Une dissociation partielle
du complexe est observée dans deux des simuldtiotée MD3 et MD4 dans le Tableau 3).
L'une des deux régions a linterface protéine-pmetécf Figure 61) est perdue au cours du

calcul, comme montré sur la Figure 62.

La réorganisation et/ou la dissociation partielee l'interface protéine-protéine peut
s'expliguer par le protocole de simulation de dyiga moléculaire employé. Premiérement,
la surface d'énergie potentielle differe entre teprésentation gros grains de la protéine lors
du docking et des simulations de dynamique molé&eutgalisées a la résolution atomique.
Deuxiémement, les protéines sont considérées codeweobjets rigides lors du calcul de
docking, et les simulations de dynamigue molécelaipportent la flexibilité nécessaire a
I'association protéine-protéine. Cela explique lggevaleurs de RMSd se situent entre 5 et 10
Alorsque I'on compare les protéines isolées e$ tlanomplexe.
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Figure 62 : Evolution de la structure du complexe DFR (en gs)-LAR (en noir). A gauche,

structure sortie du protocole ATTRACT; a droite, aprés simulation de dynamique

moléculaire, dans laquelle on observe une dissod@t partielle.

111.2.b) Diffusion du substrat

La libération du produit (qui n'est due a aucuoet@inte appliquée lors du protocole
de simulation) est observée dans deux des simugatie dynamique moléculaire (notée MD1
et MD2 dans le Tableau 3). Lorsque nous observoaglissociation partielle du complexe, le
produit reste dans la cavité enzymatique au coerladimulation. Il est a noter que cette
diffusion est plus rapide dans le cas présent orsgjlie I'enzyme DFR est considérée sans la
deuxieme enzyme (cf partie 1.2.c). Pour rappekdgie partielle a été observée au bout de
750 ns sur un systeme DFR-NADP+-LCC, alors quiicbbserve une diffusion vers la phase
solvant en ~400 ns de simulation. La formation donglexe protéine-protéine induit un léger
changement conformationnel de DFR, qui pourrait ligupr cette différence de
comportement. Enfin, le chemin emprunté par la md& pour sortir de I'enzyme n'est pas
celui attendu (cf Figure 63). La leucocyanidinedsgge 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 @ dynamique moléculaire dans
le cas du complexe S1, observé durant la simulatidviD 2. En rouge est représentée la
position initiale, et en bleu I'état final obtenu gndant le calcul. DFR est représentée en gris

et LAR en noir.

111.3) Résultats des simulations pour le complexe S2

111.3.a) Analyse structurale

L'analyse de la structure des deux enzymes esingss dans le Tableau 4. Comme
pour les simulations sur le systeme S1, la straales enzymes prise de facon indépendante
est stable. Le RMSd de la structure de LAR (a épxon des parties flexibles N et C-
terminale, qui n'interviennent pas dans l'intemactprotéine-protéine) et DFR calculé sur
l'ensemble de la trajectoire n'excéde respectivejaemais 2,5 A et 4 A, pour les mémes

raisons qu'énoncées précédemment.

Dans la simulation MD1, le complexe protéine-pirsd€ est relativement stable
pendant environ Luis et nous observons une dissociation compléteothplexe au bout de
1,1 us. La dissociation intervient aprés un temps nadatent long, compatible avec un

comportement de complexe protéine-protéine trainsito
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MD

Temps de
simulation

(Ms)

RMSd
DFR (en
A)

RMSd
LAR (en
A)

RMSd
complexe

(en A)

Dissociation

Comportement
du substrat

S2 1

1,2

3,0 (3,5)

2,0(2,1)

7,5 (16,5)

Oui,
compléete a
1,1 ps.

200 ns : début
de diffusion,
mais patrtielle.

S22

0,935

2,2 (2,5)

19(2,1)

6,2 (9,0)

Non

Diffusion totale
de LCC vers
LAR / début :

140 ns

Oui/ 140 ns
reste a
I'interface
DFR-LAR

S2. 3 0,57 2,6(3,0) | 2,0(22) |8,0(10,0) Non

Oui/ 140 ns
reste a
I'interface
DFR-LAR

S2. 4 0,58 2,430 | 1,821 | 7,5(9,0) Non

Tableau 4: Résumé des évenements se déroulant lors des daions de dynamique
moléculaire impliquant le complexe S2. Les valeurde RMSd dans le tableau correspondent

a une valeur moyenne, tandis qu'entre parenthésetaadiquée la valeur maximale.

Pour la simulation MD2, une réorganisation modélédinterface est observée. Dans
ce cas, la valeur maximale du RMSd du complexecestiprise entre 5 et 9 A. Cette
réorganisation n'est pas trés importante d'un mEntue structural, mais l'est beaucoup plus
d'un point de vue fonctionnel. C'est ce que nouailterons dans la partie 11.4. Aprés 75 ns
de simulation, une légere modification de la tog@ode l'interface protéine-protéine est
observée (cf Figure 64); Sa surface diminue & envi00 X. Cette perte d'interaction reste
toutefois compatible avec les criteres structurduxe interface protéine-protéine transitoire
(cf partie 11.3. [164, 166, 167]). Elle est égaletheompensée par la formation d'un point
salin entre les résidus K93 de DFR et E175 de LR distance entre les atomes NZ du
résidu K93 et OD1 du résidu E175 est de 3,2 A. igufeé 64 illustre le réarrangement
structural observé durant la simulation. Pour augere I'échantillonnage de ce type
d'interaction protéine-protéine observé durantrfeaukation MD2, nous avons décidé de lancer
2 simulations (MD3 et MD4) en prenant comme poiatdé&part la structure apres 75 ns de
simulation. Ce réarrangement se montre extrémestiahte 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 simulatiale dynamique
moléculaire. DFR est @ gris, LAR en noir. La fleche rouge montre la formation du pont

salin lors du réarrangement, et la fleche bleue latre zone d'interaction impliquée.

111.3.b) Libération du produit et diffusion vers la seconde enzyme

La libération de la leucocyanidine est ob€e dans I'ensemble des simulations
dynamique moléculaire. La sortie du produit ne séite pas une modification structur
importante du complexe. Ce phénomene est obsenglda 75 premieres nanoseconde
simulation pour MD2, 3 et 4, et est unu plus longue pour MD1 (200 ns). Cette différe
de comportement peut étre due au réarrangemetwabliqui se produit dans MD2, et (
induit un départ plus facilité. Dans les simulatioMD3 et 4, le produit migre jusqt
I'interface protéine-proté@) puis sort de cette interface et diffuse damshkse solvant. Dar
le cas de la MD1, le ligand a été transféré jusdjiiéerface protéin-protéine avant la

dissociation, mais cette derniére empéche la faatin de la migratio

La diffusion du poduit de I'enzyme DFR jusqu'a la cavité de LARddbstervée dans
simulation MD2. La Figurét représente le chemin suivi ainsi que I'évolutionRMSd du
ligand par rapport a sa position cristallographidaasle fichier PDB 3152, correspondt au
complexe ternaire LARNADPH-LCC. La valeur de RMSd est naturellement trés éemd
début de la simulation pour se retrouver a unewatéenviron 5 A a la fin, indiquant t

positionnement proche de la structure allographique.
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40

RMSd (Angstroms)

I I I | I | I
0 02 04 0.6 08 1
Simulation time (us)

Figure 65: Chemin de diffusion suivi par le substrat obserg lors de la simulation 2 du
complexe S2 et évolution du RMSd durant le transfér La position initiale du substrat est

représentée en rouge, tandis que la position finakn bleu.

Le chemin de diffusion peut étre scindé en troendes étapes indiquées sur la Figure
65 : la premiere étape intervient lors des 300 e nanosecondes. La molécule sort de la
cavité de DFR et atteint l'interface protéine-pirgéen 150 ns environ. Elle continue alors
jusqu'a 300 ns, dans lesquelles la molécule explimerface protéine-protéine et migre
jusqu'a la surface de LAR. La deuxieme étape dO@ ris, pendant laquelle le substrat
explore la surface de I'enzyme. La derniere étapsiste en l'entrée de LCC dans la cavité
enzymatique de LAR. Chacune des phases de ce puscds "substrate channeling" a été
analysée d'un point de vue structural et énergétigénergie d'interaction ligand/récepteur a
éte évaluée au moyen du protocole MM-GBSA (voitipanéthodologique, page 75) afin de
caractériser I'évolution de la stabilisation du abélite et les différents états du complexe. La
simulation a été découpée en 157 sous-ensembl66Qdps, et pour chaque ensemble, une
valeur moyenne et un écart type de I'énergie diot®n ont été calculés (cf Figure 66 a
gauche). Les distances entre les centres de magsetdbolite et de chaque enzyme ont été
mesurées le long de la simulation. Cette analypermis de représenter, sous forme d'une
carte en deux dimensions, I'évolution de I'énedjinteraction en fonction de ces deux
critéres structuraux (cf Figure 66 a droite). Lesist étapes du processus de "substrate

channeling” sont clairement visibles sur ces degurés.

Remarque: La contribution entropique a I'énergie d'intéi@t n'a pas pu étre évaluée sur
I'ensemble de la trajectoire. La méthode emplogtdbasée sur un protocole d'analyse des

modes normaux nécessitant un état d'énergie mieifqgalil soit global ou local). Nous avons
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estimé cette contribution sur deux états : I'atdtal et final. Le terme AS est équivalent

dans les deux cas, avec une valeL-23 kcal/mol.

Enzyme-ligand interaction energy
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Figure 66: A gauche évolution de I'énergie d'interaction LCC/complexde longdu chemin
de diffusion. A droite, projection de cette énergie en fonction de la distan@ntre les centres
de masse de DFR et du ligand, et celle entre leswte de masse de LAR et de LC( Les trois

couleurs représentent les trois étapes précédemmaetitées

* Etape 1 du chemin de diffusi

La premiere étape du chemin de diffusion est céra€e par une diminution d
I'énergie d'interaction assez importante, de lkorde 23 kcal/mol, entre Ct 150 ns de
simulation, puis d'un renforcement de cette int@yacjusqu'a atteindre une interacti

d'environ 23,5 kcal/mol. LAAAE de cetteéétape est d'enviror3;5 kcal/mol

De nombreux phénomenes se déroulent durant cefe.@lous observons ai une
diminution tres forte du RMSd ((Figure 63, dans laquelle nous pouvons identifier trois

distincts :

i) une diminution d'une valeur de 30 & 25 A, quirespond & une réorientation
substrat dans laawité de DFR. Ceci est visible surpremiere portion de Ipartie encadrée
en vert (en haut a gauch®)r laFigure 66 dans laquelle nous voyons une augmentation
distance entre les centres de masse de et LCC, mais trés peu de changement pot

distance entre le centre de masse de DFR et de

i) une seconde souwape de 40 a 150 ns de simulation, dans laqueRMSd chutt
d'une valeur de 25 & 15 A. Cette étape correspdacartie du substr de la cavité de DFF
ce qui se traduit par une grande perte d'intenact@® phénoméne est donc associé a
importante déstabilisation du substrat observés taprofil énergétique de Figure 66. Elle
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correspond a la seconde portion de la partie eéeaeln vert (la plupart des points bleus).
Nous voyons que dans cette étape la distance kntrentre de masse de DFR et LCC
augmente tandis que celle entre LAR et LCC dimimugiguant la diffusion du site actif de
DFR vers le suivant. Durant la sortie du site ad#af LCC interagit avec M88 et P204
(définissant la porte de la voie d'acces 1 de DRRis également avec la THR159 (impliquée
dans la porte de la voie d'accés 3). Nous pouvordgduire que la molécule suit un chemin
hybride entre ces deux sorties.

iii) La derniere sous-étape se déroule de 1500ar30de simulation. Le RMSd reste
constant sur cette valeur de 15 A, puis diminuéred'étape & une valeur de 10 A. Il s'agit ici
d'une exploration de l'interface protéine-protgmae le métabolite. Cela correspond au pallier
observé sur la courbe de I'énergie d'interacti@nlducocyanidine interagit avec les résidus
M88, F85, T159 de DFR, ainsi qu'avec les résidugHE94, 1171, et E265 de LAR. La
distance entre les centres de masse des deux enaggne ligand continue a évoluer (nous
nous situons toujours dans la partie encadrée inerebas a droite). A la fin de cette étape,
le complexe tombe dans un minimum d'énergie, cpomsant a l'arrivée du LCC sur la
surface de LAR.

* Etape 2 du chemin de diffusion

Apres I'exploration de l'interface protéine-pro&ila molécule atteint un minimum
d'énergie, avec un gain total par rapport au maxingde la courbe d'environ 22 kcal/mol.
Commence ainsi une longue phase, jusqu'a 560 remtdaquelle I'énergie d'interaction reste
constante. Apres 560 ns de simulation, nous obaseruoe seconde perte d'interaction, d'une
valeur de 12 kcal/mol. Enfin aux alentours de 88Qda simulation, un deuxiéme minimum
est atteint. Le gain d'énergie associé est de aBnkal. Le AAG total de cette étape de la
diffusion est ainsi de -4 kcal/mol.

L'analyse du RMSd montre que sa valeur (envirol)L€este constante tout le long
de cette étape. Pour autant, de nombreux phénordgnamiques sont observés durant cette
seconde étape. Le premier minimum atteint est &ssogne position du substrat particuliere,
qui lui permet d'interagir de maniere forte avecdéacteur situé dans la cavité de LAR. Deux
liaisons hydrogéne sont créées entre le groupepigogphate et le cycle B du LCC. Le
substrat interagit également avec l'enzyme, enntréaux interactions de type liaison

hydrogene avec les résidus E94 et N135. Enfin, éeabolite s'insere entre les héliceg
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(résidus 94-110) et 6 (résidus 128-150), créardi @@ nombreuses interactions hydrophobes.
La position décrite est représentée sur la Figdre 6

Figure 67 : Position intermédiaire rencontrée lors du chemirde diffusion du LCC. Ne sont

affichées ici que les interactions de type liaisdmydrogéne a la surface de LAR.

Au bout de 560 ns de simulation, la seconde ddisttipn est atteinte, et elle
correspond a une perte ponctuelle des interactiorlsCC avec les résidus E94 et N135, ainsi
gu'a la perte des interactions hydrophobes aveddes hélices de I'enzyme. Seules les
interactions avec le NADPH sont conservées. Latiposspatiale change peu, ce qui explique
la valeur constante du RMSd sur cette période.inad cette étape est caractérisée au bout
d'environ 800 ns de simulation, par une reformaties interactions avec I'hélice 4 et 6. Sur
l'image b) de la Figure 66, cette seconde étapalestifiee par la zone entourée en orange.
Nous échantillonnons ainsi un bassin d'attractioergétigue de maniere importante durant

toute cette étape.
* Etape 3 du chemin de diffusion

La simulation échantillonne de maniére importalateconformation associée a ce
minimum d'énergie. La simulation a été continuée gour a 1,47s, et ne nous a pas permis
de franchir la barriere d'énergie nécessaire aeatrée du LCC dans la cavité de LAR. Nous
avons décidé d'appliquer un autre protocole, poundr un "coup de pouce" au systéme afin
d'échantillonner cette entrée. Il s'agit du proecal'aMD (accelerated Molecular
Dynamics[168]). Le principe est d'introduire un ibialans la simulation sur I'énergie
potentielle du systéeme, ou sur I'énergie assoaigeaagles diedres (ou sur les deux). La

valeur de l'énergie est ainsi augmentée, permettantlissage" de la surface d'énergie
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potentielle (et/ou des angles diedres) pour faciktinsi les transitions entre différents ét
Nous avons appliquee protocole d'aMD afin d'obser la transition du LCC vers le site ac
de LAR. Les paramétres de "boost" ont été appligur I'énergie potentielle et I'énergie (
angles diedres (3,5 kcal/mol/résidu de boost ssiralegles diedres, et 20 % de boost

I'énergie potentielle).

Ainsi, avec le protocole d'aMD, nous avons pu éthamner I'entrée du substrat de
la cavité. L'évolution de I'énergie d'interaction montre uneuvelle perte d'interactiol
Iégeérement plus élevée que la précédente (14 kaoll/dpres l'avoir franchie, le minimul
global de la courbe est atteint. Le gain d'éneegtaci de 20 kcal/molLe AAG total de cette
étape de la diffusion est ainsi -8 kcal/mol. Globalement, IAAG total de la diffusion d
substrat du site actif de DFR vers LAR es-13,5 kcal/mol.

La valeur du RMSd diminue jusqu'a environ 5 A, eprésente I'entrée du subt
dans la cavité de la seconde enzyme. (ouvement est caractérisé pat réarrangement
important Les interactions entre le substrat et le cofactent encore conservées, mais ce
impliquant le résidu N135 et I'nélice 4 sont pesduea molécule eeint ainsi la porte de |
cavité de LAR, caractérisgmar des interactions entre le cofacteur et deuxlugés M136 e
K140 (il s'agit de la lysine catalytique). Ces matgions sont représentées suFigure 68 .
Ces derniéres sont rompudsrant la simulation de type aMD, pour finalemdonner la
possibilité au substrateatitrer dans la cavité enzymatique. Dans la calatéeucocyanidine

interagit principalement avec les résidus Y137, K14122 et Q28!

Figure 68: Interaction jouant le role de "porte" de la cavité de LAR, impliquant le

cofacteur, la lysine catalytique K140 et la méthiome M13€E.
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111.4) Role de la solvatation dans le phénomene de "substrate
channeling”

Les métabolons sbrdes assemblages transitoires d'enzymes, ce qiligim une
proximité des différentes cavités. Imaintiennent et accroissent le flux métabol en
concentrant lesntermédiaires réactionnt dansl’environnement proche des enz\s. Nous
avons observée transfert du substrat d'un site actif a l'as@es passer par une phase
diffusion dans une phase purement solvant. Ce psosepeut étre considéré comme
phénoméne de "substrate channeling”. Le réle deliatation est ici crucial. Une anee de

la microsolvatation du substrat au cours de la simulagactive a été réalisé

Le nombre de molécules d'eau dans la premiére es|de solvatatior(jusqu'a une
distance de 3,4 A du ligand) a donc été mesur simulation a été découpée en Isous-
ensembles de0® ps, et pour chaque ensemble, une valeur moyehn@ écart type d
nombre de molécules d'eau ont été calculés. Umalaiion de DM de la LCC dans u
phase purement solvant a été réalisée pour estamneombre moyen de molécule'eau
présentes dans la premiere sphere de solvatatasolvatation maximale a été évalué

environ 36 molécules d'eau.
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Figure 69: Evolution du nombre de moléculisd'eau autour du substrat lors de sa diffusior

du site actif de DFR vers celui de LAF (sphére de solvatation prise entre 1 et 3,4 A autodu

solvant). En rouge est représentée I'évolution, et en noires barres d'erreurs associées. L
ligne rouge montre le nombre moyen de molécules @ pour un substrat complétemnt

solvaté.
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Nous remarquons que cette courbe présente de aosdx similarités avec la courbe
de I'évolution de I'énergie d'interaction LCC/coexad calculée par le protocole MM-GBSA.
Le profil peut étre découpé en trois étapes, dméae maniere que précédemment. Ainsi,
chaque barriere d'énergie peut étre associée &alnatation partielle du substrat, plus ou
moins importante selon la valeur de la barriere. ingnimums de micro-solvatation sont ainsi
associés a des interactions plus importantes &ezyme. Enfin, nous pouvons remarquer
gue nous n'obtenons jamais une solvatation totaléadmolécule lors du transfert vers la
seconde enzyme. Le nombre de molécules d'eau antdermétabolite (valeur max égale a
28 molécules d'eau) est toujours inférieur a l@wakstimée dans la simulation de LCC dans

une phase solvant pure (estimée a 36 molécules)d'ea

Les effets de solvant jouent un rbéle majeur daespfocessus d'interaction
ligand/récepteurs. Ici, lors du transfert de la éoale d'une enzyme a une autre, un
phénomene de solvatation/désolvatation a lieu. ibardtion du substrat entraine une
solvatation partielle de celui-ci grace a I'exisemu complexe DFR-LAR. Le processus de
désolvatation lié a l'association LAR-substrat esbins pénalisant d'un point de vue
énergeétique lors de la formation d'un tel édifice transfert de LCC de DFR vers LAR a lieu
lors de la premiere étape (0-300 ns) et le nombrmadlécules d'eau autour du substrat est ici
de 28 au maximum. Le gain sur la pénalité de désaton est donc d'environ 20% (28/36).
La valeur de l'énergie de solvatation calculée lpaprotocole MM-GBSA est de 59,39

kcal/mol. Le gain d'énergie sur la pénalité de bégation est donc de I'ordre de 12 kcal/mol.

La formation de ces complexes multienzymatiquesnpe donc un transfert de
molécules d'un site actif a l'autre, et permet l&e-@@ de ne pas étre resolvater de maniere
totale, entrainant un gain d'énergie non négligedbé phénomene de solvatation partielle est
ainsi une des forces motrices du phénomene dettatdshanneling”, qui est la base méme

du fonctionnement d'un métabolon.

IV) Conclusion

Un métabolon est un assemblage complexe d'enzymegii rend ce type de structure
difficile & étudier expérimentalement. Ainsi, lestits de modélisation moléculaire sont
précieux et parfaitement adaptés pour une analygéculaire de ce type de complexe. Les
différents protocoles (RAMD, DM, Docking protéinespéine, aMD) utilisés ont permis
d'étudier de maniére pertinente ce type de strectls nous ont permis de répondre a
différentes problématiques associées : i) l'idematifon des voies d'acces au site actif des deux
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enzymes pour les métabolites ii) un modele d'icteya pertinent entre les deux enzymes,
dans lequel une connexion existe entre les dees sittifs et iii) I'étude des phénomeénes
dynamigues associés a ce type de structure a soketién atomique.

Dans le cadre de la biosynthese des flavonoidegpie métabolique fait intervenir
'une a la suite de l'autre les enzymes DFR et LB&Rformation d'un complexe entre ces
deux enzymes est donc envisageable. Dans ce @hapitus avons étudié la possible
association de ces deux enzymes et fourni desniafitons au niveau moléculaire et
énergeétique sur les phénoménes associés a ce cemplédtienzymatique. La détection des
entrées/sorties des deux enzymes ont permis déteiadlidentification des complexes
pouvant présenter une connexion entre les sitéfs acizymatiques. Les calculs de docking
permettent de dégager deux structures, dont I'vbgepte une interaction classique de type
protéine-protéine transitoire. Les simulations geanique moléculaire, appliquées sur ces
deux structures, montre généralement une libérateota leucyanidine du site actif de DFR,
dans des temps plus courts que lorsque le comp&RR-NADP+-LCC est considéré seul.
Nous avons réussi a échantillonner dans le caoadiplexe S2, un transfert du LCC du site
actif de DFR vers celui de LAR, sans appliquer aeccontrainte. Cette observation peut étre

assimilée a un phénomene de "substrate channeling".

Ce phénomene montre WAE total de transfert de -8 kcal/mol. Plusieurs ésapnt
pu étre identifiées avec tout d'abord, une libératle LCC a partir de la cavité de DFR pour
une migration vers linterface protéine-protéinaswete une exploration de la surface de
I'enzyme LAR par le métabolite. Enfin, I'étape fenaonsiste en I'entrée du ligand dans le site
actif de la seconde enzyme. Le long de ce phénanigselvatation joue un rdle majeur. En
effet, le substrat n'est jamais resolvaté de marsémpléte, on observe ainsi un gain non
négligeable sur les pénalités de désolvatatiomucdacilite ainsi le transfert de la molécule,
et de limiter la déstabilisation de l'interactioomplexe/ligand, comme par exemple celles
associées a une entrée ou sortie de cavité. Amsplvatation partielle du substrat joue un
réle crucial dans le phénomene de "substrate chiaghest dans le fonctionnement d'un

métabolon.

Les différents résultats reliés au phénomeéne dastsate channeling” ont été observes
sur la base d'une seule simulation, ce qui ne peuset pas de dégager, en premier abord,
une statistique suffisante. L'idéal aurait étéfetier plus de calculs sur ces complexes afin
d'échantillonner une seconde fois le processussMeudevons cependant pas oublier que ce
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type de phénoméne est associé a des temps detsimuala I'ordre de la microseconde, ce qui
demande de grandes ressources de calcul. De 'glsartillonnage de conformations hautes
en énergie sur ces systemes tres hydrophileswestjfficile que sur des systémes totalement

hydrophobes (par exemple, les RCPG), car il estssire de rompre des interactions plus
fortes, comme des interactions de type liaison ¢xyéine.
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Chapitre 4 : Interactions F3'H/membrane et premiermsdeles de métabolon

Il est possible que les enzymes impliquées danadaade menant a la biosynthése de
molécules naturelles soient en interaction fortecayne membrane, que ce soit la membrane
cellulaire ou une autre impliquée dans la compamitation a l'intérieur de la cellule. I
semblerait, dans notre cas qui traite de la voiprdduction menant aux flavonoides, qu'au
moins une enzyme soit dans ce cas. Il s'agit deyee F3'H (Flavonoide-3'-hydroxylase).
Les membranes sont constituées de bicouches ligdiqui ont pour role de protéger et de
compartimenter la cellule. Nous pouvons par exengiler la membrane du réticulum
endoplasmique, qui est une zone de la cellule peantela création et modification de
protéines[169]. Les protéines qui interagissentcales membranes peuvent le faire de
différentes fagcons. Elles peuvent étre en intesactiansitoire, relativement faible, en étant
simplement "posées” sur la partie hydrophile desuxhes lipidiques. D'un autre c6té, elles
peuvent étre totalement intégrées dans la membpanmettant ainsi un flux de molécules ou
d'ions, ou méme le transfert d'informations ergrenllieu extérieur et l'intérieur de la cellule.

Il s'agit de protéines dites transmembranaires (&FR0O...)[170]. Enfin, et c'est le cas qui

nous intéresse ici, seule une partie de I'enzyneeagit fortement avec les lipides tandis que
la majeure partie reste en interaction forte aeesdlvant. F3'H appartient a cette derniére
famille. Comme présenté lors du chapitre de préjoarales systémes, F3'H est une enzyme
de type cytochrome P450 [59, 60, 75]. La plupast elezymes de cette famille présentent une
partie transmembranaire, mais plusieurs typeseddntions sont envisageables entre la
surface de la membrane et lI'enzyme (liaison hydregéydrophobe, ionique). Il a été

récemment montré que des interactions de typercatmouvaient jouer un réle majeur dans

la stabilisation de ces interactions. Elles posséde caractére stabilisant plus fort qu'une
liaison hydrogene [171] et sont impliquées de nmranéguciale dans la stabilisation de grands

nombres de systemes membrane/protéine [172, 173].

Dans le cadre de la biosynthése des flavonoidesgtabolon se formerait a la surface
de la membrane du réticulum endoplasmique [58,.B@jtaines enzymes joueraient ainsi un
réle d'ancre a la membrane, autour de laquellealdes protéines peuvent s'agréger pour
former un métabolon [53, 57]. Ce phénomene d'aeceatp membrane pourrait avoir une
importance dans la statistique de rencontre degnew, augmentant la probabilité de la
création de ces interactions. De plus, la stabiéé'édifice multienzymatique pourrait étre
augmenté grace a des interactions supplémentaitess enzymes constituant le métabolon et
la bicouche lipidique. La prise en compte de ceractions est ainsi d'une grande

importance.
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Ici, comme présenté en page 92, le serveur OPNI[@2lit que I'hélice N-terminale
de F3'H doit étre transmembranaire. Cette prédicioégalement mis en évidence une
interaction de surface, de nature hydrophobe, guoplit les résidus 35-37, 69, 222-227. La
prédiction sans hélice montre a nouveau que cé&dussont impliqués dans une interaction
de surface, laissant penser que notre modele rdatien F3'H/membrane est cohérent. Nous
présenterons dans ce chapitre les premieres &ud&8'H, son comportement dynamique en
présence d'un modéle de membrane explicite, airsiles premiers modéles de métabolon
obtenu en regroupant tous les résultats obtenugu'alers. Comme précédemment, des
simulations de type RAMD ont été effectuées afinabaliser les différentes voies reliant la
cavité enzymatique de F3'H et le solvant. Le systanensuite été soumis a des simulations
de dynamique moléculaire en tenant compte d'unebraera décrite explicitement. Enfin des
calculs de docking protéine-protéine ont été réalefin de proposer un premier modeéle d'un
meétabolon impliquant les enzymes F3'H-DFR-LAR eeriaction avec un modéle explicite

de membrane.

I) Simulations préparatoires de dynamique moléculaire de

systemes F3'H/membrane.

|.1) Identification des chemins d'accés au site actif de F3'H

I.1.a) Canaux déja identifiés dans les cytochromes P450

Les cytochromes P450 possédent un arrangementusalutres similaire les uns des
autres et surtout trés compact [174]. Le site aldifenzyme est tres enfoui, et la question de
l'identification de chemins d'accés au site aoti§ dnolécules s'est rapidement posé. De par
leur structure tridimensionnelle tres similaires @hemins d'acces pourraient étre commun a
la famille entiére des cytochromes P450. Ainsindenbreuses études ont déja été publiées
sur I'étude d'acces de composés au sein de ceseni¥y75-178]. De maniére générale, la
structure tertiaire des cytochromes P450 est coégpde deux domaines de feuillBtsainsi
gue de 10 hélices alpha (sans compter le domaitegrinal transmembranaire) nommée de
A a K. Les différentes études théoriques, utilisded méthodes telles que des protocoles de
steered molecular dynamics (SMD), d'umbrella samgpliUS) et de RAMD ont permis
I'identification de plusieurs chemins d'acces cotarg le site actif au milieu extérieur. La
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nomenclature de la structure secondaire des cyiow®s P450 et les différents chemins

d'acceés identifiés sont représentés sur la Figlire 7

Figure 70: Nomenclature des différentes structures secondais des cytochromes P450. Les
cercles désignent les différents acces au site &identifiés. A gauche, vue de c6té; a droite,
vue de dessus. Les cercles désignent la totalitésamnaux identifiés comme étant des voies

d'acces au site actif. Tiré de la ref [175].

Les sept chemins d'accés dérivant du canal 2sri#é2a a 2f, correspondent aux
chemins les plus échantillonnés et les plus favesaénergétiqguement pour la sortie et
I'entrée des molécules [175, 179]. Les differernemise ces sept chemins sont mineures, et
proviennent uniquement de la conformation a un tedgnné de la structure des boucles F-G
et B-C. Nous pouvons les considérer comme toutes/@gntes. L'ouverture et la fermeture
de ces voies dépendent uniquement de la positida lbeucle F-G, reliant les hélices F et G,
ainsi que celle de I'hélice B' avec la boucle BLEs publications montrent que plusieurs
conformations existent dans lesquelles I'hnélicpdit se dénaturer afin de permettre la sortie
de composés. Un déplacement de cette derniérgadsngent possible et permet l'ouverture et
la fermeture de canaux. Les différents chemins @etuservir soit pour I'entrée des molécules
dans le site actif, soit pour la sortie des praduaié la réaction, mais aucun role n'a été
clairement identifié pour chacun. Seuls les candlet S ont été caractérisés comme les
chemins d'acces du solvant au site actif (la pasdiun atome d'oxygéne est nécessaire pour
la réaction enzymatiqgue), mais peuvent aussi jdaerdle de régulateur du degré de
solvatation du site actif. Il a été également mdmjue le canal S peut permettre la sortie de

composeés dans certains cytochromes P450.

Cette nomenclature étant commune a toutes lesv@wyle type cytochrome P450,
nous pouvons identifier les hélices et les boudkss la structure de F3'H reconstruite par

homologie (voir Figure 71).
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Figure 71: Identification des hélicesde la structure reconstruite de F3'H. La boucle E-C et la

boucle F-G sont respectivement représenes en rouge et vert.

Les résidus impliqués dales boucles B-C et F-@e I'enzyme so respectivement les
résidus 95-110 et 20B15. Les simulations de damigue moléculaire effectus sur le
complexe F3'H-DH@Heme (sans modéele de membrane) ne ptentpas de visualiser ur
sortie de la dihydroquercétine (maniere naturelle (au total 700 ssnulées lors ¢ 4
simulations). En effet, la structure est este tres compacte durant Esulation:. A ce jour,
aucune étude sur une sortie naturelle de compgaéisdie site actif d'un cytochrome P4
par simulation de dynamique moléculaire b-force n'a été publiée, il faut nécessairen
biaiser la simulatin. La structure a ainsi été soumise a des simakatietype RAMD [180],
afin de veérifier si nous détectons les mémes cherdégjaidentifiés dans les précéden

études.

1.1.b) Protocole de simulation

Une force permettant d'accélérer le substrat dapsdirection aléatoire est appligL
tous les 40 pas de simulatidfrois valeurs d'accélération ont été utilisées dérdétecter u
maximum de sortiepossibles (0,1 0,2 et 0,25 kcal/mol/A/g)La graine permettant ¢
générer aléatoirement cette force supplémentagbeaméme été fixée aléatoirement p
s'assurer du caractere unigue des simula Pour chaque valeur de ce parame30
simulations ont été effectuées, pour un total ¢ simulations réalisées en RAMILe calcul
s'arréte automatiquement des que la distance kententre de masse du substrat et celt

l'enzyme dépasse 40 A.
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I.1.c) Résultat pour I'enzyme F3'H

Le Tableau 5 résume les sorties échantillonnée®p& lors de chaque trajectoire.
De par leur proximité spatiale et des légeres wiffées structurales entre eux, les résultats

concernant les 7 canaux dérivant du chemin 2 anal S ont été rassemblés.

Sortie A=0,25 A= 0,20 A=0,15 Total
2(a, b,c,ac, d, e,

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 kimulations de type RAMD.
La ligne "Autres" désigne les sorties non détectéemuparavant, dénaturant une partie de la
structure et donc inexploitables, et celles qui ngont pas compatibles avec l'interaction de

F3'H avec la membrane.

Environ un tiers des simulations présente soitaorée proposée dans la zone censée
interagir avec la membrane (impliquant notammestrésidus en interaction tels que W35),
soit une dénaturation d'une partie de la protéore te la sortie du substrat. Ce dernier
phénomene peut étre di a l'exploration par le dgdinne portion moins structurée et plus
fragile, donc plus propice a la dénaturation (peeneple, les résidus 315-325). Si nous
mettons de cbté ces simulations, la sortie parvaie pouvant correspondre au canal 1 est
celle qui est la plus échantillonnée (impliquants leésidus S133, G134, K125,
L272,E288,V289 et 1291). Cependant, au niveau &irak la sortie de composé dans ce canal
entraine la plupart du temps de grandes modifieatgiructurales du site actif. Notamment,
les interactions entre I'heme et les différentsdiéssdu site actif sont souvent rompues. Le
résidu R124, par exemple, identifié dans notrectire pour faire une interaction ionique
forte avec le groupement héme, perd souvent seraittion avec le cofacteur lors de la sortie

de DHQ. Ainsi, méme si ce chemin est le plus édhamié, les modifications structurales
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gu'implique son parcours ne sont pas cohérentaslasebservations et profils énergétiques
présentés précédemment. D'autre part, dans leecAs@ 15, I'accélération n'est peut étre pas
assez forte pour permettre au substrat d'échamtiéloles autres acces, sachant que notre
structure est tres compacte. Le substrat prend ddochemin le plus court pour sortir de
I'enzyme, qui est le canal 1, ou une sortie " dujte perturbe encore plus l'interaction avec

I'hneme (rupture de l'interaction avec la cystéinerdinant le métal).

Le canal 2 fait intervenir la boucle B-C (résid@i110) et la boucle F-G (résidus 200-
215) (voir Figure 71), et selon leur position démstructure, une variante du canal sera plus
ouverte que l'autre. Nous avons ainsi choisi ddegdes différentes variantes du canal 2 (a, b,
c, d, e, f), le chemin S ainsi que les canaux B, éimpliquant respectivement K197, E200,
R242, F246 et P365, L478, H49, L488), méme si asiers sont moins échantillonnés,
comme voies de sortie principale du DHQ. Des sitiaia de dynamique moléculaire sur le
systeme F3'H/membrane avec DHQ dans le site antifété réalisées afin d'analyser le

comportement dynamique des différents canaux aprelsence de la membrane.

|.2) Evolution de I'interaction F3'H/membrane lors des

simulations de DM

1.2.a) Protocole de simulation

Le mode d'interaction F3'H/membrane prédit pardssiltats du serveur OPM a servi
de structure de départ a ces simulations. La merebagété décrite de fagcon explicite avant
d'appliquer les protocoles de DM, décrits danshigpitre | (page 91). Deux simulations de

dynamigue moléculaire (durée respective de 640@14) ont été réalisées sur ce systeme.

1.2.b) Evolution du mode d'interaction F3'H/membrane

La prise en compte de la membrane dans les cacuise incidence importante tant
sur le type d'interaction enzyme/membrane que awstructure méme de I'enzyme. L'hélice
transmembranaire voit son angle de tilt changeartuia simulation. La force motrice de ce
changement provient majoritairement des interastimmiques. Nous avons représenté les
parties N- et C-terminales sous leur forme zwittgique. La position du résidu (M1) situé en
N-terminale évolue pour créer en milieu de simolatine interaction ionique tres forte avec
plusieurs groupements phosphates des tétes pad@sdipides, situées sur la face opposée de

la couche lipidique (cf Figure 72). Durant la siatidn, jusqu'a 4 interactions ioniques
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peuvent existede maniére concomitante. L'interaction est constdntanitoute la durée de
la simulation, mais les groupements phosphatesepi&st une dynamique d'échar
importante. Ce changement est cohérent avec ude driCojocariet al [77] dans laquelle
cette partie Nlerminale traverse intégralement la membrane adragit avec la parti

hydrophile.

Figure 72: Représentation de I'évolution de la position deHélice transmembranaire au seir

de la membrane A gauche, laposition initiale de I'nélice au sein de la membraa est
représentée en bleu et la position finale en violeA droite, détail de l'interaction entre le

résidu en Nterminal et les groupements phosphates des lipic

Les interactions entre les acides gés de l'enzyme et la surface de la memb
évoluent également au cours des simulations, bien Igs résidus identifiés lors de
construction du complexe jouent constamment un ndégeur dans cette interactione
changement de linteraction de I'he transmembranaire entraine des modificat
structurales de l'interaction de surfaLes résidus vont notammeinteragir avec les parti
lipophiles des lipidgs mettant en avant un renforcement général deerantion
enzyme/membrane. aL participatin de nouveaux résidus dans linteraction de st est
également notée. LeTableau 6 résume les résidus impliqués dans linterac

enzyme/membrane.
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MD1 MD2

Temps de simulation

(ns)

640 400

W35, V36, 138, V70, | V34, W35, V36, 137,
Résidus en interaction| F69, V221, A222, | 138, F69, V221, A222,
type hydrophobe P223, L224, W226, P223, L224, W226,

L227, L227

Résidus en interaction
o V36, 137 D228,W35
type liaison H

Résidus en interaction

(o))

] W35, W226, F69 F69 (x2), W35, W22
de type cationst

Résidus en interaction
o D228, R66, R23 R66, R23, K102
ionique

Tableau 6: Résumé des différents résidus impliqués dansrieraction protéine/membrane,
ainsi que la nature de leur interaction propre. Sohrépertoriés les résidus dont l'interaction

dépasse les 50 % d'existence durant la simulatiomicernée.

On observe que la chaine latérale du résidu 3Btpéde toute sa longueur dans la
membrane. Ce mouvement induit ainsi la formatiomdevelles interactions hydrophobes,
non prédites par le serveur OPM. La formation dfittion hydrophiles (ionique et liaison
hydrogene) est également observée. La surfaceéhdryla membrane entraine la formation
de ponts ioniques avec des résidus chargés (K1Z28,0R66) proches de l'interface.

Enfin, on observe trés rapidement dans nos sitonktla formation d'interactions
cationst, qui sont maintenant reconnues pour avoir un shtacturant important dans la
formation de ces interactions protéine/membrand[1®lotons la formation naturelle
d'interaction entre les groupements méthylcholides lipides et des centres aromatiques
proches. Deux groupements tryptophanes (35 et 22&i que la phénylalanine 69,
interagissant a la surface, sont pour la pluparteduyps impliqgués dans ce type d'interaction.
Ces acides aminés, de type tryptophane et phénylalaont été identifies comme étant les
résidus principaux impliqgués dans la formation de interactions cations-particulierement
avec les lipides de types phosphocholines (PC)[182Figure 73 représente les interactions

cationss identifiées durant nos simulations.
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Figure 73: Représentation des interactions catic-r observéeslurant les simulations de

dynamique moléculaire.

Du fait de la dynamique des lipides constituaninkmbrane, de nombreux échan
lipide/lipide impliqués dans les interacts avec I'enzyme sont notd3ans le cas du rési
F69 par exemple dans la simulation MD2, trois kgsidnteragissent seuls ou de man
concomitante avec la partie aromatique. Nous cénsis que l'interaction cati-n existe
lorsque la distance méthylalme-cycle aromatique inférieure a 7 A[17P83]. Les analyses
montrent qu'au moins une interactioriste durant 85% du temps de simulation, et mon
méme l'existence de deux interactions de ce typem@&me temps sur le méme résidu

Figure 74). [@s résultats similaires sont obtenus pour lesug3did35 et W26.

Ainsi, les simulations de dynamique moléculairadeit les prédictics d'interactions
proposées par le serveur OPM. Le réarrangementtstall de I'hélice transmembrana
induit de nouvedes interactions hydrophobes meégalement la formation interactions
ioniques et surtout cation-a la surface de la membrane. Les résidus aromatigjtigés :
l'interface sont ainsi impliqués dans la formatidnne interaction avec un groupem

méthylcholine de la membrane de type PC
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Figure 74 : Evolution des distances entre le résidu F69 etd trois lipides impliqués dans les
interactions cation-t. Le trait rouge défini la limite au dela de laquéele on ne considére plus

d'interaction.

|.3) Changements structuraux induits par l'interaction avec la
membrane

Comme nous l'avons mentionné précédemment, lalddu6 interagit de maniere
importante avec la membrane. Cette portion deymezest liée a l'ouverture des canaux 2 (et
ses différentes variantes) et S, pouvant joueblendans la sortie de composés. La formation
de ces interactions pourrait donc provoquer destefiion négligeables sur la structure
tertiaire de I'enzyme, comme par exemple des effetsverture et de fermeture des cavités
identifiées au sein des cytochromes P450. Danscalosils, le RMSD de I'enzyme entiere
(par rapport & la structure reconstruite par hogie)oest respectivement de 6 A (simulation
de 640 ns) et de 4,5 A (simulation de 400 ns). dkewr élevée observée pour la premiére
simulation est associée a des changements struxtunauits par effet allostérique de
l'interaction protéine/membrane. Ainsi, durant sosulations du complexe F3'H/membrane,
méme si nous n‘avons pas été en mesure d'obseweottie de ligand, nous avons identifié

des phases d'ouverture et de fermeture des diffécanaux de I'enzyme.

Au niveau du canal S, le résidu valine 205 joueble de porte pour la sortie des
molécules du site actif. Au cours de nos simulatjorous observons une ouverture partielle
du canal S, par rotation de la valine 205. Nouds€ovons cependant pas la totalité de
l'ouverture du canal, les résidus 480 et 484 mésa interaction. Ce mouvement du résidu
valine 205, que nous n'observons pas en simula@ms membrane, peut étre attribué a

l'interaction de la boucle F-G (résidu 218-229)calemembrane. En effet, elle peut produire
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un effet allostérique sur la structure proche,cdamment les résidus proches comme la vi

205. Cette ouverture partielle est montrée sFigure 75.

Figure 75: Ouverture de la porte du canal Saprés 300 ns, par rotation de la valine 2(. Le

DQH et le groupement Heéme sont représentés balls and stick

En ce qui concerne le cang, la conformation de I'hélice B-est le facteudominant
définissant préférentiellement l'ouverture d'une dariantes de ce canal. Notamment,
résidus tyrosine 108, lysine 102 et phénylalanih® définissent plus précisément la ca
associée au oal 2e. Nous observons dans le cas de ce canauweeture trés tot dans no
trajectoire durant la simulation MD1. Les interaos hydrophobes entre ces 3 acides an
disparaissent et on observe une ouverture totaleadal 2e. Cette ouverture représentée

sur la Figure 76.

Figure 76: Ouverture du canal 2e aprés 200 ns de simulation. Le phénona implique la
rotation des résidus Y108 et F11. La molécule de DHQ et lecofacteur HEme sont

représentés erballs and sticks
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Malgré ce phénomeéne d'ouverture, nous n‘avonséoasi a échantillonner le long de
cette simulation une sortie naturelle de DQH. NéainBs) ces résultats présentent un type de
changement structural qui n'a pas été observé duesn simulations de dynamique
moléculaire sans membrane explicite. Une simulad®plus longue durée pourrait permettre
'observation de la sortie du DHQ par les canauxel&. En ce qui concerne les autres
canaux, nous n'observons pas d'ouvertures de teter fconformation de la boucle F-G en
faveur du canal 2e) qui pourrait permettre la saiti DHQ du site actif.

La prise en compte des interactions avec la mamlsa@vere donc nécessaire si hous
voulons prédire de maniere convenable le comportethgnamique de I'enzyme F3'H. L'effet
allostérique induit par ces interactions impliqloeaiVerture des canaux 2e et S. Ainsi, hous
avons considéré ces deux voies comme sorties palesi du DHQ, et donc comme
connexions possibles avec les autres enzymes danaslte de la formation d'un métabolon a

trois enzymes.

II) Premier modele de métabolon

Avec une compréhension un peu plus avancée suntiesmctions entre F3'H et la
membrane, nous disposons maintenant de tous leseid@g nécessaires pour proposer un
premier modéle de notre métabolon impliquant lezsyees F3'H, DFR et LAR. En effet,
nous avons construit tout d'abord un premier modéie complexe DFR-LAR, qui a permis
de mettre en lumiére le phénomeéne de "substrateneling”, propriété principale et majeure
des complexes multienzymatiques. D'autre part, nawsns également caractérisé les
interactions F3'H/membrane et démontré que la prniseompte d'une membrane explicite est

incontournable.

Afin de proposer un premier modéle de métabolaysnavons mis en place des
protocoles de docking protéine-protéine qui avaigt appliqués pour la construction des
complexes bi-enzymatiques DFR-LAR. F3'H est comgidéomme étant notre enzyme
"récepteur” et la grille a été choisie afin de pirenen compte les facteurs stériques induits
par la présence de l'interaction enzyme/membraete @rille a été tronquée afin d'éviter
I'échantillonnage d'une interaction mettant en lgwartie 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 & docking protéine-protéine du
complexe DFR-LAR sur F3'H. La délimitation a été rélisée de sorte que la position de la

membrane soit prise en compte.

Le complexe DFR-LAR S2 a été choisi comme protéiigand". Cette structure
correspond au complexe sélectionné dans le chdhityai présentait la meilleure interaction
protéine-protéine et pour lequel nous avons diasleobservé le phénoméne de "substrate
channeling". Comme les simulations de dynamiqueémadire n'ont pas permis pour le
moment de trouver un chemin préférentiel entrealeat 2e et S pour la sortie des molécules
du site actif de F3'H, il a été décidé de propasemodele pour chaque cas. De méme,
aucune entrée preférentielle n'a été définie pawacés au site de DFR. Nous avons ainsi

décidé de conserver les deux possibilités quelaaie d'acces 1 et 2.

Au final, quatre modéles sont envisagés pourde&tdu complexe multienzymatique
F3'H-DFR-LAR. Pour maximiser nos chances d'obteme structure satisfaisant tous nos
criteres, nous avons décidé de n'exclure aucumgicgolfournie par le protocole ATTRACT.
Ainsi, les 10000 structures générées ont été cempitn 1500 clusters sur la base du RMSd
(RMSd < 1 A) de chacune delles. Devant le mangudahnées objectives, les 1500 clusters

obtenus ont été conservés pour analyse.

Le nombre de contraintes structurales pour laciélede structures pertinentes est ici
plus élevé que dans le cas des complexes DFR-LARpIES du critere énergétique, deux

criteres structuraux doivent étre considéreés :
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 De la méme maniére que précédemment, les cavigsneymes F3'H et DFR
doivent présenter une proximité spatiale. De manggnérale, et aprés plusieurs
tests, la limite maximale pour laquelle on obsame connexion entre les cavités est
de 30 A

e La structure du complexe doit étre compatible akeeprésence de la membrane.
DFR et LAR ne possédant pas de partie transmenibgatiapres le serveur OPM, le
complexe DFR-LAR ne doit pas interférer (ou aloesnhoins possible) avec la

surface de la membrane.

Si les trois critéres sont satisfaits, le modélerpa alors étre sélectionné.

II.1) Modele avec sortie par le canal S

Nous avons ici considéré une sortie par le canditssi, le critére structural pour la
sélection des modeles a été la distance entresigturdéfinissant la porte du canal S (V205)
et un résidu de la sortie 1 de DFR (F147). Touéssdtructures présentant une distance
inférieure & 30 A sont conservées et analyséedlidtance obtenue pour chaque pose est
représentée sur la Figure 78. Les énergies d'otiens calculées varient ici de -32,16 a
-16,35 RT.

Distance (Angstroms)

0 . \ |
0 500 1000 1500

Cluster number

Figure 78: Mesure de la distance entre la sortie 1 de DFR k& sortie du canal 2e de F3'H
pour chaque cluster obtenu. La ligne rouge délimitée critére de sélection et d'analyse des

modeles.

Parmi ces structures, les clusters 236, 324, 74028 sont trés similaires (différence
inférieure a 2 A). Les autres clusters présenteittunie interaction d'une des deux enzymes
avec la partie transmembranaire de F3'H, soit wreadéquation du complexe DFR-LAR

avec notre modéle de membrane. Dans les deux @as avons décidé d'exclure ces modeéles.
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Ainsi, nous avons choisi de conserver le modéle 886 satisfait le mieux les trois criteres
gue nous nous sommes imposeés : il s'agit de ldemadl pose sélectionnée en terme d'énergie
(E=-19,93 RT), il présente a priori une bonne caiore entre les sites actifs, et peu
d'interactions entre la membrane et les deux a@negmes (DFR et LAR). La Figure 79

présente le modele.

Figure 79: Modele du complexe F3'H-DFR-LAR obtenu par les alculs de docking
protéine/protéine, dans le cas d'une sortie par leanal S. En violet est représentée la sortie
du canal S de I'enzyme F3'H. En orange est représge F3'H, en gris LAR et en marron-

vert, DFR.

Ce cluster présente une interface similaire aecelitenue pour le complexe S2 de
DFR-LAR. 53 résidus participent a l'interface pmo&protéine (27 de type hydrophobe et 26
de type hydrophile). Nous pouvons noter que la nit@jde l'interaction concerne les enzymes
DFR et F3'H, méme si une petite surface d'intesaaiiste entre F3'H et LAR (environ 10 %
des résidus impliqués). Elle est majoritairemeriaipe avec des interactions de type liaison
hydrogéne et deux ponts ioniques (D157 de F3'H-R89QAR et D199 de F3'H-N552 de
DFR). La surface de l'interface protéine-protéisede I'ordre de 1380%ACes résultats sont
cohérents avec la définition d'une interface pragirotéine transitoire telle que nous l'avons
défini dans le chapitre 3. Les détails structurdexinterface sont répertoriés dans le Tableau
7.
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Si maintenant nous considérons la voie d'acces PER (distance entre V205 de
F3'H et F147 de DFR), aucun cluster n'a pu étectéhné. En effet, aucun des 1500 clusters
ne satisfaisait les trois critéres que nous aveéfisidorécédemment. Ainsi, seul un modele de
meétabolon avec une entrée dans le site actif de [R¥fRa voie d'acces 1 a pu étre établi dans

le cas d'une sortie de composé par le canal S'tle F3

1I.2) Modele avec sortie par canal 2e

Ici, le critére structural a été choisi avec usida qui définit la porte du canal 2e, c'est
a dire la tyrosine 108. Les valeurs des énergiagetictions entre les enzymes dans ce cas
varient de -28,54 a -15,63 RT. Les valeurs de ®lée distances pour les différents clusters

entre le canal 2e et la voie d'accés 1 de DFRrepnésentées sur la Figure 80.

100

Distance (Angstroms)

I | I
0 500 1000
Cluster number

Figure 80: Valeurs des distances entre la sortie du canaé2le F3'H et la voie d'accés 1 de
DFR pour tous les clusters. La ligne rouge désigne limite de sélection des modéles, a une
distance de 30 A.

Beaucoup de modeéles peuvent, de la méme manierelans le cas du canal S, étre
écartés de la sélection a cause de la non comipdaditre la position du complexe DFR-LAR
et la membrane. Deux clusters peuvent cependasg étmsidéres : le cluster 136 (similaire
au 226, 235, 834 et 1023) et le modele 176. Lererienergétique étant meilleur pour la
structure du cluster 136 (-19,62 RT contre -19,@@rpa structure 176), c'est ce modele que

nous avons conserveé. Ce dernier est représenia Bigure 81.
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Figure 81: Modéle du complexe F3'H-DFR-LAR, avec une sortidles composés par le canal
2e. En vert sont représentés les résidus définisgda porte du canal 2e.

L'interface de ce modéle est trés similaire feadtenue dans le cas d'une sortie par le
canal S : 47 résidus sont ainsi impliqués, avecintegface majoritairement hydrophobe (26
résidus hydrophobess 21 résidus hydrophiles). Un pont ionique a été tiflénainsi que 5
liaisons hydrogéne. La surface de l'interface gateda 1314 A Elle ne fait cependant pas
intervenir I'enzyme LAR. Seules des interactiontreer3'H et DFR sont identifiées. Les

détails structuraux sont présentés dans le Talfleau

Modele avec canal S Modeéle avec canal 2e

Résidus impliqués
. 50 47
(interface totale)
Nb liaisons H 4 3
Résidus impliqués (coeur
] Pi ( 27 22
interface)
Fraction non polaire (%) 47 40
SASA (A% 1370 1315
Interaction ionique 2 1

Tableau 7: Détails structuraux de l'interface protéine-protéine pour les deux modéles de

métabolon obtenus par les calculs de docking.
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De la méme maniére que pour le modele avec lel @&naous n'obtenons pas de
modéles respectant toutes nos contraintes strigsush nous considérons une entrée de
molécules par la voie d'acces 2 de DFR. Ainsi, teléhe présenté par la Figure 81 est celui

gue nous proposons pour la formation d'un métabalec une sortie par le canal 2e.

1I.3) Simulation de dynamique moléculaire

Le systeme a 3 enzymes, avec le canal S commediaiees principale, a été le
premier a étre choisi pour la réalisation de sitmtade dynamique moléculaire. Comme
précisé dans le chapitre 1, le placement de la mamela été réalisé avec le logiciel Maestro
de la suite Schrodinger[144]. Dans ce cas-ci, §ddlds de type POPC ont été rajoutés pour
former la membrane. Le complexe multienzymatiqu&RAR-F3'H et la membrane ont été
placés dans une boite de solvant de dimensions1368%70 &, pour un total de 310 000

atomes. 20 contre-ions ont été ajoutés pour askuneutralité du systeme (cf Figure 82)

Figure 82: Représentation du modéle de métabolon avec s@tpar le canal S, ainsi que
l'interaction avec la membrane. F3'H est représengen orange, DFR en marron-vert et

LAR en gris.

Ce systéeme a été soumis a un protocole de simuldé dynamique moléculaire. Une
premiere approche sur le comportement dynamique t&l édifice moléculaire peut étre
apportée. A ce jour, la simulation de dynamiqueéunualiaire est toujours en cours. Sur les 100

premiéeres ns simulées, nous pouvons noter quatkEmctions hydrophobes et de type liaison
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hydrogene, relevées dans les modéles générés gaRATT entre les différentes protéines,
restent stables. Une légere réorganisation derdfate est cependant observée, ainsi que la
création de nouvelles interactions ioniques emsechzymes. Nous pouvons citer l'interaction
entre le résidu D238 de F3'H et le résidu N556 &&RDEn ce qui concerne l'interaction
D157-R909, elle reste stable durant la simulatidisténce moyenne de 3,3 A). Enfin, une
autre interaction ionique est créée (mais aveceamps$ d'existence plus faible durant la
simulation, environ 15%) entre le résidu D189 deHF8t N552 de DFR, tandis que

I'interaction D199-N552 identifiee dans le modéligial est perdue en contrepartie.

111) Conclusion

Au dela de son role protecteur, la membrane eéthilest impliquée dans de
nombreux meécanismes biologiques de transformatiwodifications de protéines. Elle
permettrait également l'ancrage de certaines ergympermettant a d'autres de s'agréger
menant ainsi a la formation de complexes multieratigmes. Dans la biosynthése des
flavonoides, et plus particulierement dans notréabwon a 3 enzymes, I'enzyme F3'H est
celle qui joue ce rble. L'objectif du travail prase était de prédire les interactions entre F3'H
et la membrane cellulaire et de détecter les vdi@sces des molécules dans le site actif de
F3'H. Nous avons par la suite raffiné ces résuftatssimulation de dynamique moléculaire.

Les simulations de dynamique moléculaire du syst&®'H/membrane valident les
observations faites par le serveur OPM. Néanmdasiombre de résidus impliqués dans
l'interaction augmente lors des simulations, et apserve notamment la formation
d'interactions de type cation-Les trois résidus aromatiques (W35, W226 et ké@tifiés a
linterface sont tous engagés dans des interacticattonst avec les groupements
méthylcholines des lipides de la membrane. Paewss| des ponts ioniques se forment
eégalement entre des résidus chargés et les gronpepiesphates des lipides. La formation
de ces interactions provoque des modificationsirales assez fortes (valeur de RMSD sur
la structure de I'enzyme lors des simulations sepées a 3,5 A), et notamment I'ouverture
des deux canaux 2e et S identifiés dans les siibotate type RAMD. Nous avons ainsi
choisi de conserver ces deux canaux pour la predices complexes multienzymatiques a

trois enzymes.

Les calculs de docking nous permettent d'obtenix deodeles différents avec la sortie 1 de
DFR et les deux sorties de F3'H que nous avonsuese Chacun présente une interaction de
surface majoritairement hydrophobe, similaire a imerface protéine-protéine transitoire,
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mais impliquant également des interactions de kiggon hydrogene et ioniques. Ainsi, nous
pouvons proposer deux modéles de métabolon F3'HHDAR selon le mode de sortie du

DHQ de I'enzyme F3'H. La membrane peut étre pmseoenpte dans les deux cas, car nous
n'observons pas de génes stériques associéesrésénqe de DFR et LAR avec la couche

bilipidique.

Ces resultats prouvent que la présence de la naeebest nécessaire pour une
description correcte du comportement dynamique 8lel.FAinsi, I'analyse d'un complexe
multienzymatique nécessite la prise en compte dadmbrane si nous la voulons la plus
correcte possible. Nous avons ainsi pu proposenaoatele de métabolon a trois enzymes en
compilant toutes les informations obtenues lorseléravail. Les simulations de dynamique
moléculaire sur ce complexe a 3 enzymes ont doargremiers résultats satisfaisants, mais

doivent néanmoins étre continuées pour affineolservations.
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Les flavonoides sont des métabolites secondagegépandus dans le milieu végétal.
Leurs propriétés antioxydantes et antiradicalas@st bénéfiques pour 'Homme et certains
d'entre eux jouent un réle important dans la pigaten des plantes et fruits ainsi que dans la
sensation d'astringence percue lors de lingestiencertaines boissons. Leur voie de
biosynthese est complexe et fait intervenir un draombre d'enzymes dont les différentes
réactions aboutissent a la formation d'une grandersité chimique (quelques milliers de
composés identifiés). De récentes études propogeat l'efficacité de la biosynthése
reposerait sur la formation de complexes multieretygoies appelés métabolons. Leur
existence a été montrée par des expériences degi@aholéculaire sur différentes voies de
biosynthese, différentes de celle des flavonoi@este superstructure se formerait a proximité
de la membrane du réticulum endoplasmique graee @édsence d'enzymes jouant le réle
d'ancre a la membrane. Ce type de complexe autmitisme connexion entre les sites actifs
des différentes enzymes, permettant de facilitdrdesfert des métabolites d'une enzyme a
l'autre. Entre deux étapes catalytiques, les métabme seraient donc pas amenés a diffuser
dans le milieu intracellulaire, évitant ainsi leénplités de désolvatation et entrainant un gain

de temps au niveau de la diffusion. Ce phénometrapeeglé "substrate channeling".

Afin de comprendre et de décrire d'un point de ma¢eculaire le comportement d'un
tel édifice, nous devons étudier les quatre pgantgipaux qui caractérisent un métabolon : i)
les interactions protéine-protéine ii) la réacévipropre a chaque enzyme iii) l'interface
protéine-membrane et iv) les interactions entreefeymes et les métabolites. L'objectif de ce
projet de these était de proposer le premier modéle métabolon impliqué dans la
biosynthese des flavonoides. Au terme de ce travails sommes en mesure de présenter une
structure multienzymatique impliquant trois enzyreasinteraction avec une membrane. Ces
trois enzymes, intervenant dans la formation desnghocyanidines, sont la flavonoide-3'-
hydroxylase (F3'H), la dihydroflavonol-4-réductagPFR) et la leucoanthocyanidine
réductase (LAR). Ce choix est motivé par limpocwargue revét I'enzyme DFR : elle
constitue en effet la derniere étape commune édrproanthocyanidines et les anthocyanes,

deux sous-familles des flavonoides.

L'étude théorique d'une telle structure ne peuss@a que par I'utilisation de
nombreuses méthodes de modélisation moléculaiggpplitation d'une approche multi-

échelle, au dela du défi qu'elle releve, permetrdiger a tous les niveaux les différentes
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propriétés de ces complexes. La préparation deégmsgs a nécessité une utilisation de divers
outils de bioinformatique structurale, notamment réconstruction par homologie. Les
méthodes hybrides de type QM/MM nous ont permisiéhiffrer la réactivité de I'enzyme
DFR, qui est le point central de notre étude. @omant la prédiction de complexes protéine-
protéine, un protocole de docking (protocole ATTRIAG été utilisé en résolution gros-
grain, pour permettre un échantillonnage rapida dand nombre de structures possibles.
Ces structures ont été ensuite raffinées par stronlde dynamique moléculaire en résolution
atomique, nous permettant également de compreedorhportement dynamique de tels

complexes.

La premiéere étape de notre étude fut de prépasedifférents systemes biologiques.
Dans le cas de I'enzyme DFR, nous avons pris letste cristallographique du complexe
ternaire DFR-NADP+-DHQ représentée par le fichi@BP2C29. Concernant LAR, une
structure cristallographique d'un complexe ternaxéste également (fichier PDB 3I152).
Cependant, certaines parties de la structure étaanquantes et ont du étre reconstruites par
diverses méthodes de bioinformatique structurale.c& qui concerne F3'H, sa structure
tridimensionnelle est inconnue. Or, la plupart dg®chromes P450 ont pour caractéristique
de posséder une bonne conservation de leur steudastiaire. Ainsi, un protocole de

reconstruction par homologie nous a permis d'obtenimodéle représentant I'enzyme.

Les études menées par la suite sur ces strudh@gesques ont montré la pertinence
de nos choix. En effet, outre la stabilité desiées reconstruits, LAR et F3'H notamment,
nos simulations de dynamique moléculaire ont mogie la structure de F3'H est en parfait
accord avec les études menées sur des enzymeaiEsjilqu'elles soient expérimentales ou
théoriques. Il est également intéressant de cansjae le protocole ATTRACT, destiné a la
définition d'interaction protéine/protéine, noupermis de proposer une structure compléte,
stable et cohérente de I'enzyme LAR. Seule la iposile certains acides aminés dans la
structure cristallographique était manquante. Lésultats obtenus lors de cette partie,

relativement technique, nous a permis d'enclerafres confiance la suite de I'étude.

Une des forces des méthodes de modélisation malexest d'étre en capacité de
décrire les différentes étapes d'un mécanisme egitayme. Ici nous nous sommes attachés a
décrire la réaction associée a la catalyse paryfea DFR. Lors de cette réaction, I'enzyme

fait intervenir un cofacteur (NADPH). Celui-ci fout I'nydrure permettant la réduction du
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groupement carbonyle du substrat, alors que deidu® Y163 et K167, sont impliqués dans
une cascade de transferts de protons, menantoantation du groupement hydroxyle. Pour
analyser ce mécanisme, des méthodes hybrides éeQMyYMM-MD, couplées avec un
protocole de type Umbrella Sampling ont été apglegu Ainsi, les difféerents effets de
I'environnement enzymatique sur la réaction onpéen compte. Une approche avec deux
contraintes, représentant respectivement le trensfbydrure et le transfert de proton
provenant de la tyrosine, a été réalisée pour nemtatorrectement la réaction. Ce choix a été
fait aprés une série de calculs tests qui nousnmntré que une seule contrainte sur le
transfert d’hydrure ne serait pas suffisante gbstique les deux transferts de proton les plus
éloignés du substrat n'étaient déclenchés qu'eddinéaction. Les résultats montrent que,
bien que la barriere d'énergie soit similaire pdeux substrats, DHQ et DHK, l'état de
transition apparait comme plus tardif dans le casDHK. Une différence notable des
energies libres de réaction peut étre mise en avankcal/mol pour DHQ, 0 kcal/mol pour
DHK. Expérimentalement, il a été observé que l @@ conversion par I'enzyme de DHQ
était plus important que celui de DHK. Nos réssltabnt en accord avec ces observations
dans le cas du DHK car, d'un point de vue thermanhygue, le substrat et le produit existent
avec la méme probabilité. Dans le cas du DHQ, la&bion du produit est par contre

clairement favorisée.

Toutes les études menées sur ce mécanisme ontérugud notre choix de deux
contraintes pour représenter une coordonnée ddiagagécessairement plus complexe,
impliguant notamment des angles de pyramidalisaitait valide. Ainsi, un des résultats le
plus intéressant a été de montrer que ce mécamsmmuvait étre considéré ni comme
concerté, ni comme par étape, car il existait urtage découplage entre les transferts

d'hydrure et de protons.

Un état pré-réactif, appelé NAC (Near-Attack Confer), a été identifié le long du
profil réactionnel. Ce type d'état correspond géleénent & des structures des réactifs plus
proches de la structure de I'état de transitions miayant pas commenceé a réagir. Ici, il s'agit
plus particulierement de I'échantillonnage d'umecstire s'éloignant de celle des réactifs dans
la direction de I'état de transition sans qu'iltyda début de transferts d'atomes. Ces structures
ont été échantillonnées lors de simulations de mhymae moléculaire QM/MM sans

contrainte, validant ainsi le choix de la repréatoh de la coordonnée de réaction de
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réduction du substrat. En favorisant la formatiercds états, on peut considérer que I'enzyme
DFR diminue I'énergie d'activation de la réacti@es calculs ont mis en évidence une
réorganisation du complexe enzyme-cofacteur-ligdadsorte que les réactifs soient dans une

conformation facilitant la réaction.

Cette analyse est totalement compatible avecelegpg classiquement associés aux
différents phénoménes liés a une transformatiogreatique. En effet, outre les phénomenes
de diffusion, de l'ordre de quelques nanosecondpselijues microsecondes, qui permettent
I'arrivée du substrat dans la cavité, il est cargidjue le placement adéquat enzyme/substrat,
qui prend quelques nanosecondes, déclenche ldoréasizymatique, qui est de l'ordre de
guelques picosecondes. L'existence de structuregdeNAC est pleinement en accord avec

cette vision.

Ce modele simplifié ne prend pas en compte lesilples effets allostériques induits
par la formation d'interactions de type protéinet@ne présentes dans un métabolon. Ces
complexes peuvent moduler la réactivité intrinseglee chague enzyme. Ces résultats
pourront étre raffinés lors d'une étude de réadiwéDFR prenant en compte les enzymes

partenaires.

Une fois le produit de DFR, la leucocyanidine (DCfrmé, la seconde étape fut
d'étudier son transfert vers la seconde enzyma. ¢&a, nous avons di prédire des structures
de complexes protéine-protéine présentant une g@mentre sites actifs pour autoriser le
phénomene de "substrate channeling”". Dans un prasmaps, il a donc été nécessaire de
déterminer les différentes voies d'acces des mi@le@u sein des sites actifs de DFR et de
LAR. Pour ce faire, des simulations de type broted et de type RAMD ont été appliquées
sur les systémes tertiaires enzyme-cofacteur-atb3mois voies d'acces différentes ont ainsi
été mises en évidence pour I'enzyme DFR, et seateume pour I'enzyme LAR. A noter que
ces mémes protocoles ont été mis en place pouaylienF3'H et sont en compléte adéquation

avec des études précédemment réalisées, baséks siimulations de type SMD.

Bien que ces protocoles, gu'ils soient hors day@ilou non, ne nous aient pas permis
dans un premier temps d'établir un profil énerggtidié a I'entrée ou a la sortie des
substrats/produits, les conclusions de ces anasysddres claires et permettent une recherche

ciblée des interactions entre protéines. Une fes wies identifiées, nous avons utilisé le
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protocole ATTRACT pour la réalisation des calcuks docking protéine-protéine. Deux
criteres ont été considérés pour le choix des tstre : I'énergie d'interaction protéine-
protéine et la distance entre les résidus a l'erdes deux sites actifs. En s'appuyant sur ces
deux criteres, énergétique et/ou structural, dewdates ont été sélectionnés parmi les
100000 structures générées par le protocole. Esemtent des propriétés structurales a
l'interface protéine-protéine proche de ce quer&rouve classiquement pour les complexes

protéine-protéine transitoires.

Toutefois, la définition de complexes protéinefpnwe en interaction n'est pas gage de
stabilité¢ des édifices. Il est donc nécessaire ptigyer des protocoles de dynamique
moléculaire sur ces modeles (avec au sein de DER,pfoduits de la réaction), qui
permettront d'estimer les réorganisations au nivdesizones d'interaction et la stabilité au
cours du temps de ces complexes. Il apparait gsiel@emx complexes sont susceptibles de se
dissocier. Mais la répétition de ces simulationggalement montré que ces interactions
peuvent perdurer suffisamment longtemps pour gsigteduits puissent diffuser hors de la
cavité. Ces simulations sont en cohérence avestigce transitoire de ce type de complexe
enzymatique mais aussi et surtout avec le faitsgpliissent étre un excellent point de départ

pour étudier les phénomenes de "substrate chaghelin

Ainsi, méme si nous avons pu échantillonner larhtion de produits vers la phase
solvant, nous avons surtout observé une diffusion produit depuis le site actif de DFR vers
celui de LAR. Le long de ce chemin, nous avonsutéaléénergie d'interaction du produit de
DFR, LCC, avec le complexe multienzymatique. Troigses ont été identifiées lors de ce
transfert : i) sortie de la cavité de DFR et migmatvers l'interface DFR/LAR ii) exploration
de la surface de LAR iii) entrée dans la cavitd AR. La différence d'énergie d'interaction
entre I'état initial et I'état final est de -14 Kowml et est en faveur d'un transfert vers I'enzyme
LAR. La mesure du nombre de molécules d'eau le Idngtransfert montre que la
leucocyanidine n'est jamais entierement solvatéequi constitue le coeur du phénoméne de
"substrate channeling”. La diminution des pénaldésdésolvatation facilite le transfert du

substrat d'une enzyme a l'autre sur un temps plus.c

Il est évident que le phénomene de diffusion, egti un phénomene naturel, est
associé a un chemin qui évite les barrieres desitran et suit les vallées énergétiques. Ici,

l'existence de phases correspondant a une pertaterdition (complexe
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enzymatique/substrat), associés a une montée egie&nae concerne pas I'ensemble du
systeme, mais uniqguement l'interaction entre deuiés. Cette interaction est spatialement
limitée, du fait de la taille relative de LCC papport a celle du complexe multienzymatique.
Cela nous amene donc a penser que les mouvemeatsagae enzyme, la réorganisation de
l'interaction protéine/protéine, mais aussi la dyitae des molécules de solvant jouent un
réle dans ce transfert du LCC. Nous avons configmcee modele que nous proposons car il
découle de simulations effectuées sans contraitaessant la possibilité a la molécule de
“trouver" son chemin. Les résultats des analystcteiees le long du chemin (nombre de
molécules d'eau solvatant LCC, énergie d'interaftsmnt totalement compatibles avec les

hypothéses liées a un phénomene de "substrateetheyin

L'addition d'une troisieme enzyme, ici F3'H, etli®eraction de I'édifice complet
avec la membrane, nous permet, dans une dernigtie, p#anticiper ce que peut étre un
meétabolon. Dans le cas de la biosynthese des fiddes, et plus particulierement de la
participation de I'enzyme F3'H, il s'avere nécessde considérer explicitement un modeéle de
membrane cellulaire. Ce point est extrémement estant car il peut étre lié a une
augmentation de la statistique de rencontre degnegm et surtout a la stabilisation du
complexe tri-enzymatique. En effet, I'enzyme F3'bsggde une partie de sa séquence
structurée en hélice, prédite comme étant transmeeralve. Cette protéine pourrait alors
jouer le réle dancre a la membrane et cette imiisalibn pourrait permettre une
augmentation de la probabilité de rencontre ave® DBtamment. Une fois le complexe
enzymatique formé, linteraction de DFR avec la imeme pourrait alors stabiliser le
complexe dans son entier. Ici, est présenté unipramodele de métabolon et si le dernier
point a pu étre évoqué partiellement, le premientpmoncernant la statistique n'a pas encore

éte étudié.

L'ancrage a la membrane de F3'H est assurée paarsa N-terminale. Le serveur
OPM a permis d'identifier une interaction de swfanettant en jeu des résidus classiquement
trouvés dans ce type d'interaction. Le fait le pluportant est la création d'interactions
cations, entre les tétes polaires des lipides (groupemasthylcholines) de la membrane
avec les résidus aromatiques présents a l'interticeype tryptophane ou phénylalanine. Ces
interactions sont connues pour jouer un réle ingmtrtlans la structuration des interactions de

surface entre membrane et protéine. Ces interactiersurface avec la membrane provoquent
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des effets allostériques sur la structure de R3iiverture de deux canaux permettant l'accés
au site actif, qui avaient été échantillonnés pardimulations de type RAMD, est observée.
Méme si nous n‘avons pas réussi a observer urie gorproduit de la réaction, ces canaux
peuvent étre considérés comme les deux voies d'gmdrcipales pour F3'H, car nous

n'observons aucune autre ouverture. Ainsi, ces dei@s ont été considérées pour la
définition des complexes a 3 corps F3'H-DFR-LAR.sDealculs de docking protéine-

protéine, avec le protocole ATTRACT, ont été réaipour proposer un premier modele de
meétabolon impliquant les trois enzymes. Les contesi structurales sont plus nombreuses
gue précédemment car la position du complexe dt@mpatible avec la présence de la
bicouche lipidique. Ainsi, les calculs nous ontmpir d'extraire deux modeles de métabolon,
un pour chaque canal considéré de F3'H. L'interflcéinteraction F3'H-DFR correspond a

une interface de type complexe transitoire. Lesuktions de dynamique moléculaire ont été
lancées sur ce type de structure et sont en caurgalisation. Dans l'attente d'une analyse
plus poussée, nous pouvons mettre en avant la exxdeerdes modeles proposés avec
I'hypothese d'un métabolon : ancrage a la membreomplexe transitoire, "substrate

channeling”...

Au terme de ce travail, nous avons été en mesiaposer un premier modele de
meétabolon, impliquant 3 enzymes et une membranetr&ail a été réalisé en analysant
plusieurs de ses fonctions indépendamment : cataggymatique, définition d'enzymes en
interaction, caractérisation de voie de diffusiontre sites actifs... Ces résultats ouvrent la
porte a de nombreuses études complémentaires. Rampke, il a été montré
expérimentalement que l'association de deux enzynewit a une meilleure efficacité du
processus catalytique global alors que chacuneddas étapes est moins efficace. Cette
conclusion permet d'imaginer i) que I'étude pluscize des réactions enzymatiques lors de
l'interaction entre protéines pourrait mener a demmins réactionnels modifiés, ii) que les
phénomenes de diffusion des substrats dans leuniiiteacellulaire seraient le point limitant
de ces transformations en cascade. Ainsi, de naxvealculs devront étre effectués pour
corroborer ou infirmer ces hypotheses, en complénaen nouvelles expériences. Des
phénomeénes de compétition entre enzymes peuvelenégat étre imaginés. En effet, dans
notre cas, nous avons choisi de modéliser uneales passant par LAR aprés que le substrat
ait réagit avec F3'H et DFR, menant a la formaties proanthocyanidines. A la sortie de

DFR, il est envisageable que le produit de la faangtion enzymatique soit transféré vers
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ANS (Anthocyanidine Synthase), qui orienterait li@slgnthese totale vers la production

d'anthocyanes. |l serait alors possible, moyenaaatsolution bien établie de calcul d'énergie
d'interaction protéine/protéine, de comparer lesixdeoies en terme de stabilité des

complexes et de diffusion des substrats entre eegyAu final, ce travail tend a montrer que
si des études sur des enzymes isolées restenttonicoables, il sera bientét nécessaire de
considérer des complexes multienzymatiques pounifiiésr les voies métaboliques définies

dans les plantes.
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Chapitre Annexe : Modele d'inhibition de DFR pacé&x de substrat

Les transformations catalysées par des enzymegerduun tres large spectre de
réactions chimiques. La force de ces entités biglags provient également du fait que leur
organisation spatiale peut permettre 'interventitum troisieme composé, généralement un
cofacteur, afin de mener a bien la réaction. Ceefacet substrat doivent donc avoir une
certaine affinité pour le site actif de 'enzymer @ création de nombreuses interactions.
Celles-ci peuvent mettre en jeu des atomes quioné gas directement impliqués dans la
réaction, on parlera alors de site de reconnaiss@iautres, au contraire, auront un role actif
dans la réaction. lls doivent alors étre idéalenpdatés afin que la molécule soit stabilisée
dans sa configuration réactive et seront égalemauwtivés » afin que le réle de catalyseur de
'enzyme devienne effectif. On peut alors parlerside d’activation ou plus généralement de
site actif.

L'identification de ces résidus peut étre réalisée inspectant la structure
cristallographique d'un complexe enzyme/substratelte-ci est connue. Des expériences de
biologie moléculaire, telles que la mutagénéseyélej permettent de mettre en avant le role
d'un acide aminé en particulier. Si la séquenceogéque codant la protéine est connue, sa
modification permet de modifier la séquence primale I'enzyme, et ainsi de remplacer un
acide aminé d'une position précise par un autren Bntendu, effectuer la mutation de tous
les acides aminés serait trop long et trop coltlughoix rationnel d’acides aminés a muter
peut se faire a I'aide d’'une structure tridimensielie de I'enzyme. Ainsi, si apres mutation il
est observé une diminution de l'activité enzymatjquous pouvons en déduire que le résidu
muté doit jouer un rdle dans la reconnaissanceuttstsat par I'enzyme. La mutation peut
aussi induire d'autres effets, comme par exemplke modification de la sélectivité de
I'enzyme par rapport a différents substrats. Matgté, modifier le type d'un acide aminé
peut également jouer un role sur le positionnendag acides aminés voisins ou, plus
rarement, modifier la structure globale de la malécLa méthode de choix serait donc de
muter les acides aminés d'intéréts et de constameenouvelle structure tridimensionnelle.

Ceci est rarement effectué du fait des codts, teetpet financiers, de telles études.

Cependant, la stabilisation d'un composé au seinlad cavité ne signifie pas
systématiguement que cette molécule réagira ageeytne. Certains composés s'associent

avec l'enzyme et induisent une perte de fonctidgténdé celle-ci. Ces molécules sont appelées
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inhibiteurs. Lorsqu'un composé interagit avec Memz et engendre une modification de

structure de cellet pour la rendre inopérante, on parlors de régulation allostériq

Dans lecas de DFR, la réaction fait intervenir un subsgtain cofacteur. Ce derni
fournit I'nydrure qui va permettre la réduction ghaupement carbonyle du DHQ. L'enzyr
guant a elle, va permettre la protonation de l@kte pour ainsi former le prod de la
réaction. Le cofacteur NADPH s'oxyde durant la tiéacpour former le NADP+. LiFigure

83 montre I'équation bilan de la réaction enzymati

_OH
' OH

DFR

Position3' + H'
OH
02

NADPH NADP™

Figure 83: Equation bilan de la réacion enzymatique se déroulant au sein de I'enzymeHR.

En italique est précisée la nomenclature officielldes flavonoide:

Dans le cas de DFR, I'étude de Trabet al. montre qu'un exces de substrat (Dt
peut inhiber I'enzyme et réguler son act[71]. Ici, 'hypothése mise en avant serait qu
substrat occuperait le site de reconnaissance dactear, inhibant ainsl'activité de
'enzyme. Selon leur étude, les auteurs ont airg@se plusieurs modeles cinétiques pou
expliqguer ce phénomene d'inhibition a haute comagoh de substrat. Nous avons te
d’apporter des éléments de réponse i hypothése et dans ce chap#esont présentés n

résultats concernant ce phénom

I) Les différents modéles d'inhibition possibles

L'article de Trabelset al présente differents modéles pouvant expliquer émpmene
d'inhibition de lI'enzyme DFR par exces de DHQ. e étude, basée sur la mesure d
vitesse de conversion de DHQ a différentes conatotrs de substrat, de cofacteur
d'enzymes, propose 7 modeles différents. Parmi @umous mettons en avant 2 modke

préférentiels : les modeles 1 €

» Modele 1 :Inhibition provenant soit de la formation d'un cdexg DFF-DHQ, soit
par la création d'un complexe ternaire abortif INADP+-DHQ. Dans le premie
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cas, le cofacteur ne peut plus étre reconnu danaviéé soit par géne de son entrée
par le substrat, soit par modulation allostérignduite par ce complexe. Dans le
second, on peut imaginer qu'une fois la réactiofectfiée, le cofacteur oxydé,
NADP+, reste en interaction avec I'enzyme alors tueroduit de la réaction, la
leucocyanidine (LCC) est sortie du site actif. Alosi les conditions du milieu
consistent en un exces de substrat (DHQ), une mlelée DHQ pourrait interagir
avec le complexe DFR-NADP+, avant la régénératiercelui-ci, et ainsi former un
complexe ternaire abortif.

» Modele 2 : Inhibition par la formation d'un compéekernaire DFR-DHQ-NADPH
abortif ou le complexe DFR-NADP+-DHQ. Dans le premtas, le DHQ entrerait en
premier dans la cavité, suivi du NADPH. Le placehdss partenaires biologiques ne
correspond pas a celui nécessaire a la faisaliditéa réaction, entrainant une non

production de I'enzyme. Le deuxieme cas est siraikaicelui du modéle 1.

L'article conclut que le mécanisme par inhibitionpliquant la formation d'un
complexe DFR-DHQ est I'hypothese la plus probab&etype d'inhibition compétitive a déja
éte relevée précédemment, mais reste un cas atfat étudié[184-186]. Cette régulation de
l'activité de I'enzyme en cas d'excés de DHQ pdraiete ne pas accumuler en trop grande
guantité la leucocyanidine dans le milieu intradaite. En effet, la présence de cette
molécule instable et en grande concentration piuergrainer des effets néfastes sur la

cellule.

Le complexe DFR-NADP+-DHQ est abortif. Cette stoue a été cristallisée et est
représentée par la structure PDB 2C29. Sa formasbdonc possible et méne a un ensemble
thermodynamiquement stable, qui expliquerait detiéition. Ceci dit, I'étude tend a montrer
gue la formation d'un complexe DFR-DHQ, en casa#exde substrat, était plus en accord

avec les résultats cinétiques.

Notre travail s'est donc focalisé sur le modélpliguant la formation d'un complexe
binaire abortif DFR-DHQ. Nous avons réalisé desusations de dynamique moléculaire sur
différentes structures de ce complexe, générédislément par calculs de docking, pour
prédire leurs propriétés dynamiques. Dans un setmngds, pour estimer l'interaction entre le
substrat et I'enzyme, des protocoles de type MM+&BSt été appliqués sur les différents
systemes.
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Il) Etude de I'association DFR-DHQ

[I.1) Protocole de simulation

Le protocole de dynamique moléculaire isé est présenté dans la méthodolc
pages 91 Afin de vérifier la posibilité d'une entrée de DHQ dans l'apoenzyme,
simulations, sans cofacteur et avec 5 DHQ autodiedeyme ont été réalisées. Les temp
simulation sont compris entre 100 et 350 ns. Unatradte entre le centre de masse
chaque ligand et le cest de masse de la protéine a été appe pour empécher les
molécules dtre a une distancsupérieured 35 A, ceci afin d'augmenter I'échantillonn.

d'une possible entrée de DHQ dans le site de

1I.2) Résultats

Les différentes simulations montrent I'ée du substrat dans la cavité par la
d'acces 2, mais aucunement du coté wvoie d'acces 1(cf Chapitre.En effet, I'absence ¢
NADPH au sein de la cavité induit la création @rattions de type hydrophobe entre P2(C
M88 (cf Figure 8%, qui va provoquer la fermeture de cet accesddc# entre I'atome ¢
soufre du résidu méthionine et I'atome de carbolB& Qu cycle pyridine du résidu proli
égale a 4,23 A). Cette interaction hydrophobe jai@ins le role de "porte” et empécher
I'entrée de substrats de ce coté de la cavitéabselhce de NADPH. Lorsque cwci est
présent dans la cavité, il interagit avec la pekt la méthionine, ce qui permet une ouvel

permanente de la cavité (disce supérieure a 8 A).

Figure 84: Identification de la "porte" de la voie d'acces 1. A gauche, au début de Ii
simulation, on observe que la porte est ouverte. droite, nous voyons au cours du temps |

création de cette interation hydrophobe provoquant la fermeture de la cavié.
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Ces simulations montrent que le DHQ peut accédesita actif méme en absence de

NADPH. Ainsi la formation d'un complexe binairetype DFR-DHQ peut étre envisagée.

III) Calculs de docking sur I'enzyme seule

[1l.1) Protocole de simulation

Les simulations de dynamique moléculaire sugdeagaa la formation d'un complexe
DFR-DHQ est possible. Les calculs de DM brute fanéeessitent des moyens de calculs
conséquents. Nous avons choisi d'échantillonndeérdiites conformations du complexe
DFR-DHQ a l'aide de calculs de docking. Ceux-coseraffinés par la suite par de courtes
simulations de DM. Ainsi, une campagne de dockingtéaréalisée afin de déterminer les
différentes positions que peut prendre le DHQ dangyme vide. lIs ont été réalisés a l'aide
du logiciel Autodock Vina. La grille définie poued calculs est de dimension 26x26x28,
permettant ainsi d'englober tout le site actif deRD Aprés quelques tests, le parametre

"Exhaustiveness" a été réglé sur une valeur de 12.

[11.2) Résultats

De ces calculs se dégagent trois structures deleaes enzymes-substrats. Les trois

clusters regroupent au total 20 positions difféerent

» Un ensemble de positions regroupées autour de e mwistallographique du
complexe ternaire. En absence de cofacteur, difféseorientations du substrat sont
mises en avant. Il correspond au site B sur larEigb.

» Un ensemble localisé sur le site de liaison duatefa, correspondant a la position A.

» Un troisieme groupe de position au niveau de la waccés 2 du site actif (Voir

chapitre 3), associé au site C.

Ces trois clusters sont représentés sur la Fi§GreDeux positions pour le groupe

associé a la position cristallographique sont isgmtees.
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Figure 85: Coupe transversale de I'enzyme montranainsi les 3 clusters obtenus pi calcul
de docking.Les sites A, B et C représentent respectivementdée du coacteur, la position
cristallographique du DHQ dans le complexe ternaireet la pose associée a I'entrée de

cavité par la voie d'acces. Pour le site B, deux positions sont représenté

La formation d'un complexe abortif D-DHQ, ce dernier tant situdans le site du
fixation du NADPH, est un élément de réponse anpim&ne d'inhibition de I'enzyme. F
ailleurs, nous échantillonnons plusieurs positi@aasour de la position cristallographiq
comme le montre ld&igure 85. Certaines révelent une orientation différentecddle qui

permet la réactivité.

Pour le premier cluster, représenté par les imayes b) de leFigure 85, les résidus
impliqués dans linteractionvec le substrat sont pratiguement tous les mémesdqus le
complexe ternaire. On retrouve des liaisons hydregéfortes avec les résidus
reconnaissance (N133 et Q227) ainsi qu'un desuwsié la triade catalytique, S128. |
résidus A129, M88, L192V193 et V194 sont impliqués dans des interas de type
hydrophobe avec les cycles C et B de la dihydragpiere

Dans le cas du second cluster, représenté pagkiog le DHQ est situé dans le ¢
de liaison du NADPH. Les résidiG15, A85, M88,T86, P190, et K167 integissent de
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maniere hydrophobewvec le sbstrat (notamment le cycle C), tandis que des liais

hydrogene sont créées avec les résidus S127, B4

Enfin, un troisieme cluster a été identifié a énfiace entre la phase st et
I'enzyme, au niveau de la voie d'accés 2. Ce si @tre assimilé a une position transit
lors de l'entrée de la molécule dans la cavité.viage substrat interagit aveA129, 1134,
L192, 1222, R224 et Q228vec des interactions de type Van Waals, tandis que les résic
, N133, 1222, R224 et Q2Zb6rment de faibles interactions hydrophiles. Leadétes résidu
impliqués dans les trois clusters sont représestémFigure 86.

a } P190
_—

L192 N133

( "’"‘q’é’ ww G AN

4 % o

c) .Y |
P16 4’ 2 {
{/‘7\ 4\ .
P =
\ 7 < i n
b A "7 } ]
s W pisg =3t

Figure 86: Détails des interactions dans le cas des troisusters identifiés durant les calculs
de docking.a) et b) montrent les deux meilleures poses du ctes de la pose
cristallographique, de la méme maniére que IFigure 85,c) représente la meilleure pose d

cluster associé au site de liaison du cofacteur @X présente la pose associée a la sorti.

Une analyse des propriétés phy-chimique des différents sites de la cavité mo
gue le site Aprésente un caractere amphiphile (autant hydropfileydrophobe), tandis q
les deux autre sites ont un caractere plutdt hywbbe (ratio hydrophobe/hydrophile respe
des sitedB et C : 60/40 et 61,5/38,5). Ces observations depbdes éléments réponses
guant au site préférentiel d'interaction avec le(DHN effet, les flavonoides présentent
aspects autant hydrophobes (caractere aromatigut@ydgophiles (liaisons hydrogene a
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groupements hydroxyles), mais sont solubles dansod&reuxsolvants protiques polair
(qui permettent par ailleurs leur extracti{187]. Ainsi, le DHQ interagirait de aniere
préférentielle avec le site présentant le plus a@eatére hydrophile. Un calcul local
potentiel électrostatique montre que le site du RADprésente également des propri
électrostatiques plus prononcées que les autres, sie qui appuie otre précédente
observation sur la préférence du DHQ pour la limiswec le site A. L'évolution de
potentiel est représentée suFigure 87.

Electrostatic potential (electron/Angstroms]

03 \ Vs
e

04 . 1 . 1 L 1 . I AV
=20 -15 -10 0 5

5
Distance (Angstroms)

Figure 87: Evolution du potentiel élecrostatique le long de la cavité de DFR. A gauchete
représenté le sens de la coordonnée de réactiondéoite est montrée I'évolution du potentiel
électrostatique en fonction de la position du subsit dans la cavité. L'origine a été choisie .
la position cristallographique de DHQ dans le complexe ternair@nzyme-cofacteur-substrat,

dans le site B.

Pour raffiner l'interaction ligar-récepteur et les observations obtenues sur lad#s
calculs de docking, chaque cluster a été soumesdasitnulations ddynamique moléculaire
Dans le cas du cluster représentant la positiostatlographique, nous avons deéc
d'améliorer I'échantillonnage en prenant un grammbre d'orientation du substrat dans c
position. Ainsi, 8 conformations (3 obtenues pas calculs de docking et 5 orienté
manuellement avec le logiciXleap) ont été retenues. Les différentes orientatimm été
obtenues selon une approche "I-tail" and "upsidedown”. Pour les deux autres clust
(représentés en c et d dans les Figu et 2), les trois positions associées aux meille
énergies d'interaction obtenues par protocoles aidkinlg ont été conservées. Au total

systemes différents ont été soumis a des simutaterdDM
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IV) Simulation de dynamique moléculaire sur les différents

systéemes

I\VV.1) Protocole de simulation

Pour chacun des 14 systemes, 6 ns de dynamiqueuhate ont été effectuées pour
estimer la stabilité des complexes formés par liegjion du protocole MMGBSA. Il apparait
rapidement que la cavité est accessible au solizastmolécules d'eau sont souvent présentes
autour du substrat. Il est bien connu que l'intBvacenzyme-substrat est souvent assurée par
la présence de molécules d'eau [188-190]. Noussadonc choisi de modifier le protocole
MM-GBSA en prenant en compte de maniére expliggerholécules d'eau pontantes entre le
substrat et le récepteur. Celles qui étaient adis&nce inférieure a 2,5 Angstroms d'un
atome donneur ou accepteur de liaison hydrogénsubstrat, respectivement par rapport a
I'atome d'oxygene ou les atomes d'hydrogene deolacuie d'eau, ont été sélectionnées une
premiere fois. Afin d'étre conservée dans le réaaptcette molécule doit également se
trouver a une distance inférieure a 2,5 angstrolaa dtome donneur ou accepteur de
I'enzyme. Si ces deux conditions sont satisfaitesjolécule d'eau est conservée de maniere
explicite dans le complexe et prise en compte peucalcul de type MM-GBSA [191].
L'établissement d'un classement entre les diffésepositions peut donc étre envisageé par un
simple calcul de I'enthalpie libre. Comme le mémgarld sera conservé dans chacune des
simulations, la contribution entropique sera négitprs de nos calculs.

I\VV.2) Résultats des simulations de DM

Les résultats obtenus pour les 14 systémes soertoégs dans le Tableau 8.
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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 1 12 13 1
Energie MM-
GBSA avec prise
-21,5 -29,8 -19,7 | -26,6 £ -32,9 -249 + 2144 21,1+ | -27,0+ | -23,0+
en gompte (Ijes -29,56+3,7 -31,7£3,7 £38 -9,95+25 £37 -10,6 £2,9 £45 34 £39 33 +61 44 33 3.4
molécules d'eau
(kcal/mol)
G'gggéfag"s'}"he 66431 11434 | 191 | 1081 | 286 | .o .o | 173 | 243:] -306| 21,1+ | 211 ) -2086+| 263+ 19,9+
q e e +3,8 2,2 +3,3 e TT +4,6 3,3 +3,5 3,1 +5,9 4,3 3,1 3,2
(kcal/mol)
Déplacement| Déplacement Décalage Décalage vers Rotation
Observations vers site vers site RAS | versle haut| RAS une boucle RAS RAS RAS cvele B RAS RAS RAS RAS
NADPH NADPH de la cavité hydrophobe Y
oz B |
- 192, 155, 193, 86, 16, ' ’ 222,
Residusavec Y159 gg 191 | 171921931 555" | 222 103, | 129 | 204,281,220 120, | 17, | 79, | 121617 370} 220 | 138 1 459
interaction type 190, 191, 88, 222, 192, 204, 226, 129,
hydrophobe 192,193 204 134, 129 164 221, 224 192, 128, 88, 205. 206 193, 293 192 133,
191 226 129, 167 ’ 204 ' ’ 191,
205 224, 223, 102
134 222
227, 133,
Résidus avec 130 191, 227, | Too | 127, ws | 222 | 20| s
interaction de type] 133, 227,128| 130, 205, 19 4 225, 227 128, 227,217 128, ’ 17, 12,18 ' 225, ’ '
- 227 167, 167 133, 130
liaison H 129, 191, 205 15 227 294
222 222
RMSd DFR (A) 1 1,3 1,2 1,4 1,1 1,3 1,3 0.9 12 1,3 1,1 1,7 1,4 1,3
RMSd ligand (A) 0,3 0,5 0,4 0,6 0,5 0,5 0,4 0, 0j[4 05 0,5 0,6 0,3 0,4

Tableau 8: Résumé des différents résultats obtenus pour ld€l systemes enzyme-ligand construits par les calswe docking. Sont présentés les résidus

en interaction, ainsi que les énergies d'interactimcalculées par le protocole MM-GBSA classique, eklles obtenues par le protocole modifié avec la

prise en compte des molécules d'eau explicite aurseu récepteur. Enfin, les valeurs moyennes des R84l du ligand et de I'enzyme sont présentées.
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Toutes les simulations montrent un RMSd tres éaibalculé sur les atomes du
squelette de I'enzyme, ce qui montre que la streiade I'enzyme reste stable (< 2 A). Le
placement différent de DHQ ne provoque pas de drapgts allostériques notables.
Toutefois, dans la moitié des simulations concedrnam substrat en « position
cristallographique », celui—ci migre rapidementsvée nouvelles positions. Les simulations 1
et 2 présentent de maniere naturelle un transfeRHQ vers le site de liaison de la molécule
de NADPH, indiquant qu’il 'y a pas de barriéreranichir pour atteindre cette nouvelle
position ou que les mouvements de I'enzyme permiettette diffusion. De nouvelles
interactions sont créées, notamment avec les sM88 et P204, qui normalement
interagissent avec le cofacteur. Ce changementoddign montre que le DHQ est en
compétition avec le cofacteur pour l'interactioe@le site A. Concernant les autres clusters,
les positions dans les autres sites ne montrentpguede modifications structurales par
rapport a la pose initiale obtenue apres dockinigsinteractions initiales se retrouvent ici

durant la totalité des simulations.

Concernant I'énergie d'interaction, nous obsertouatsd'abord que la prise en compte
des molécules d'eau pontantes modifie I'énergmulgsd par le protocole MM-GBSA et pour
la plupart du temps tend a améliorer les interasti@nzyme/substrat. D’'une maniere
générale, le positionnement associé a la sortiergpond aux énergies d’interaction les
moins favorables. Sur la base de I'énergie dimtgva, quatre positions se détachent
clairement. Il s'agit des positions 1, 2 et 5 coneat la localisation initiale autour de la
position cristallographique et la position 9 duiposnement en localisation du site NADPH.

Nous avons comparé ces énergies d'interactiorsnoés avec celle du complexe
ternaire DFR-NADPH-DHQ (pour rappel, 5 simulatiods dynamique moléculaire d'une
durée de 20ns ont été effectuées, cf chapitrd.2).lLes différentes énergies calculées par le
protocole MM-GBSA (classique et modifié) ainsi des détails associés sont résumés dans le
Tableau 9.
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Simulation DFR1 DFR2 DFR3 DFR4 DFR5

Energie d'interaction avec protocole modifié
-14,75 +| -14,28 +| -19,84 | -17,22 | -11,87
(kcal/mol) 33 35 | £31| +35 | 3,9

Energie d'interaction avec protocole classique
-14,06 £| -1292 +| -17,13| -15,55| -10,6
(kcal/mol) 3,2 34 | £31| £36 | £4,0

Tableau 9: Energie d'interaction DHQ/récepteur calculée pouchaque simulation de

dynamique moléculaire d'un systeme DFR-NADPH-DHQ.

Il s'avere que I'énergie d'interaction DHQ/réceptest plus forte sans le cofacteur
dans le site actif. En I'absence de NADPH dansdté, la position cristallographique n'est
plus le minimum global de la surface d'énergie mp¢#e du systéme. D'aprés nos
simulations, la barriere associée au transfert diten de liaison a l'autre est assez faible
puisque nous observons de maniére naturelle etapédement une diffusion du substrat vers
le site de reconnaissance de NADPH. La moléculdiltgdroquercétine interagit avec le site
de liaison du cofacteur et géne son entrée ou gsitignnement dans la cavité, entrainant une
inhibition de I'activité catalytigue de I'enzymee€ résultats sont en direct accord avec les
analyses structurales des trois cavités, basédgsualculs de docking, qui favorisaient le

site A pour l'interaction de DHQ dans I'enzyme vide

Ces simulations de dynamique moléculaires de esudurées nous ont permis
d'identifier les systemes les plus stables. Sub Iegstemes les plus stables (poses 1, 2, 5, 9 et
12), nous avons Vvérifié leur stabilité au courgetaps (RMSd enzyme < 3A et RMSd DQH <
1,5 A), en augmentant le temps de simulation a 20Les positions sont toutes restées
stables et nous assistons a des rotations de cigcl®HQ, mais en aucun cas a un
déplacement ou a une sortie du substrat. Ceciroomfies interprétations données par le
protocole MM-GBSA.

V) Conclusion

Le travail de Trabelstt al. proposait différents modéles pour expliquer lenaméene
d'inhibition de I'enzyme par excés de substrat.r lrégultats proposaient la formation d'un
complexe binaire DFR-DHQ inopérant ou la formatotun complexe ternaire abortif DFR-

NADP+-DHQ comme hypothéses principales. Sur la lolsé&eur étude, nous proposons un
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modele tridimensionnel pour expliquer au niveau éuolaire cette inhibition. Les résultats
des simulations de dynamique moléculaire, ainsi de® estimations des énergies
d'interactions ligand/DFR obtenues par deux vessolun protocole MM-GBSA montrent que
la formation d'un complexe binaire DFR-DHQ entraditela fixation du substrat soit sur le
site de liaison du cofacteur, soit sur le site degntifié de la structure cristallographique du
complexe ternaire. Les simulations de dynamique émdhire montrent également un
transfert naturel d'un site a l'autre, indiquang tpubarriere associée a ce transfert est faible.
L'inhibition par excés de DHQ serait donc compétitavec le cofacteur pour l'interaction
avec le site A lorsque nous sommes en exces dératilet empécherait ainsi I'enzyme de

jouer son role catalytique.
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Résumé

Les flavonoides, molécules naturelles possédard geopriétés antiradicalaires et
antioxydantes, sont produits au cours de cascauasnatiques impliquant plusieurs enzymes. Il a
récemment été proposé que certaines de ces enmy/assembleraient pour former un complexe
multienzymatique transitoire, appelé métabolon,r@ri la membrane cellulaire. Cette structure
rendrait possible des phénomenes de transfertt dieemétabolites d'un site actif a l'autre (sulbstra
channeling), réduisant ainsi les temps de diffugiominimisant les effets de solvatation/désolvaat
du substrat. L'objectif de ce travail est de prepasn premier modele de ce type de complexe,
impliguant trois enzymes de la biosynthese de®flaides : la dihydroflavonol-4-réductase (DFR), la
flavonoid-3'-hydroxylase (F3'H) et la leucoanthoaigiine réductase (LAR). L'étude de ces complexes
moléculaires requiert la mise en ceuvre d'une méthgie multi-échelles basée sur I'utilisation i) de
méthodes hybrides QM/MM pour I'étude de la réadignzymatique, ii) de simulations de dynamique
moléculaire a résolution atomique se déroulantssréchelles de temps de l'ordre de la microseconde
pour estimer des propriétés thermodynamiques ettigires, iii) de calculs de docking protéine-
protéine en résolution gros grain. L'applicatiors dbfférents niveaux de théorie nous a permis
d'établir un premier modéle de métabolon a troigyem®s en interaction avec une membrane

cellulaire.

Mots-clés : modélisation moléculaire, flavonoidejzyame, métabolon, approche multi-échelle,
QM/MM.

Abstract

Flavonoids, some natural compounds exhibitingoaidant properties, are synthesized along
enzymatic cascades involving several enzymes. dt been recently proposed that some of these
enzymes are involved in the formation of large $fant macromolecular edifices, called metabolon,
interacting with cellular membrane. Such molecutamplexes should allow direct metabolites
transfer from one active site to the other (substcanneling phenomenon), minimizing diffusion
time and solvation effects. The present work aionsstablish a first model of a metabolon involvéhg
enzymes of the flavonoid biosynthesis: the dihyldnafnol 4-reductase (DFR), the flavonoid 3'-
hydroxylase (F3'H) and the leucoanthocyanidin reahe (LAR). The study of such large molecular
system requires a multiscale approach based opbiichQM/MM methods to decipher enzymatic
mechanism, ii) molecular dynamic simulations in mogecond timescale to estimate thermodynamic
and kinetic properties and iii) protein-protein King at coarse-grained resolution. These different
levels of theory allow us to etablish a first modék three-enzymes-metabolon in interaction with a

model of cellular membrane.

Keywords: molecular modeling, flavonoid, enzymdabwion, multiscale approach, QM/MM



