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Développement d’une nouvelle méthode de docking, basée sur les mécanismes
enzymatiques et guidée par des groupes prosthétiques

Les travaux de cette thèse ont porté sur le développement de deux méthodes de modé-
lisation des enzymes contenant des groupes prosthétiques de la famille des flavines.

La première méthode, PredFace, permet de prédire la stéréochimie des produits d’une
réaction catalysée par des enzymes contenant des groupes prosthétiques, en identifiant la
face libre d’interaction avec les substrats. Le protocole mis en place pour cette méthode
implique l’utilisation de huit complexes "sondes", obtenus par des opérations de symé-
trie à partir de l’état de transition de la réaction de transfert d’un atome d’hydrogène
entre le nicotinamide et la lumiflavine. Ces complexes sont positionnés dans le site actif
avec le groupe prosthétique comme référence et dans chaque cas l’énergie d’interaction
protéine-ligand est évaluée par la fonction de score implémentée dans le logiciel de docking
utilisé (AutoDock). L’énergie d’interaction la plus favorable permet d’identifier la face du
groupe prosthétique accessible pour la réaction enzymatique dans le site actif. La méthode
PredFace a été validée par l’analyse de l’ensemble des structures de la Protein Data Bank
contenant des groupes prosthétiques de la famille des flavines (2170). Le protocole mis au
point est très rapide (moins d’une minute), ce qui nous a permis de développer un site web
afin de mettre cette méthode à la disposition de la communauté.

La seconde méthode, ProsthDock, est une nouvelle méthode de docking basée sur le
mécanisme d’une réaction enzymatique catalysée par un groupe prosthétique et guidée par
la présence de ce groupe prosthétique dans le site actif de l’enzyme. Le développement de
cette méthode a été motivé par le fait que les méthodes actuelles de docking, en présence
de groupes prosthétiques, se révèlent incapables de produire des poses correctes pour des
substrats, en accord avec les réactions enzymatiques. Afin de remédier à ce problème nous
avons ajouté à la fonction de score classique un terme supplémentaire, qui rend compte
de l’interaction du ligand avec le groupe prosthétique. Dans un premier temps, nous avons
construit un modèle simplifié du complexe NADH/FMN et calculé l’état de transition
de la réaction de transfert d’hydrogène entre les deux partenaires. Des surfaces d’énergie
potentielle pour cette réaction ont été calculées en variant la distance, l’angle et l’angle
dièdre entre les deux réactants. Un docking sous contrainte est ensuite réalisé et en fonction
du positionnement de chaque pose de docking dans le site actif le terme supplémentaire
de la fonction de score est calculé à partir des surfaces d’énergie potentielle, ce qui nous
permet de modifier le classement des résultats de docking en favorisant les poses qui sont
en accord avec la réaction enzymatique.

Mots clefs : Groupe prosthétique, flavine, FMN, FAD, NAD, stéréochimie des réactions
enzymatiques, calculs ab initio, surface d’énergie potentielle, docking.
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Developpement of a new mechanism-based molecular docking method guided
by prosthetic groups

During this PhD thesis we developped two new molecular modeling methods applied to
enzymes containing flavin-type prosthetic groups.

The first method, PredFace, predicts the stereochemistry of products from a reac-
tion catalyzed by enzymes containing prosthetic groups, by automatically identifying the
solvent-exposed face of the prosthetic group. The protocol involves the use of eigth com-
plexes as "probes", obtained by symmetry operations starting from the transition state of
a hydrogen atom transfer reaction between nicotinamide and lumiflavin. These complexes
are positioned in the binding site with the prosthetic group as reference and the energy
of the protein-ligand interaction is evaluated by the scoring function implemented in the
docking software (AutoDock). The most favorable interaction energy allows the identifica-
tion of the prosthetic group face that is available for the enzymatic reaction in the binding
site. The PredFace method has been validated by analyzing all the structures in the Pro-
tein Data Bank containing flavin-derived prosthetic groups (2170). This method is very
fast (less than a minute), which allowed us to develop a web site open to the scientific
community.

The second method, ProsthDock, is a new mechanism-based molecular docking me-
thod guided by prosthetic groups present in the active sites of enzymes. The development
of this method was motivated by the incapacity of the currently available docking methods
to provide, in the presence of prosthetic groups, ligand conformations that are compatible
with the enzymatic reactions. In this regard, we have added a new term to the classical
scoring function, to take into account the interaction between ligand and prosthetic group.
We have built a simplified model of the NADH/FMN complex and calculated the tran-
sition state of the hydrogen transfer reaction between the two partners. Potential energy
surfaces have been calculated for this reaction by variating the angle, diedral angle and dis-
tance between the two reaction partners. A subsequent docking with constraints provides
binding site conformations of the ligand for which the new term of the scoring function is
calculated using the potential energy surfaces. This results in a new ranking of the docking
poses, favoring those in agreement with the enzymatic reaction.

Key words : Prosthetic group, flavin, FMN, FAD, NAD, enzymatic reactions stereo-
chemistry, ab initio calculations, potential energy surface, docking method.
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Introduction

1 Introduction générale

L’enzyme de type nitroréductase NfrA1 a été isolée et cristallisée pour la première fois
en 2010 par l’équipe du Dr. Jamal Ouazzani à l’Institut de Chimie des Substances Na-
turelles de Gif-sur-Yvette [1]. Cette nitroréductase fait partie de la classe enzymatique
NAD(P)H/FMN oxidoréductase (EC 1.5.1.41) et contient dans le site actif un groupe
prosthétique (FMN), qui est une petite molécule chimique liée de manière forte dans le
site actif de la protéine et impliquée dans la réaction enzymatique. La caractérisation
structurale et biochimique de cette nitroréductase NfrA1 a mis en évidence une réaction
inattendue de dégradation du NAD+ (Figure 1). Le mécanisme proposé, impliquant un
intermédiaire de type péroxyFMN, ainsi que le mode d’interaction entre péroxyFMN et
NAD+, a été confirmé par des études de modélisation moléculaire réalisées dans l’équipe
du Dr. Bogdan Iorga. Les résultats de docking (amarrage) moléculaire du NAD+ dans le
site actif contenant le péroxyFMN ont fourni une conformation du complexe réactionnel
en accord avec le mécanisme de dégradation mis en évidence [1] (Figure 2).

Figure 1 – Réaction inhabituelle de dégradation du NAD+ catalysée par la nitroréductase NfrA1,
impliquant le péroxyFMN.

Cette étude a mis en lumière les limites des programmes de docking actuels qui ne pro-
posent pas de résultats pertinents, en accord avec la réaction enzymatique catalysée, lors-

1



2 1. INTRODUCTION GÉNÉRALE

Figure 2 – Conformation du complexe réactionnel NAD+/péroxyFMN dans le site actif de la nitroré-
ductase NfrA1, issue de l’étude de docking, en accord avec la réaction de clivage de la liaison entre le cycle
nicotinamide et le ribose.

qu’un groupe prosthétique est présent dans le site actif. Une explication pour ce résultat
pourrait être le fait que les conformations attendues du ligand dans le site actif, qui sont
compatibles avec la réaction enzymatique, ne sont pas forcement celles de plus basse éner-
gie. Un autre facteur, peut-être le plus important, est le protocole utilisé pour paramétrer
les fonctions de score, en prenant en compte uniquement les interactions protéine-ligand.
Dans des nombreux cas, il est important de pouvoir accéder à des complexes protéine-
groupe prosthétique-ligand en accord avec la réaction enzymatique. Ceux-ci représentent
des points de départ pour des simulations de dynamique moléculaire, pour expliquer des
mécanismes enzymatiques particuliers, etc.

L’objectif de cette thèse consiste donc à développer une nouvelle méthode de docking
pour les enzymes dont la réaction est catalysée par un groupe prosthétique. Elle est basée
sur le mécanisme enzymatique catalysé par le groupe prosthétique et favorise les confor-
mations en accord avec la réaction enzymatique.

Cette méthode est développée sur une réaction modèle d’oxydoréduction entre le groupe
prosthétique FMN et le ligand NADH, et fournit des résultats de docking en accord avec un
transfert de l’hydrure H− du NADH vers le FMN, en apportant une preuve de concept pour
la faisabilité de cette approche. L’extension de la méthode à d’autres groupes prosthétiques,
et notamment à l’hème, et à d’autres réactions enzymatiques sera la suite logique de ces
travaux.
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2 Cofacteurs

2.1 Généralités

Les cofacteurs sont des petites molécules chimiques non-protéiques, nécessaires au bon
fonctionnement de certaines protéines qui sont généralement des enzymes. Ces molécules
participent aux transformations biochimiques catalysées par la protéine. Elles peuvent s’y
lier temporairement ou de façon plus durable en fonction de leur action. Les enzymes
inactives sans cofacteur sont appelées apoenzymes et lorsque le cofacteur y est fixé et que
l’enzyme est fonctionnelle, elles sont appelées holoenzymes.

Les cofacteurs sont divisés en deux catégories, les inorganiques d’un côté et les or-
ganiques de l’autre. Cette deuxième catégorie se divise en deux classes en fonction du
type de liaison entre le cofacteur et l’enzyme. Lorsque cette liaison est faible (ionique
ou hydrogène), le cofacteur est appelé coenzyme (de transport) ou également cosubstrat.
L’adénosine triphosphate (ATP) est un exemple parfait pour cette classe. Lorsque la liai-
son est forte (mais pas forcément covalente), le cofacteur est appelé groupe prosthétique,
par exemple l’hème qui est probablement le groupe prosthétique le plus étudié de par sa
présence dans l’enzyme clef du métabolisme, le cytochrome P450 [2].

Cette nomenclature est historiquement sujette à discussion, et dépend des sources utili-
sées. Dès la fin des années 70, les multiples sens et utilisations du terme coenzyme posaient
problème [3]. La distinction proposée par Bryce [3], afin de faire la différence entre les
groupes prosthétiques et les coenzymes, réside dans la particularité des groupes prosthé-
tiques à effectuer un cycle catalytique complet attaché à l’enzyme, contrairement aux “sub-
stances” (e.g. NAD+) qui nécessitent une autre enzyme pour être régénérées. Cependant
après une étude de 25 définitions de différents ouvrages de références de l’époque, l’auteur
n’a pas réussi à établir une définition englobant les multiples aspects des coenzymes et pro-
pose d’abandonner ce terme dans la littérature. Ce qui n’a pas été suivi d’effet, et certains
ouvrages de références continuent de confondre les termes coenzyme et groupe prosthétique
(“McGraw-Hill Encyclopedia of Science & Technology” 1), alors que d’autres (“Encyclopæ-
dia Britannica” 2 et “Oxford Dictionary of Biochemistry and Molecular Biology” 3) utilisent
les définitions de l’IUPAC (“International Union of Pure and Applied Chemistry”).

1. http ://www.accessscience.com/content/coenzyme/146400
2. http ://global.britannica.com/EBchecked/topic/124306/cofactor
3. http ://www.oxfordreference.com/view/10.1093/acref/9780198529170.001.0001/acref-

9780198529170-e-3778 ?rskey=RDFbSp&result=3714



4 2. COFACTEURS

Coenzyme : The dissociable, low-relative-molecular-mass active group of an
enzyme which transfers chemical groups, hydrogen or electrons. A coenzyme
binds with its associated protein (apoenzyme) to form the active enzyme (ho-
loenzyme).

Prosthetic group : The non-amino acid portion of a conjugated protein.
Examples include cofactors such as flavines or cytochromes as well as lipids
and polysaccharides, which are the prosthetic groups of lipoproteins and gly-
coproteins, respectively.

La classification de l’IUPAC est telle que les coenzymes et les groupes prosthétiques
sont deux catégories faisant partie de la famille des cofacteurs de type organique. Il existe
une seconde catégorie de cofacteurs, inorganiques, qui regroupent les ions, le plus souvent
des ions métalliques, et différencie les coenzymes des groupes prosthétiques par leur type
de liaison à l’apoenzyme et leur facilité à s’en séparer (Figure 3).

Figure 3 – Différentes catégories entrant dans la définition des cofacteurs.
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2.2 Cofacteurs inorganiques

2.2.1 Ions métalliques

La catégorie des cofacteurs inorganiques regroupe tous les ions métalliques qui sont
couramment utilisés en tant que cofacteurs. Une série de livres publiés par Springer 4

traite spécifiquement de ce domaine de la biochimie inorganique. Ces ions métalliques sont
variés, les élements plus fréquents étant le fer, le magnésium, le manganèse, le cobalt, le
cuivre, le zinc et le molybdène [4]. Les protéines nécessitant la présence d’ions métalliques
sont appelées métalloprotéines [5; 6]. Les ions métalliques sont utilisés pour maintenir la
structure des sites actifs, mais également pour catalyser des réactions. Un ion zinc est par
exemple situé dans le site actif de l’anhydrase carbonique, enzyme qui catalyse la réaction
d’hydratation du dioxyde de carbone, pour produire un ion bicarbonate et un proton. L’ion
zinc est coordonné avec trois azotes de trois cycles imidazole de trois histidines et avec une
molécule d’eau. Cette molécule d’eau polarisée va alors réagir beaucoup plus rapidement
avec le dioxyde de carbone. La présence de cet ion de zinc peut augmenter la vitesse de
la réaction jusqu’à 10 000 fois [7]. La structure du cofacteur de la méthionine synthase,
la cobalamine (ou vitamine B12) qui contient un ion métallique de type cobalt, a valu à
Dorothy Hodgkin le prix Nobel de chimie en 1964 5. Ce cofacteur aide grandement à la
réaction en formant une liaison transitoire entre le méthyle et le cobalt, ce qui abaisse
la barrière énergétique à la rupture de la liaison entre le méthyle et l’azote de l’acide
5-méthyltétrahydrofolique.

2.3 Les coenzymes de transport ou cosubstrats

Les coenzymes de transport ou cosubstrats forment la première catégorie des cofacteurs
organiques. À la différence de la seconde catégorie, les groupes prosthétiques, les coenzymes
se dissocient facilement de leur protéine une fois modifiées (lorsque la réaction enzymatique
est terminée). Généralement, ils retrouvent leur état initial grâce à une autre enzyme.

2.3.1 Vitamines

Les vitamines peuvent servir de précurseurs pour beaucoup de coenzymes (Tableau I).
Le FMN et le FAD peuvent avoir un rôle de coenzyme et un rôle de groupe prosthétique
(Partie 2.4.1) en fonction des enzymes avec lesquelles ils interagissent.

4. http ://www.springer.com/series/8385
5. http ://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1964/index.html
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Coenzyme Vitamine Fonction
Thiamine pyrophosphate [8] B1 (thiamine) transfert de groupements à deux atomes de carbone
FMN et FAD [9] B2 (riboflavine) transfert d’électrons
NAD(P)+ [10] B3 (niacine) transfert d’électrons
Coenzyme A [11] B5 (acide pantothénique) transfert de groupements acyle
Acide tétrahydrofolique [12; 13] B9 (acide folique) transfert de groupements à un atome de carbone
Méthylcobalamine [14] B12 transfert de groupement méthyle

Table I – Exemple de coenzymes dérivés de vitamines.

Mais les vitamines peuvent également être des coenzymes en elles mêmes, comme la vi-
tamine C (acide L-ascorbique), qui est identifiée en tant que cosubstrat donneur d’électrons
dans au moins huit enzymes :

– trois enzymes de la voie de synthèse du collagène (proline-3-hydroxylase, proline-4-
hydroxylase, lysine hydroxylase) [15] ;

– deux enzymes de la voie de synthèse de la carnitine (triméthyl-L-lysine hydroxylase
et γ-butyrobétaine hydroxylase) [16] ;

– une enzyme de la voie de synthèse de la noradrénaline (dopamine hydroxylase) [17] ;
– une enzyme impliquée dans l’amidation des hormones peptiques (peptidylglycine

alpha-amidating monooxygenase) [18] ;
– une enzyme impliquée dans la régulation du cycle de la tyrosine (catabolisme de la

tyrosine par la 4-hydroxyphénylpyruvate dioxygenase) [19].

2.3.2 NAD(P) et NAD(P)H

Le nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) et le nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate (NADP) sont deux coenzymes d’oxydoréduction dérivées de la vitamine B3

(acide nicotinique ou niacine) (Table I). Comme leur nom l’indique, ils sont composés de
deux nucléotides reliés par leurs groupes phosphate. Ces nucléotides sont des nucléosides
monophosphates, dans un cas l’adénine, dans l’autre un cycle nicotinamide, connectés en
position 1’ des deux groupes ribose. La différence entre le NAD et le NADP se trouve au
niveau du second carbone du β-D-ribofurannose, un groupe hydroxyle pour le NAD, et
un phosphate pour le NADP (Figure 4). Leurs formes oxydées peuvent apparaître sous
plusieurs noms NAD(P), NAD(P)+ ou NAD(P)H+, et leurs formes réduites respectives
NAD(P)H, NAD(P)H2, et NAD(P)H,H+. La notation la plus correcte est NAD(P)H,H+.
En effet l’espèce réduite perd 2 atomes d’hydrogène, et la forme oxydée NAD(P)H+ peut
fixer deux électrons et un ion H+ sur son noyau nicotinamide. L’atome d’hydrogène restant
est relaché dans le milieu sous la forme d’un ion H+.
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NAD et NADP sont présents dans toutes les cellules vivantes. Le couple
NAD+/NADH,H+ est nécessaire dans la production d’énergie (voie aérobie), car il in-
tervient quatre fois en tant que coenzyme oxydatif dans le cycle de Krebs, mais également
deux fois dans la glycolyse. La régénération des coenzymes réduites sous leur forme oxydée
se fait alors soit par la voie métabolique de la fermentation en milieu anaérobie, soit par
celle de la respiration cellulaire en milieu aérobie, cette dernière produisant 18 fois plus
d’ATP que la fermentation.

Figure 4 – Structures du NAD et du NADP, sous leur forme oxydée. La seule différence se trouve au
niveau de la substitution en 2’ du ribose.

NAD et NADP agissent en tant que coenzymes dans les enzymes de type oxydoréduc-
tase en fixant réversiblement un ion H+ et deux électrons sur leur noyau nicotinamide.
Leur forme réduite est alors une source d’hydrure H−.

2.4 Les groupes prosthétiques

Les groupes prosthétiques forment la seconde catégorie des cofacteurs organiques.

2.4.1 Flavines

Deux groupes prosthétiques sont largement majoritaires dans la famille des flavines, la
flavine mononucléotide (FMN) et la flavine adénine dinucléotide (FAD). Dans la banque
de données regroupant les structures critallographiques de protéines et d’acides nucléiques
“Protein Data Bank ” (PDB) [20] apparaissent également des structures contenant en tant
que groupe prosthétique certains de leurs dérivés synthétiques ou des molécules tronquées,
comme par exemple la riboflavine (RBF) ou la lumiflavine (LFN).
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Structure Les flavines sont basées sur un noyau tricyclique, formé d’un cycle pyrazine
entouré d’un cycle pyrimidine et d’un 1,2-diméthylebenzène également appelé ortho-xylène.
La fusion des cycles pyrazine et pyrimidine est également appelée ptéridine (Figure 5).

Figure 5 – Composition de la structure de base tricyclique hétérogène des groupes prosthétiques de la
famille des flavines. À gauche, en jaune le cycle ortho-xylène, au centre en magenta le cycle pyrazine et à
droite en vert le cycle pyrimidine.

Sur ce noyau tricyclique, la partie variable (R) peut prendre plusieurs formes et ainsi
former plusieurs membres de la famille :

– un méthyle pour former la lumiflavine,
– une chaine ribityle pour former la riboflavine,
– une chaine ribityle et un phosphate pour former le FMN,
– une chaine ribityle, deux phosphates, un ribose et une adénine pour former le FAD.

Synthèse Le FMN et le FAD sont synthétisés in vivo à partir de la vitamine B1 (ribo-
flavine) grâce à la riboflavine kinase [21; 22] et à la FAD synthétase [23]. Généralement,
ces groupes prosthétiques sont ensuite fixés fortement, mais de façon non-covalente, aux
apoprotéines [24]. Cependant, dans certains cas, ils peuvent être fixés de manière covalente
à des résidus histidine, tyrosine ou cystéine de la chaine polypeptidique de la protéine
[25]. La formation de cette liaison covalente a été montrée comme étant autocatalysée [26].
Dans de rares cas, cette liaison covalente peut se former avec deux résidus différents de la
protéine [27; 28; 29]. Dans une publication récente [30], après avoir étudié les séquences
protéiques des sites actifs des flavoprotéines formant une ou deux liaisons covalentes avec le
groupe prosthétique, la flavoprotéine 6-hydroxy-D-nicotine oxidase (6HDNO) qui ne forme
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normalement qu’une seule liaison covalente avec le FAD a été mutée sur deux résidus du
site actif pour qu’elle puisse former deux liaisons covalentes avec le FAD, ce qui a pour
conséquence d’augmenter son potentiel d’oxydoréduction.

Activités Les flavoenzymes sont des protéines ubiquitaires capables de catalyser un
grand nombre de réactions biochimiques [9; 31; 32], aussi bien dans le développement
embryonnaire des poulets et des mammifères [33; 34], que dans un rôle de transduction et
de régulation du signal de mort cellulaire programmé [35]. Elles sont également impliquées
dans des mécanismes de dépollution des sols contaminés par des molécules aromatiques
[36] et des processus photo-dépendants comme la photosynthèse [37] et la photoréduction
des dimères de pyrimidine dans l’ADN [38; 39].

L’intérêt principal de ces enzymes est que leur groupe prosthétique a la capacité de ca-
talyser des réactions de déshydrogénation accompagnées d’un transfert de deux électrons
sur de nombreux substrats, mais également d’effectuer des transferts d’un seul électron
vers plusieurs types de centres métalliques, ce qui en fait des partenaires d’oxydoréduc-
tion très importants [40] et ainsi les positionne à une place centrale dans les mécanismes
d’oxydoréduction de l’ensemble des cellules, notamment lors du métabolisme aérobie.

Enzymes Ces propriétés placent fréquemment les flavines dans des enzymes contenant
plusieurs centres d’oxydoréduction, telles que les succinate et NADH déshydrogénases, les
xanthine oxidase et déshydrogénase, les enzymes du métabolisme cytochromes P450, et
dans l’oxyde nitrique synthase.

Les flavoprotéines sont impliquées dans des mécanismes d’oxydation et de réduction
de groupes fonctionnels de métabolites solubles, grâce à leur groupe prosthétique (prin-
cipalement FMN et FAD) qui joue le rôle d’intermédiaire dans le transfert d’électrons et
d’atome d’hydrogène. Le noyau isoalloxazine autour duquel les flavines sont organisées,
peut servir de transporteur temporaire de deux hydrogènes sur les azotes N1 et N5. Les
substrats de ces enzymes sont nombreux et divers tels les amines, les acides aminés, les
alcools, les sucres, les acides hydroxylés, les acides carboxyliques, les cétones, les aldéhydes
et les dithiols [41; 42].

2.4.2 Hèmes

Un autre groupe prosthétique important est l’hème. Il est probablement le groupe
prosthétique le plus étudié de par son rôle capital dans le métabolisme d’élimination des
organismes vivants, à travers les cytochromes P450. Ces enzymes sont responsable de l’éli-
mination de composés aussi bien endogènes (métabolites secondaires...) qu’exogènes (mé-
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dicaments, toxines...). C’est une famille enzymatique très vaste et ayant de très nombreuses
cibles.

Structure L’hème est constitué d’un ion fer(II) (Fe2+ ou ion ferreux) entouré par un
anneau hétérocyclique de type porphyrine. Cet anneau est lui même constitué de quatre
noyaux pyrrole liés par des liaisons méthines. Il existe plusieurs formes d’hème en fonction
des substituants positionnés sur trois atomes de carbone à la périphérie de trois des cycles
pyrrole [43]. Les noms des enzymes contenant des hèmes reflètent en général (mais pas
forcément [44]) la nature de l’hème, les cytochromes c contenant un hème de type C et les
cytochromes a un de type A.

L’ion fer(II) est coordonné avec chaque azote des cycles pyrrole, mais également avec
un acide aminé du site actif, le ligand proximal, qui peut être soit une tyrosine, soit une
histidine, soit une cystéine [45]. Ces différents ligands proximaux ont une influence sur
l’environnement structurel local autour de l’hème, ce qui a une influence sur l’efficacité
de la réaction de clivage de la liaison O-O, sur la stabilité de l’intermédiaire de réaction
Fe4+-O et sur le potentiel rédox de l’hème [46]. L’atome de fer peut donc être coordonné
avec soit 5 atomes en absence de ligand, soit 6 atomes temporairement en présence de
celui-ci.

Activités L’hème est capable de transporter des électrons entre des protéines dans la
chaine respiratoire mitochondriale, mais également de transporter et de stocker du di-
oxygène gazeux O2 dans certaines protéines de type globines (hémoglobine, myoglobine)
[47].

3 Mécanisme enzymatique

Le mécanisme enzymatique des flavoenzymes peut être séparé en deux demi-réactions :
une partie oxydative et une partie réductive dans lesquelles le groupe prosthétique flavine
alterne entre sa forme réduite et sa forme oxydée [32]. Pendant la partie réductive, un sub-
strat (A) réduit la flavine, alors que pendant la partie oxydative, le groupe prosthétique
est réoxydé par un second substrat (B) accepteur d’électrons. Il existe deux cycles cata-
lytiques en fonction du type d’enzyme et/ou de substrat : soit un mécanisme ping-pong,
soit la formation d’un complexe ternaire entre les trois partenaires [48].



CHAPITRE I. INTRODUCTION 11

3.1 Mécanisme ping-pong

Le type de mécanisme “ping-pong” est également appelé réaction à double déplacement
ou réaction de métathèse 6. Un mécanisme de type ping-pong se déroule en plusieurs étapes
(Figure 6). Dans un premier temps, un substrat A est transformé en un produit P, grâce à
l’enzyme E. Cette réaction biochimique entraine une modification de l’enzyme E en E* et
le produit P est ensuite relaché. Dans un second temps, une fois l’enzyme E* modifiée, un
second substrat B peut alors s’y fixer et être transformé en un produit Q, ce qui va régénérer
l’enzyme E* dans son état original E, le produit Q étant ensuite libéré. La modification de
l’enzyme qui la fait passer de E à E* (et inversement) est portée par le groupe prosthétique.
Cet état E* est réversible et transitoire. Dans le cas des flavoenzymes, l’état E correspond
à un groupe prosthétique oxydé et l’état E* correspond à sa forme réduite, les molécules
A et Q sont réduites et les molécules P et B sont oxydées. Le premier produit P oxydé
doit sortir du site actif avant que le second substrat B oxydé n’entre dans le site actif pour
régénérer le groupe prosthétique. Le mécanisme ping-pong est le mécanisme habituel des
flavoenzymes. Il a été mis en évidence dans de nombreuses enzymes, par exemple :

– le complexe 1 de la chaine respiratoire (NADH-déshydrogénase) en fonction des sub-
strats [49; 50; 51],

– des NAD(P)H flavine oxidoréductases (ou flavine réductases) [52; 53].

Figure 6 – Mécanisme de réaction d’une enzyme de type “ping-pong”. L’enzyme est représentée par le
E, E* correspond à l’enzyme modifiée, les substrats par le A et le B, les produits respectifs par le P et le Q.
Dans le cas des enzymes à groupes prosthétiques de la famille des flavines, cette modification de l’enzyme
est portée par le groupe prosthétique. Ce schéma réactionnel montre que le groupe prosthétique n’a pas
besoin d’une autre enzyme pour se régénérer à son état initial, mais seulement d’un second substrat auquel
il va transférer sa modification.

6. http ://chemwiki.ucdavis.edu/Biological_Chemistry/Catalysts/Enzymatic_Kinetics/Ping-
pong_mechanisms
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3.2 Complexe ternaire

Le deuxième mécanisme enzymatique possible, mais beaucoup plus rare pour les fla-
voenzymes, passe par la formation d’un complexe ternaire, dans lequel, contrairement à un
mécanisme de type ping-pong où les différents partenaires se suivent dans un ordre précis,
les trois partenaires (substrats A, B et groupe prosthétique) sont tous en même temps dans
le site actif de l’enzyme et forment un complexe ternaire. L’ordre de fixation des substrats
peut être soit aléatoire, soit dans un ordre fixe. Les produits ne sont relachés qu’après la
régénération (oxydation) du groupe prosthétique. Récemment, il a été mis en évidence que
le complexe I peut former un complexe ternaire entre le FMN (groupe prosthétique), le
NADH (substrat à oxyder) et le substrat à réduire pour réoxyder le FMN lorsque ce sub-
strat est chargé positivement, tel que l’hexaammineruthenium(III) (HAR) ou le paraquat
(N,N’-diméthyl-4,4’-bipyridinium) [54].

4 Modélisation moléculaire des systèmes
contenant des groupes prosthétiques

4.1 Dynamique moléculaire

L’étude de la dynamique moléculaire d’un système dépend de la fonction d’énergie po-
tentielle utilisée pour décrire l’environnement énergétique du système. Pour évaluer l’éner-
gie potentielle du système, la fonction d’énergie doit évoluer dans un champ de force qui
assigne des énergies potentielles en fonction des types d’atomes, des liaisons entre eux, des
angles de ces liaisons, ainsi qu’aux valeurs d’angles dièdres. Ces paramètres sont obtenus
soit à partir de résultats expérimentaux, soit par des calculs de mécanique quantique [55].
Ces paramètres n’existent pas forcément pour des molécules différentes des acides aminés
et des ligands communs [56], notamment pour les groupes prosthétiques. Il est donc néces-
saire de paramétriser les groupes prosthétiques dans différents champs de force avant de
pouvoir les utiliser dans des simulations de dynamique moléculaire.

4.1.1 Paramétrisation des groupes prosthétiques

La paramétrisation des groupes prosthétiques est très inégalement étudiée. Le groupe
prosthétique majoritairement étudié est le cytochrome de par son implication dans le mé-
tabolisme de dégradation (Cytochrome P450) et dans la chaine respiratoire (Cytochrome
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C). Les groupes prosthétiques de la famille des flavines (principalement FAD et FMN) sont
également paramétrisés dans certains champs de force.

Paramétrisation du groupe prosthétique dans le cytochrome P450 Plusieurs
modèles du complexe porphyrine-fer (hème) présent dans les cytochromes P450 ont été
contruits par des méthodes de chimie quantique. D’une part, des complexes modèles avec
six atomes coordonnés au fer [57; 58; 59] et des modèles avec des ligands, substrats ou
inhibiteurs comme les alkanes [60; 61], les alcènes et les oxydes nitriques [62]. D’autre part,
des complexes modèles avec cinq atomes coordonnés au fer ont également été paramétrisés
et les charges atomiques calculées [63].

Paramétrisation de l’hème dans le cytochrome c L’hème est également le groupe
prosthétique présent dans les cytochromes c. Les paramètres de ce groupe prosthétique
dans le champ de force AMBER sont disponibles 7. Ces paramètres ont également été
calculés dans plusieurs études récentes, soit par une méthode hybride qui prend en compte
des structures de diffraction de rayons X et des calculs ab initio DFT au niveau B3LYP
[64] soit par calculs ab initio DFT au niveau B3LYP seuls [65]. Dans cette dernière étude,
les paramètres de l’hème dans les champs de force AMBER [66] et CHARMM [67] sont
fournis.

Paramétrisation des groupes prosthétiques de type flavine dans les flavoen-
zymes Les groupes prosthétiques de type flavine sont très importants dans de multiples
fonctions enzymatiques. La flavine mononucléotide (FMN) et la flavine adénine dinucléo-
tide (FAD) sont les deux flavines les plus fréquentes dans les flavoenzymes. Plusieurs études
de dynamique moléculaire concernant les flavines ont été éffectuées. Le programme GRO-
MACS dans sa version 2.0 [68] a été utilisé pour étudier les conformations dynamiques de
la FAD [69], les paramètres utilisés étant obtenus par construction à partir des paramètres
du FMN et de l’ATP présents dans le champ de force GROMOS96 [70]. Un complexe entre
FMN et un aptamère d’ARN a également été étudié par des simulations de dynamique
moléculaire [71]. Dans ce cas, les paramètres et les charges du FMN ont été déterminés
pour le programme AMBER 4.1 [72; 66] et les charges ont été obtenues ab initio par des
calculs quantiques effectués à un niveau de calcul HF/6-31G* et par le programme RESP
[73]. Les paramètres calculés par Schneider [71] sont toujours utilisés [74].

7. http ://www.pharmacy.manchester.ac.uk/bryce/amber/
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4.2 Docking en présence de groupe prosthétique

La plupart des études de docking moléculaire a été effectuée sur des cytochromes et
particulièrement sur les cytochromes P450. Récemment, plusieurs études de docking ont
été menées sur des inhibiteurs issus de produits naturels avec des cytochromes P450, de
type CYP1A2 pour l’une [75] et de type CYP1A2, CYP2C9, et CYP3A4 pour l’autre [76].
Cependant, dans les études de docking d’inhibiteurs, l’orientation du ligand par rapport
au groupe prosthétique dans le site actif n’est pas significative. Un inhibiteur compétitif
ne dépend que de la force de ses interactions avec l’environnement du site actif, majoritai-
rement avec les atomes des acides aminés de la protéine et éventuellement avec ceux du
groupe prosthétique.

Pour les flavoenzymes, une étude de docking portant sur les aspects mécanistiques de
la réaction catalysée par la glucose oxydase [77] montre qu’il n’y a qu’une seule orientation
du glucose et de la gluconolactone avec une corrélation importante, c’est à dire une bonne
complémentarité de forme entre le ligand et la cavité enzymatique. Cette position a été
confirmée par une étude de dynamique moléculaire. Cette orientation positionne l’hydro-
gène du C1 du ligand, impliqué dans la réaction, dans le voisinage immédiat de l’azote N5
du FAD, qui est l’atome réactif du cycle central pyrazine du groupe prosthétique.



Développement d’une méthode de
prédiction automatisée de la
stéréochimie des produits d’une réaction
catalysée par des enzymes à groupes
prosthétiques : PredFace

1 Introduction

La première partie de notre étude a été de développer une méthode de prédiction auto-
matisée de la stéréochimie des produits de réaction catalysée par des enzymes à groupes
prosthétiques, que nous avons nommée PredFace. Cette méthode permet d’identifier la face
d’interaction accessible au solvant et/ou au ligand du groupe prosthétique situé dans le
site actif de la protéine. Dans un premier temps, la méthode a été développée pour étudier
les groupes prosthétiques issus de la famille des flavines (FAD, FMN...) et elle sera étendue
ultérieurement à d’autres groupes prosthétiques. Les groupes prosthétiques de la famille
des flavines contiennent tous un système hétérocyclique à trois cycles, l’isoalloxazine (Fi-
gure 7), et ont la particularité de pouvoir interagir avec le ligand par ses deux faces, soit la
face Si, soit la face Re. Lorsque la chaîne ribityle est positionnée vers le haut et que le cycle
pyrimidine est à gauche, la face supérieure est la face Re, et lorsque le cycle pyrimidine est
à droite, la face supérieure est la face Si [78] (Figures 8 et 9).

Le but de cette méthode est de déterminer automatiquement la face libre, disponible pour
les réactions enzymatiques, d’un groupe prosthétique de la famille des flavines. L’autre face
du groupe prosthétique est enfouie dans le site actif de la protéine. Identifier cette face libre
pour l’interaction entre le groupe prosthétique et le ligand est très important dans le cadre
de notre nouvelle méthode de docking expliquée dans le Chapitre III. En effet, dans le cadre

15
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Figure 7 – Structure chimique de l’isoalloxazine, système hétérocyclique à trois cycles constituant la
base des groupes prosthétiques de la famille des flavines. Dans cette représentation, la face supérieure est
la face Si.

de cette méthode, il est nécessaire d’imposer des contraintes au docking, et donc d’avoir
identifié quelle est la face libre du groupe prosthétique, ainsi que la face interagissant avec
le site actif de la protéine. La position dans l’espace de la contrainte initiale est obtenue
par une superposition d’un complexe de référence différent pour chaque face.

Figure 8 – Structure du FMN. Les différents fragments utilisés pour définir la face sont indiqués en
couleur : en vert la chaîne ribityle et en violet le noyau pyrimidine. Ces deux groupes étant respectivement
vers le haut et à droite, la face supérieure dans le plan est donc la face Si. L’atome d’azote encadré en
cyan est celui qui interviendra dans la réaction chimique.
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(a) (b)

Figure 9 – Exemples de faces Si et Re des groupes prosthétiques de la famille des flavines. Sur ces deux
exemples, le groupe prosthétique est un FMN. (a) Site actif de la structure 1NOX (NADH oxidase), la
face libre supérieure est la face Si. (b) Site actif de la structure 3GR7 (Old Yellow Enzyme), la face libre
supérieure est la face Re.

Figure 10 – Illustration de la réaction d’oxydoréduction entre le nicotinamide, partie réactive du NAD,
et la lumiflavine, partie réactive du groupe prosthétique FMN. R et R1 sont les parties tronquées qui ont
été remplacées par des groupements méthyle pour accelérer les calculs.
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Un site web a été développé pour mettre cet outil à disposition de la communauté scien-
tifique (http ://predface.icsn.cnrs-gif.fr/). À partir d’un fichier de type pdb contenant un
groupe prosthétique de la famille des flavines, ce site permet de déterminer automatique-
ment la face du groupe prosthétique disponible pour interaction avec des substrats.

2 Matériels et Méthodes

La méthode PredFace fait appel à plusieurs programmes et outils informatiques diffé-
rents : des outils chémoinformatiques (CACTVS [79] et AutoDockTools [80]), un logiciel
de visualisation (Chimera [81]), un programme de docking (AutoDock Vina [82]) et un
logiciel de calcul quantique (Gaussian09 [83]).

2.1 Identification des groupes prosthétiques

La première étape de l’algorithme de PredFace (Figure 15), une fois la structure de
la protéine fournie sous format pdb, est l’indentification de tous les groupes prosthétiques
appartenant à la famille des flavines présents dans la protéine. Cette identification est effec-
tuée directement par un script PHP sur le serveur et consiste en une analyse des codes des
hétéroatomes (HETATM) présents dans le fichier pdb, qui seront comparés avec les codes
des ligands de type flavine présents dans la PDB (Table I). Si plusieurs groupes prosthé-
tiques compatibles avec la méthode sont présents dans la structure initiale, l’utilisateur
doit choisir sur lequel la méthode sera appliquée (voir un exemple en Annexe A.2).

2.2 Utilisation de sondes

L’étape suivante est l’utilisation de complexes de références employés comme sondes
pour identifier la face accessible du groupe prosthétique sélectionné. Nous utilisons huit
complexes répartis de manière homogène dans l’espace autour du groupe prosthétique,
quatre sur chaque face. Ces complexes sont des états de transitions entre le nicotinamide
et la lumiflavine, respectivement la partie minimale réactive du ligand NAD+ (Figure 13)
et celle des groupes prosthétiques de type flavine (Figure 14). Seules ces parties minimales
réactives ont été considérées pour développer notre méthode, afin de diminuer le temps de
calcul. La chaîne ribityle du FMN (Figure 8) à été remplacée par un groupement méthyle,
et seul le cycle nicotinamide, où un groupement méthyle remplace tout à partir du premier
ribose, a été utilisé pour le ligand NAD+ (Figure 13). Ces substitutions des fragments
volumineux ne participant pas à la réaction enzymatique par des groupements méthyle
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diminuent la flexibilité globale des molécules et ainsi le temps de calcul nécessaire pour
l’étape d’optimisation de géométrie.

Les structures initiales des complexes contenant les deux parties réactives minimales
NAD/FMN ont été obtenues par des opérations de symétrie (Figure 11) et les états de
transition calculés par Gaussian09 avec la méthode Hartree-Fock et la base 6-31+g(d,p).

(a) (b) (c) (d)

(e) (f) (g) (h)

Figure 11 – Représentation des différentes sondes utilisées pour évaluer la face accessible des groupes
prosthétiques de la famille des flavines. Le calcul des états de transition ont été effectués par Gaussian09
au niveau HF/6-31+g(d,p). (a) Structure du complexe initial. (b) Structure obtenue après une rotation de
180◦ de l’angle dièdre du complexe (a). (c) Structure obtenue à partir du complexe (b) par une inversion de
face du cycle nicotinamide. (d) Structure obtenue après une rotation de 180◦ de l’angle dièdre du complexe
(c). Les structures du la seconde ligne (e), (f), (g) et (h) sont obtenues par des opérations de symètrie
centrale par rapport à l’azote réactif de la lumiflavine dans les structures de la première ligne.

Ces huit complexes vont être utilisés comme sondes autour du groupe prosthétique dans
le site actif de l’enzyme. L’utilisation de ces sondes est effectuée en plusieurs étapes. Dans
un premier temps, un script tcl CACTVS va analyser la structure du groupe prosthétique
choisi et créer une carte de correspondance entre les atomes du groupe prosthétique dans le
site actif et les atomes de la lumiflavine de nos sondes. Cette recherche par sous-structure
ne s’effectue que sur les atomes du groupe prosthétique choisi qui ont été extraits du
fichier pdb initial, dans le but d’accélérer la recherche en évitant de scanner l’ensemble des
atomes de la protéine. La recherche par sous-structure s’effectue grâce au langage SMARTS
[84], qui permet de décrire une molécule chimique générique en une chaîne de caractères.
Deux formules SMARTS sont utilisées (Figure 12). La première est plus restrictive en
conservant le cycle aromatique de type xylène et certains types de liaisons. Cependant
expérimentalement beaucoup de groupes prosthétiques de la famille des flavines issus des
structures pdb ne sont pas reconnus en utilisant cette formule SMARTS. Pour répondre à
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ce problème, une deuxième formule SMARTS, beaucoup plus permissive, qui ne conserve
que les types d’atomes et les liaisons entre eux, a donc été développée. Les deux formules
sont utilisées : si la première ne concorde pas, un test est effectué avec la seconde. La
numérotation des atomes étant différente, il est important de séparer les deux procédures.

Dans un second temps, le logiciel Chimera est utilisé pour superposer l’ensemble des huit
sondes sur le groupe prosthétique choisi. Les coordonnées spaciales des sondes sont alors
modifiées et réenregistrées. Nos huit sondes ont alors des coordonnées 3D correspondant à
une position dans le site actif autour du groupe prosthétique choisi dans la protéine. Deux
scripts de préparation d’AutoDockTools de MGLTools 1 sont ensuite utilisés pour convertir
toutes les sondes alignées, ainsi que la protéine cible du format pdb vers un format pdbqt,
grâce respectivement aux scripts prepare_ligand4.py et prepare_receptor4.py. La dernière
étape est l’utilisation du programme de docking Autodock Vina avec l’option score_only
pour classer les complexes en fonction de leur score de répulsion qui calcule les conflits avec
les atomes de protéine. La meilleure position est celle ayant le score de répulsion minimal
et détermine la face d’interaction libre du groupe prosthétique sélectionné.

1. MGL-tools package (http ://mgltools.scripps.edu/)
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Figure 12 – Représentation des deux formules SMARTS utilisées par CACTVS pour effectuer la
recherche par sous-structure dans le fichier contenant les atomes du groupe prosthétique choisi. Cette
figure est dérivée de la représentation des SMARTS en 2D obtenue à partir de SMARTSviewer [85; 86].
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Figure 13 – Structure du ligand NAD+. La partie minimale réactive est encadrée en vert. Elle seule a
été utilisée lors des différents calculs pour en diminuer le temps d’éxécution. L’atome de carbone réactif
est encadré en cyan, il intervient dans la réaction de transfert de l’atome d’hydrogène à l’atome d’azote
réactif de la lumiflavine (Figure 14)

3 Résultats

3.1 Validation de la méthode PredFace

Pour valider cette méthode, nous avons analysé l’ensemble des structures de
la PDB, à la date du 27 janvier 2014, contenant des groupes prosthétiques de
la famille des flavines, en effectuant une recherche par sous-structure grâce à
une une chaîne de caractères sous format SMILES [87] encodant la partie mini-
male réactive des groupes prosthétiques de la famille des flavines : la lumiflavine
"[H]N1C(=O)N=C2N(C)C3=CC(C)=C(C)C=C3N=C2C1=O". Nous avons ensuite affiné
les résultats en enlevant les structures contenant des acides nucléiques, les groupes pros-
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Figure 14 – Structure de la lumiflavine, partie minimale réactive des groupes prosthétiques de la famille
des flavines. L’atome d’azote réactif est encadré en cyan, dans cet état d’oxydation il peut accepter un
hydrogène transféré à partir du NADH.

thétiques qui nous intéressaient devant être dans le site actif d’une protéine.
Nous avons obtenu un total de 2170 structures extraites de la PDB contenant au moins
un des 16 groupes prosthétiques identifiés comme faisant partie de la famille des flavines
(Table I). Lorsque une structure contient plusieurs groupes prosthétiques différents, elle ap-
parait une fois dans chaque catégorie (e.g. les multiples structures de NADPH-cytochrome
P450 reductase qui contiennent à la fois un FMN et un FAD). On peut constater que la
majorité des structures contiennent un groupe prosthétique de type FAD ou FMN ou un
de leurs dérivés. La riboflavine est la structure de base auquelle une chaîne ribityle à été
ajoutée, ce qui revient à la structure du FMN mais sans phosphate au bout de la chaîne
ribityle.
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Sur l’ensemble de ces 2170 structures, seules 10 (codes PDB 1NNI, 1P3Y, 1ZY8, 2FUG,
2VVM, 2YIE, 2YJ0, 2YBB, 3F03, 3F4E) n’ont pas passé l’étape préliminaire de prépara-
tion des structures, principalement à cause de la qualité des structures qui engendre des
erreurs lorsqu’on ajoute les atomes d’hydrogène automatiquement avec Chimera. Cette
étape de préparation des structures ajoute les atomes d’hydrogène et enlève tous les autres
ligands et les hétéroatomes (HET), les positions alternatives (B) des atomes ainsi que les
lignes contenant les facteurs anisotropiques de température (lignes qui commencent par
ANISOU).

3.2 Traitement des résultats

Nous avons alors appliqué notre méthode PredFace automatiquement sur l’ensemble des
2160 structures restantes, en ne prenant en compte que le premier groupe prosthétique de
type flavine apparaissant dans chaque fichier pdb quand les structures contenaient plusieurs
groupes prosthétiques. La méthode a déterminé automatiquement la face accessible du
groupe prosthétique dans 98.7% des cas (2134 structures). La majorité des erreurs apparaît
à l’étape de conversion des structures pdb en pdbqt par le script prepare_receptor4.py
d’AutoDockTools, et elles sont dûes à la présence de types d’atomes exotiques non gérés
par ce script. Les résultats ont ensuite été ordonnés et vérifiés manuellement. Le classement
s’est fait par le code UniProt [88], ainsi que par le numéro EC [89] de la protéine (chaîne
contenant le groupe prosthétique) dont la face disponible a été prédite. Cela nous a permis
de corriger un certain nombre de numéros EC, qui pour plusieurs raisons étaient erronés :
soit suite au changement de nomenclature (par exemple changement de tous les numéros
1.6.4.x vers 1.8.1.x), soit lorsque la protéine contenait plusieurs enzymes et donc plusieurs
numéros EC, soit enfin lorsque ce numéro EC était tout simplement absent dans le fichier
de départ.

3.3 Classification finale

L’ensemble des résultats est disponible en Annexe A.6. Ils peuvent alors être classés en
cinq catégories :

1. La première représente 78.6% des résultats (1705 structures, ID de 1 à 1705) dont
les faces prédites sont identiques à l’intérieur de leur groupe EC et de leur groupe
UniProt. La classification UniProt étant beaucoup plus restrictive que la classification
EC, beaucoup de structures sont seules dans leur groupe UniProt. Ce groupe est
considéré comme ayant des prédictions correctes.
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2. La deuxième représente 4.7% des résultats (103 structures, ID de 1706 à 1808),
représentant les structures qui possèdent plus d’un groupe prosthétique. Ces résultats
ont été regroupés en fonction de leur groupe prosthétique en plus de leurs numéros
EC et UniProt. Certaines structures sont uniques dans cette catégorie suite à des
regroupements en fonction du numéro UniProt. Ce groupe est considéré comme ayant
des prédictions correctes lorsqu’elles sont identiques à l’intérieur d’un même groupe.

3. La troisième catégorie représente 13.0% des résultats (283 structures, ID de 1809 à
2091) et regroupe tous les groupes EC et UniProt dans lesquelles la face prédite n’est
pas homogène. Ce résultat peut sembler important, mais s’explique par le fait que si
seulement un résultat diffère de l’ensemble du groupe, le groupe entier est considéré
comme faux. L’ensemble de ces résultats qui ne sont pas cohérents a été visualisé
et dans la plupart des cas l’explication réside dans la variabilité des conformations
au niveau des chaines latérales des résidus du site actif, ce qui fait que le groupe
prosthétique est complètement enfoui dans le site actif. Chercher une face libre d’in-
teraction sur ce type de groupe prosthétique n’a pas de sens, le docking n’étant de
toute façon pas envisageable dans ces conditions.

4. La quatrième catégorie représente 2.0% des résultats (43 structures, ID de 2092
à 2134) dont des structures qui n’ont ni numéro EC ni numéro UniProt. Dans ces
conditions, l’évaluation de la correctitude des résultats ne peut pas se faire de manière
suffisamment fiable, le nom de la protéine spécifié dans le fichier pdb n’étant pas assez
précis et discriminant.

5. La dernière catégorie comprend 1.6% des résultats (36 structures, ID de 2135 à 2170)
sur lesquelles la méthode PredFace n’a pas pu être appliquée à cause d’erreurs lors
du traitement des données.

Ces résultats montrent que dans la plupart des cas notre méthode peut discriminer la
face libre de la face impliquée dans les interactions entre le groupe prosthétique et la pro-
téine, mais n’est pas capable de faire cette discrimination lorsque les groupes prosthétiques
sont complètement enfouis dans le site actif.

Ce traitement de validation de la méthode a été effectué sur une station de travail en
local et est assez rapide. L’ensemble des 2160 structures a été traité sur un processeur en
16h44min, ce qui fait un temps moyen d’un peu moins de 28 secondes pour déterminer la
face libre d’interaction d’un groupe prosthétique. Cette durée varie légèrement en fonction
de la taille des protéines initiales, notamment lors des étapes d’ajout des atomes d’hy-
drogènes par Chimera et des transformations en pdbqt par les scripts d’AutoDockTools.
Le temps d’éxécution lors de l’utilisation via le site web (voir ci-dessous) est tout à fait
comparable et reste généralement inférieur à une minute par structure.
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4 Site web

Nous avons décidé de développer un site web 2 pour mettre cette méthode de prédiction
à disposition de la communauté scientifique. Des captures d’écran de ce site web sont
disponibles en Annexe A.2.

4.1 Algorithme

L’algorithme général de la méthode PredFace (Figure 15) est divisé en deux parties.
L’optimisation du complexe de référence et la création des sondes par des opérations

de symétrie ne s’effectue qu’une seule fois (étapes colorées en orange, Figure 15). Les
données 3D des sondes sont alors stockées sur le serveur sous un format mol2 permettant la
superposition de leur partie lumiflavine sur le groupe prosthétique de la protéine selectionné
par l’utilisateur.

Toutes les étapes de la partie bleue (Figure 15), s’effectuent à chaque utilisation de
la méthode car elles dépendent de la protéine à étudier. Cette partie regroupe les étapes
d’identification et de sélection du groupe prosthétique, de superposition des complexes
sondes, de l’évaluation énergétique de ces sondes et d’identification de la face du groupe
prosthétique disponible pour la réaction enzymatique.

2. http ://predface.icsn.cnrs-gif.fr/
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Figure 15 – Schéma de l’algorithme général de la méthode PredFace. En orange, les données précalculées
et stockées sur le serveur correspondent à l’optimisation initiale du complexe de référence simplifié, puis
à la sélection de huit sondes dérivées de ce complexe par des opérations de symétrie. La partie en bleu
correspond aux étapes appelées à chaque utilisation de la méthode PredFace. À partir d’un fichier pdb
donné, les groupes prosthétiques présents sont identifiés et l’utilisateur doit sélectionner celui sur lequel
la méthode s’appliquera. La superposition et l’évaluation énergétique des sondes détermine ensuite la face
d’interaction libre du groupe prosthétique sélectionné.
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5 Conclusion

Cette méthode de prédiction automatisée de la stéréochimie des produits d’une réaction
catalysée par des enzymes à groupes prosthétiques (PredFace) a été développée dans le but
de pouvoir identifier rapidement et automatiquement la face libre d’interaction d’un groupe
prosthétique dans le site actif d’une protéine. Connaître cette face libre est nécessaire dans
la nouvelle méthode de docking que nous avons développé (Chapitre III) pour positionner
correctement les contraintes lors du docking.

Cette méthode fonctionne correctement mais est limitée dans son utilisation par plu-
sieurs facteurs :

– La première limite provient de la rigidité totale du système de sondes utilisé, et
du choix d’employer une méthode de “rescoring” simple des complexes sondes aux
alentours du groupe prosthétique plutôt qu’un redocking dans le site actif. Ce choix
a été fait pour conserver un temps d’exécution très rapide, mais qui se fait au prix de
quelques erreurs qui pourraient être évitées par un calcul plus long et plus flexible,
notamment lorsque le groupe prosthétique est enfoui.

– La deuxième limite provient de la flexibilité des structures considérées, notamment
au niveau du site actif. En effet plus le nombre de structures disponibles pour une
même enzyme augmente, plus il y a de chance d’avoir des conformations différentes au
niveau du site actif contenant le groupe prosthétique choisi. Dans la plupart des cas,
ces changements sont induites par la présence ou non de ligands supplémentaires
dans le site actif, et peuvent in fine conduire à des prédictions non-homogènes à
l’intérieur d’un ensemble de protéines faisant partie du même famille.

– La dernière limite n’est pas propre à notre méthode, et vient du fait que la qualité
des données présentes dans la PDB est très variable, aussi bien au niveau des coor-
données atomiques qu’au niveau des données complémentaires comme le numéro EC
ou l’identifiant UniProt.





Développement d’une nouvelle méthode
de docking, basée sur le mécanisme
enzymatique et guidée par des groupes
prosthétiques : ProsthDock

1 Introduction

1.1 Docking - généralités

Dans les années 1980, des technologies de criblage haut débit (High-Throughput Screening
ou HTS) ont été développées dans le but de trouver des nouvelles molécules ayant des ac-
tivités potentielles sur des cibles d’intérêt thérapeutiques majeures. Cependant, le nombre
de cibles identifiées et le nombre de molécules chimiques à tester dans les banques de don-
nées augmentent continuellement, ce qui a pour conséquence une diminution de l’efficacité
de la méthode, accompagnée d’une augmentation des coûts. Le faible taux d’identification
de hits par rapport aux coûts de la méthode [90] a conduit à la fin des années 1990 au
développement des méthodes informatiques permettant de ne sélectionner qu’une partie
de la base de données enrichie en molécules susceptibles d’intéragir avec la cible protéique.
Ces méthodes ont été dans un premier temps basées sur la structure des ligands ayant
une activité biologique (approches de type pharmacophore et QSAR), en absence d’un
nombre significatif de structures protéiques dans la PDB. Avec l’augmentation continue
du nombre de ces structures, l’approche de type docking a été de plus en plus utilisée.
L’application de ces techniques sur des chimiothèques de taille est appelé criblage virtuel
(“virtual screening”).

Le docking est une technique informatique qui permet de prédire les interactions pro-
bables entre des ligands (substrat, activateur ou inhibiteur) et les acides aminés composant

31
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la structure d’une protéine. Il se déroule en deux étapes distinctes : dans un premier temps
une étape de positionnement du ligand dans le site choisi de la protéine, puis dans un
second temps, une étape d’évaluation des interactions énergétiques potentielles entre le
ligand et la protéine. Les méthodes utilisées pour ces deux étapes diffèrent en fonction du
programme de docking utilisé.

1.2 Docking sous contraintes

La plupart des programmes de docking permettent d’ajouter des contraintes pour ré-
pondre à des problèmes spécifiques. Ces contraintes peuvent être de plusieurs types, comme
par exemple favoriser les conformations formant une liaison hydrogène avec un atome donné
ou encore celles se rapprochant d’une solution connue (complexe résolu expérimentale-
ment). Dans le cadre de notre méthode, il est important de pouvoir effectuer un docking
sous contraintes à la fois de distance, d’angle et d’angle dièdre entre le groupe prosthétique
et le ligand. Cependant, les différents programmes de docking couramment utilisés ne per-
mettent pas d’effectuer un docking en appliquant une contrainte sur les trois paramètres
en même temps. La plupart de ces programmes permet d’ajouter des contraintes seulement
sur la distance entre des atomes de la protéine et du ligand ou sur les liaisons hydrogène
entre la protéine et le ligand.

1.2.1 GOLD

Algorithme Le programme commercial de docking GOLD [91] développé par “Cam-
bridge Crystallographic Data Center ” (http ://www.ccdc.cam.ac.uk/) utilise un algorithme
génétique. Un algorithme génétique est un algorithme de type évolutionniste qui s’inspire
du processus d’évolution, pour améliorer itérativement les solutions. Dans le cadre du
docking, chaque solution correspond à une conformation possible entre le ligand et le ré-
cepteur. La population constituant la première solution est obtenue aléatoirement. Ces
solutions se comportent ensuite comme des “chromosomes” et peuvent subir aléatoirement
des évènements génétiques de type mutation et de type “cross-over ”. Les évènements de
mutation correspondent à une modification aléatoire de la conformation d’un chromosome,
alors que les évènements de type “cross-over ” sont l’échange de matériel équivalent entre
deux chromosomes différents. Les nouvelles conformations sont ensuite évaluées avec la
fonction de score et remplacent les conformations initiales moins bonnes. Les chromosomes
qui subissent les évènements génétiques sont sélectionnés aléatoirement dans la population
d’origine, mais les conformations ayant les meilleurs scores sont favorisés et apparaissent
plus souvent, ce qui introduit la notion de pression de sélection aux solutions en favorisant
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les meilleurs résultats. Cet algorithme est de type stochastique, car il permet d’explorer
de façon aléatoire les différentes conformations du ligand, et de tester leurs interactions
avec le site actif. La protéine, quant à elle, est rigide, fixée dans sa conformation cristallo-
graphique. Pour rendre compte de la flexibilité de celle-ci, quelques résidus du site actifs
peuvent être rendus flexibles localement, ou plusieurs conformations différentes de la même
cible peuvent être utilisées pour introduire une flexibilité plus globale.

Fonctions de score Le logiciel GOLD fournit par défaut quatre fonctions de score
différentes.

La fonction de score “GoldScore” est la fonction de score historique de GOLD [92].
Pour évaluer les interactions entre le ligand et les atomes du site actif de la protéine, cette
fonction de score prend en compte l’énergie des liaisons hydrogène, l’énergie électrostatique
et de van der Waals, les interactions éventuelles avec des métaux et une pénalité en fonction
de la torsion du ligand.

La fonction de score “ChemScore” a été introduite en 2003 dans GOLD [91]. Cette
fonction de score est dérivée de l’adaptation par Baxter et al. [93] de la fonction de score
développée par Eldridge et al. [94] obtenue empiriquement par les analyses de multiples
régressions linéaires effectuées sur un ensemble de 82 complexes protéine-ligand issus de la
PDB. Cette fonction de score prend en compte : les liaisons hydrogènes, les liaisons avec
les métaux, les contacts entre atomes lipophiles et les conflits entre atomes non-impliqués
dans une liaison hydrogène. Elle intègre également une énergie de torsion interne au ligand
qui dépend de sa conformation. Une valeur d’énergie covalente peut également être utilisée
dans le cas où le ligand se lie de cette façon à la protéine. Cette fonction de score a
l’avantage d’être jusqu’à trois fois plus rapide que “GoldScore” en conservant une précision
comparable.

La fonction de score “ASP ” [95] est de type “knowledge-based ”, elle est comparable aux
fonctions du même type comme par exemple “PMF ” [96] et “Drugscore” [97]. C’est une
fonction de score provenant de l’analyse statistique des distances entre paires d’atomes
entre protéine et ligand qui favorisent les interactions. Ces distances sont issues d’une base
de données de complexes de protéine-ligand.

La dernière fonction de score de GOLD est “ChemPLP ” [98]. Elle est de type empirique
et utilise le terme énergétique des liaisons hydrogène de la fonction “ChemScore”, ainsi que
plusieurs potentiels linéaires pour rendre compte des interactions de type van der Waals
et des termes de répulsion. C’est la fonction la plus rapide, supérieure à “ChemScore” et
jusqu’à 5 fois plus rapide que “GoldScore”. Elle est en outre généralement plus précise que
les autres méthodes pour le docking et le criblage virtuel. C’est la fonction de score utilisée
par défaut dans les dernières versions du logiciel.
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GOLD permet également aux utilisateurs de modifier les fonctions de score de plusieurs
façons :

– soit en calculant et ajoutant des informations dans le fichier contenant les résultats
pour chaque position ;

– soit en ajoutant un terme à la fonction du score utilisée ;
– soit en permettant de créer totalement une nouvelle fonction de score.

Toutes les informations nécessaires pour coder en C le terme à ajouter ou la fonction de
score personalisée sont fournies dans le manuel d’utilisation 1.

Contraintes Dans le cadre de notre méthode, il nous était important de pouvoir effec-
tuer des opérations de docking en imposant des contraintes entre le ligand et le groupe
prosthétique. En effet, pour pouvoir intégrer les valeurs d’énergie des complexes, calculées
par Gaussian09, à la fonction de score, il faut que les valeurs d’angle, d’angle dièdre et de
distance entre les partenaires du complexe soient proches.

GOLD permet d’ajouter plusieurs types de contraintes :

1. Contraintes au niveau du site actif de la protéine :

(a) Une région du site actif peut être spécifiée, et les interactions du ligand avec
les résidus de cette région augmenteront le score global de la conformation de
manière plus importante (“Region”).

(b) Un fragment de molécule peut être positionné dans le site actif. Les solutions se
superposant sur ce fragment immobile se verront favorisées par la fonction de
score (“Scaffold ”).

(c) Un ligand entier peut être positionné dans le site actif (généralement co-
cristallisé avec la structure cristallographique du récepteur). Les conformations
proposées se rapprochant le plus au niveau de la forme globale du ligand ou de
la superposition des donneurs ou des accepteurs de liaison hydrogène, se verront
favorisées par la fonction de score (“Similarity”).

2. Contraintes impliquant des atomes spécifiques du ligand :

(a) Une contrainte de distance entre deux atomes, un du ligand et l’autre de la
protéine. Cette contrainte peut être intra ou intermoléculaire, elle accepte un
minimum et un maximum de distance avec une constante élastique modifiant le
score des conformations (“Distance”).

(b) Une contrainte de distance entre un atome de la protéine et un atome d’une sous-
structure d’un ligand. Elle utilise également une distance minimale/maximale

1. http ://www.ccdc.cam.ac.uk/Lists/DocumentationList/gold.pdf
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et une constante élastique (“Substructure”). C’est l’application de la contrainte
de distance à plusieurs ligands partageant une sous-structure commune.

(c) Une contrainte favorisant la formation d’une liaison hydrogène entre un atome
de la protéine et un atome du ligand spécifiés (“HBond ”).

(d) Et également l’application de la contrainte précédente à plusieurs ligands, en
spécifiant les atomes de protéine qui lorsqu’ils forment des liaisons hydrogènes
feront augmenter le score de la conformation (“Protein HBond ”).

Dans le cadre de notre méthode, seule la contrainte “Distance” pourrait être utilisable.
Cependant il n’est pas possible d’imposer des contraintes sur l’angle et sur l’angle dièdre
avec GOLD, et la contrainte “Distance” seule n’est pas suffisante. De plus, les licences
d’utilisation de ce logiciel ne permettent pas l’installation sur un serveur web ouvert à
l’exterieur afin de rendre notre méthode de docking publiquement accessible. GOLD ne
peut donc pas être utilisé dans le cadre de notre méthode ProsthDock.

1.2.2 Glide

Algorithme Le programme commercial de docking Glide [99] développé par la société
Schrödinger (www.schrodinger.com/Glide/) utilise un algorithme de docking ayant pour
principe une élimination rapide de nombreuses conformations du ligand dont les interac-
tions avec la protéine ne sont pas favorables. Le nombre de conformations du ligand diminue
grandement et forme un entonnoir jusqu’aux conformations optimales. La première étape
de l’algorithme de docking de Glide est la recherche exhaustive de conformations du ligand.
La génération des conformations passe par le choix d’un “coeur” et des “groupes rotamères”
qui ne contiennent pas de liaisons rotatives. Le “coeur” relie alors l’ensemble des “groupes
rotamères” par des liaisons rotatives. Les groupes fonctionnels avec des carbones ou des
azotes finissant par des hydrogènes (-CH3, -NH2, -NH+

3 ) ne sont pas considérés comme
pouvant tourner. Ces conformations sont ensuite criblées par une méthode heuristique qui
élimine les conformations qui ne sont pas compatibles avec un docking. Ce premier filtrage
est nécessaire pour éliminer les conformations à haute énergie interne et il est effectué à
partir d’une version modifiée du champ de force OPLS-AA. L’énergie limite acceptable est
déterminée à partir de l’énergie interne la plus faible de l’ensemble des conformations. Les
paramètres de ce criblage ont été optimisés sur les conformations des ligands présents dans
la PDB, cristallisés dans le site actif de leur protéine. Les conformations restantes sont
alors soumises au docking dans le site actif de la protéine. Leur nombre varie de moins de
1000 pour des ligands rigides à des plusieurs dizaines de milliers pour des ligands flexibles.

La première étape du docking est la génération d’une grille de 2 Å d’espacement du site
actif, et la répartition régulière sur celle-ci des points d’ancrage. Ces points d’ancrage sont
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définis en fonction de la distance entre le centre du ligand et sa surface. Le centre du ligand
est défini comme étant le milieu du segment reliant les deux atomes les plus éloignés du
ligand dans le cas d’un docking rigide et du “coeur” dans le cas d’un docking où le ligand
est flexible. Ce segment est également appelé diamètre du ligand. Chaque conformation est
ensuite placée sur chaque point d’ancrage (ou dans un espace cubique autour de celui-ci)
et seules les positions du ligand ayant un diamètre inférieur à la distance entre le point
d’ancrage et la surface de la protéine sont conservées.

La deuxième étape est l’élimination des conformations ayant des conflits stériques trop
importants avec la surface de la protéine. Les conformations restantes effectuent ensuite
des rotations autour du diamètre du ligand. Les interactions hydrogènes protéine/ligand et
métal/ligand qui apparaissent sont évaluées, et si elles dépassent un certain seuil, l’ensemble
des interactions protéine/ligand sont évaluées, sinon la conformation est abandonnée.

La troisième étape de cette procédure de docking est le déplacement rigide de plus
ou moins 1 Å des meilleures positions, selon les directions cartésiennes. Glide introduit
ensuite à la dernière étape une dose de dynamique moléculaire, en minimisant les meilleures
positions (400 en général) dans un champ de force de type OPLS-AA [100]. Et enfin les
angles de torsions des trois à six meilleures positions sont étudiés grâce à une méthode
Monte-Carlo [101].

Fonctions de score Glide propose deux fonctions de score différentes.
La première est “GlideScore Standard Precision (SP)” [99], basée sur la fonction de score
ChemScore [94]. C’est une fonction de score qui cherche à diminuer les faux négatifs et
est particulièrement adaptée au criblage de bases de données importantes [102]. Elle est
plus permissive que la seconde fonction de score de Glide (XP). GlideScore SP modifie
ChemScore de plusieurs façons :

– Le terme correspondant à l’énergie des liaisons hydrogènes est divisé en trois parties,
en fonction de la charge des partenaires (neutre-neutre, neutre-chargé et chargé-
chargé). Ces trois composantes sont pondérées par des coefficients qui rendent compte
de la stabilité de la liaison en fonction de la charge des partenaires, la première étant
plus stabilisante que la dernière.

– Le terme correspondant aux interactions métal/ligand est modifié de telle sorte que
seuls les atomes anioniques accepteurs soient pris en compte et que seule l’interaction
métal/ligand la plus forte soit prise en compte lorsque plusieurs sont possibles. La
charge du métal dans la protéine seule est calculée et conditionne la préférence pour
les atomes anioniques accepteurs (prise en compte seulement lorsque le métal est
chargé positivement).

– Un terme rendant compte des interactions de Coulomb et de van der Waals est ajouté.
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– Un terme de solvatation est également ajouté. Il rend compte des interactions de
différents groupements chimiques du ligand avec des molécules d’eau explicitement
dockées dans le site actif après le ligand. Cependant, son influence est limitée par un
poids de terme assez faible, dans un souci de vitesse et d’applicabilité de la méthode
à des criblages de bases de données importantes.

La seconde fonction de score est “GlideScore eXtra Precision (XP)” [103]. Elle est plus
contraignante et pénalise plus fortement les positions de docking en désaccord avec les
principes physico-chimiques comme l’orientation par rapport au solvant de groupements
chargés ou fortement polaires. Cette fonction de score a été développée pour diminuer
au maximum les faux positifs sur un faible jeu de données, typiquement pour améliorer
l’activité des molécules à visée thérapeutique. L’ensemble des termes de cette fonction de
score est calculé d’une manière minutieuse, ce qui fait qu’elle n’est pas adaptée pour cribler
des bases de données importantes.

Cette fonction de score est également basée sur “ChemScore” [94], dont elle reprend les
éléments principaux en les modifiant, en particulier le calcul des interactions entre atomes
hydrophobes. Des éléments de “GlideScore SP ” sont également repris et modifiés pour
augmenter leur précision, notamment le calcul des trois composantes des interactions des
liaisons hydrogènes, mais également le calcul de l’énergie de solvatation. D’autres termes
sont enfin ajoutés, comme l’énergie d’interaction dûe à l’empilement π-π ou cation-π, et
un terme pénalisant qui rend compte de l’énergie de torsion du ligand.

Contraintes Le programme Glide propose plusieurs types de contraintes, mais elles sont
toutes définies par rapport à la structure du site actif de la protéine.

1. Une contrainte peut être placée sur une région du site actif (“Positional ”). L’oc-
cupation de cette région par les conformations de docking va être favorisée lors de
l’évaluation énergétique.

2. Des atomes du site actif peuvent être sélectionnés pour les mettre en avant lors de
formation de liaison hydrogène ou de liaison avec un métal (“H-bond/Metal ”).

3. Une deuxième contrainte régionale peut être placée, mais celle-ci favorise spécifi-
quement la présence d’atomes hydrophobes dans une région spécifiée du site actif
(“Hydrophobic”).

Par contre, Glide ne permet pas d’ajouter des contraintes sur la distance, l’angle ou
l’angle dièdre entre un atome de la protéine et un atome du ligand. Ce programme, en
plus de ne pas permettre l’ajout des contraintes désirées, est privé et soumis à des licences
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d’utilisation, ce qui ne nous permettrait pas de rendre notre méthode de docking publi-
quement accessible. Glide ne peut donc pas être utilisé dans le cadre de notre méthode
ProsthDock.

1.2.3 AutoDock

Algorithme Le programme de docking libre de droit AutoDock [104] développé par le
groupe de Arthur J. Olson au “Scripps Research Institute” (http ://autodock.scripps.edu/)
est basé sur un algorithme génétique, comme GOLD. Cependant, AutoDock permet d’uti-
liser trois méthodes de recherche différentes : (i) une méthode de recherche utilisant un
algorithme génétique classique, où les chromosomes sont réellement des chaînes de carac-
tères. Ils sont composés dans l’ordre des trois cordoonnées Carthésiennes représentant la
translation du ligand, suivies de quatre variables définissant un quaternion, qui est un
ensemble mathématique qui définit la rotation du ligand dans l’espace, et enfin une va-
leur réelle pour chaque angle de torsion de chaque liaison du ligand ; (ii) une méthode de
recherche locale, basée sur un recuit simulé de type Monte Carlo, peut être ajoutée pour
minimiser l’énergie ; (iii) une méthode mixte de recherche globale et locale, l’algorithme
génétique lamarckien, basé comme son nom l’indique sur les principes génétiques énoncés
par Jean Baptiste Lamarck au début du XXe siècle. Selon Larmarck, les caractéristiques
acquises (phénotype) par un individu au cours de sa vie peuvent se transmettre à sa des-
cendance (génotype), ce qui revient à dire que le phénotype d’un individu peut modifier
son génotype. Dans le cadre du docking moléculaire, cette théorie de Larmarck peut s’uti-
liser. En effet, le génotype regroupe les opérations génétiques (mutations et “crossover ”)
par lesquelles les chromosomes sont modifiés pour former la génération suivante. Le phé-
notype correspond quant à lui à l’évaluation énergétique du ligand dans la conformation
donnée par le génotype. Dans le cadre de l’algorithme génétique lamarckien, l’étape de
recherche locale par recuit simulé peut modifier les coordonnées du ligand (phénotype) qui
seront ensuite transmises au chromosome (génotype) correspondant. La recherche locale
en modifiant le phénotype a également changé le génotype, et ces modifications pourront
donc être transmises à la descendance.

Fonction de score AutoDock4 utilise une fonction de score [105] d’évaluation de l’éner-
gie libre basée sur un champ de force semi-empirique. Ce champ de force a été calibré
en utilisant un large groupe hétérogène de données expérimentales de complexes protéine-
ligand. Cette fonction de score évalue le score en deux étapes. Dans un premier temps, les
énergies intramoléculaires du ligand et celle de la protéine sont calculés indépendamment ;
elles correspondent à des partenaires non liés et séparés dans l’espace. Dans un second
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temps, l’énergie intermoléculaire est calculée ; elle correspond à l’énergie du complexe pro-
téine/ligand, une fois que ce dernier est positionné dans le site actif. Ces énergies intra-
et inter-moléculaires prennent en compte les énergies de van der Waals de dispersion et
répulsion entre atomes, l’énergie des liaisons hydrogène, l’énergie électrostatique et l’éner-
gie de désolvatation aussi bien positive (des atomes de carbones) que négative (des atomes
polaires et des atomes chargés). L’énergie libre d’interaction est ainsi la différence entre
les valeurs des énergies liées et non liées (du ligand, de la protéine et du complexe) auquel
est ajouté un terme correspondant à la perte d’entropie du ligand lors de sa fixation à la
protéine.

Contraintes AutoDock ne permet que d’ajouter des contraintes sur la torsion du ligand,
à l’étape de génération des conformères. Cependant, il est possible de créer une contrainte
de type covalent, qui permet d’ajouter une contrainte de position spaciale, en fixant à une
coordonnée précise de l’espace un atome unique du ligand que l’on souhaite positionner
dans le site actif [80]. Pour cela, il est nécessaire de changer les paramètres d’AutoDock en
rajoutant des types d’atome dans le fichier de paramètres (AD4_parameters.dat), d’iden-
tifier et de changer le type de l’atome du ligand qui doit être fixé dans le fichier contenant
le ligand (ligand.pdbqt), ainsi que de déterminer le point dans l’espace sur lequel l’atome
spécifié va devoir se placer, et enfin de générer une nouvelle grille pour chaque nouveau
docking sous contraintes et pour chaque ligand. La pénalité de ces contraintes spaciales
est construite sur une fonction gaussienne, avec une énergie nulle lorsque l’atome considéré
est sur le point spécifié et qui progresse très rapidement lorsque celui-ci s’en écarte. Cette
méthode pénalise donc très fortement les conformations qui n’ont pas l’atome défini dans la
position fixée. Cependant, contrairement aux autres programmes de docking, AutoDock4
nous permet, grâce à cette contrainte spaciale, de fixer simultanément l’angle et la distance
entre les partenaires de notre complexe FMN-NAD.

1.2.4 AutoDock Vina

AutoDock Vina est un programme de docking dérivé d’AutoDock4 comme son nom
l’indique, qui a également été développé par le groupe de Arthur J. Olson au “Scripps
Research Institute” (http ://autodock.scripps.edu/) [82]. Son principal objectif est l’aug-
mentation de la vitesse d’exécution tout en conservant des résultats à la hauteur voire
meilleurs qu’AutoDock4. Ce gain de vitesse provient de l’implémentation du parallèlisme
dans l’algorithme, par multi-tâches (“multithreading”) sur plusieurs processeurs de calcul
en même temps (“multi-core”).
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Algorithme L’algorithme de positionnement des ligands de Vina est une application
globale d’une recherche de type itérative locale (“Iterated Local Search global optimizer ”)
[106; 107]. Ce type d’algorithme a comme intérêt de permettre de sortir des minima locaux
qui ne permettent plus d’améliorer la conformation. Pour ce faire, l’algorithme est relancé
à partir d’une structure géométrique légèrement différente. Ces différents points de départ
sont conservés en mémoire pour ne pas effectuer le même chemin plusieurs fois, et ainsi ne
pas perdre de temps. Vina utilise l’algorithme d’optimisation locale de Broyden-Fletcher-
Goldfarb-Shanno (BFGS) [108].

Fonctions de score La fonction de score de Vina est d’un type hybride entre une fonc-
tion de score empirique et une “knowlegde-based ”. Elle s’inspire de X-Score [109], et comme
cette dernière, elle a été calibrée sur “PDBbind ” [110], une base de données qui regroupe
les valeurs d’affinités expérimentales dont les structures des complexes sont connues dans
la PDB. Elle est cependant très peu documentée [82].

Contraintes Vina ne permet pas d’ajouter de contraintes, et ne sera donc pas utilisé
pour le docking dans notre méthode ProsthDock.

2 Matériels et Méthodes

2.1 Préparation des complexes

Le mécanisme de transfert de l’hydrure H− entre un groupe nicotinamide et un groupe
prosthétique de type flavine [111] nécessite que le donneur et l’accepteur du groupe hydrure
soient très proches physiquement lorsque le groupe prosthétique est lié à une protéine. Cela
est possible grâce au positionnement du cycle nicotinamide à proximité du cycle isoalloxa-
zine du groupe prosthétique, ce qui fait que les deux plans passant par ces cycles sont plus
ou moins parallèles. Ceci a été prouvé grâce à l’analyse des structures cristallographiques
du Complexe I (PDB code : 3IAM) [112; 113] et des structures des différentes flavoenzymes
[114].

Dans un premier temps, nous avons commencé la recherche de l’état de transition
pour la réaction de transfert de l’hydrure H− de manière plutôt empirique, en partant
des structures cristallographiques citées ci-dessus, en utilisant la structure complète des
partenaires de réaction (FMN et NADH). Cependant, au début de ma thèse, les capacités de
calcul à notre disposition étaient assez limitées et nous avons donc dû simplifier la structure
des partenaires du complexe pour réduire le temps de calcul. Seules les parties réactives des
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deux partenaires du complexes NADH-FMN ont été conservées. Le complexe représente
alors l’interaction entre la lumiflavine (FMN) et le nicotinamide (NADH). L’intégralité de
la chaine ribityl pour le FMN, ainsi que les riboses, les phosphates et l’adénine pour le
NADH ont été remplacés par un méthyle (Figure 16). Une fois ce complexe obtenu, nous
avons cherché des états de transition en utilisant Gaussian09, avec la méthode Hartree-Fock
et la base de calcul 6-31G. Nous cherchions un état de transition dans lequel le plan du
tricycle du FMN soit autant que possible parallèle avec le plan du cycle nicotinamide, pour
que la réaction modélisée soit en accord avec les positions constatées dans les structures
des complexes. Pour cela, nous avons procédé par essais-erreurs, en modifiant la structure
de notre complexe de référence en changeant légèrement les valeurs d’angle et/ou d’angle
dièdre de départ pour chaque complexe.

Une fois notre état de transition référence trouvé, nous avons lancé une recherche itéra-
tive sur l’angle dièdre. Pour cela, nous avons calculé les états de transition sur l’ensemble
de l’angle dièdre (360◦) avec des pas de 10◦. Nous obtenons alors 35 structures réparties
régulièrement autour de l’angle dièdre. Dans ces 35 structures nous avons sélectionné la
structure qui répondait le plus au critère de parallélisme des plans.

Cette recherche d’état de transition du complexe de référence a été effectué quatre
fois, pour chaque combinaison de face Re et Si de chaque partenaire. Cependant, pour la
suite nous n’avons utilisé que deux de ces quatres complexes de référence, les autres étant
les énantiomères de ces deux structures. Ils seront générés informatiquement en inversant
l’ensemble des signes des coordonnées cartésiennes de tous les atomes.

2.2 Calcul de la surface d’énergie potentielle du com-

plexe

Protocole L’ensemble des étapes du calcul de la surface d’énergie potentielle du com-
plexe a été effectué grâce au logiciel Gaussian09 [83], avec la méthode Hartree-Fock et la
base 6-31+G(d,p).

Une fois l’état de transition déterminé (Figure 16), nous avons effectué une recherche
systématique de l’énergie des complexes en variant un certain nombre de paramètres. Afin
d’explorer les alentours de l’état de transition original, nous avons choisi de varier les
paramètres suivants :
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Figure 16 – Figure représentant l’état de transition initial après simplification des structures pour
accélérer l’ensemble des calculs. Les deux partenaires se présentent leur face Si.

– la distance entre les atomes réactifs, l’azote N6 du cycle isoalloxazine et le carbone
C43 du cycle nicotinamide, initialement d’une valeur de 2.60 Å, est modifiée de
± 0.4 Å avec un pas de 0.2 Å, ce qui correspond à 5 pas ;

– l’angle entre le deuxième azote N13 du cycle pyrazine, et les deux atomes précedents,
formant l’angle ̂N13− N6− C43, initialement d’une valeur de 108.39◦, est modifié
de ± 20◦ avec un pas de 10◦, ce qui correspond à 5 pas ;

– l’angle dièdre, via l’ajout de l’atome d’azote N40 du cycle nicotinamide aux trois
atomes précedents, formant ainsi l’angle dièdre ω(N13 -N6 -C43 -N40 ), initialement
d’une valeur de -130.26◦, est modifié de -180◦ à +150◦ avec un pas de 30◦, ce qui
correspond à 12 pas.

Ceci constitue un total de 5 × 5 × 12 = 300 conformations différentes pour cette
combinaison de faces du groupe prosthétique et du nicotinamide. Nous avons effectué ce
travail en prenant en compte le fait que le FMN peut avoir soit la face Si soit la face Re
disponible pour intéragir avec le substrat. Pour obtenir l’état de transition initial pour
les faces Re du groupe prosthétique et du nicotinamide, nous avons crée l’enantiomère en
inversant le signe de toutes les coordonnées du complexe entre la face Si de la lumiflavine
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et la face Si du nicotinamide (Figure 20a). Le résultat est l’interaction entre les faces
Re de la lumiflavine et du nicotinamide (Figure 20b). Nous avons également cherché un
état de transition initial correspondant à l’interaction entre la face Si du FMN et la face
Re du nicotinamide. 300 structures différentes balayant le voisinage proche de l’état de
transition ont été obtenues pour chaque face.

Dévelopement méthodologique d’outils pour une modification automatique de
structures 3D Afin de créer ces nombreuses (300 pour chaque face) structures 3D du
complexe, servant de point de départ aux calculs de la surface d’énergie potentielle de l’état
de transition, nous avons dû développer un script qui permet à partir d’un fichier de type
mol2 ou de type com (format d’entrée de Gaussian09) de créer automatiquement tous les
fichiers du même type où les atomes spécifiés auront changé de coordonnées en fonction
des paramètres spécifiés. Ces 300 structures sont organisées, classées dans des dossiers et
nommées de telle façon à ce qu’elles soient uniques et identifiables à tout moment, en cas
d’éventuelles (et inévitables) erreurs lors du calcul de l’état de transition par Gaussian09.

Notre script nécessite plusieurs arguments pour pouvoir s’éxecuter :

1. le fichier initial (com) contenant les coordonnées de l’état de transition calculé par
Gaussian09 ;

2. les identifiants des atomes formant l’angle dièdre à explorer (A-B-C-D), les atomes
constituant l’angle étant forcément les trois premiers (A-B-C) et ceux constituant
la distance les deux du milieu (B-C). Dans notre cas l’angle dièdre à explorer est
ω(N13 -N6 -C43 -N40 ) (Figure 16). Les identifiants A, B, C et D des atomes à fournir
sont respectivement 13, 6, 43, 40 ;

3. les identifiants de tous les atomes qui doivent changer de coordonnées, dans notre
cas l’intégralité des atomes du nicotinamide ;

4. l’identifiant de l’atome ”en transition“, dans notre cas 31, celui de l’atome d’hydrogène
qui passe d’un partenaire à l’autre ;

5. les valeurs minimales, maximales et des pas devant être utilisées pour modifier la
structure initiale, selon l’angle (θ), l’angle dièdre (γ) et la distance (δ), par exemple
-20/+20/10 pour explorer l’angle de -20◦ à +20◦ avec un pas de 10◦.

Ce script va dans un premier temps lire le fichier contenant la structure initiale, et
identifier les atomes constituant l’angle, l’angle dièdre et la distance. Grâce aux coordonnées
3D (x,y,z) de ceux-ci, et par des opérations mathématiques trigonométriques, des vecteurs
remarquables vont être calculés ainsi que les valeurs initiales de l’angle, de l’angle dièdre,
et de la distance.



44 2. MATÉRIELS ET MÉTHODES

Pour effectuer une augmentation ou une diminution de l’angle ÂBC d’une valeur θ,
exprimée en radians, nous devons calculer la matrice de rotation autour du vecteur normal
au plan ABC passant par B, nommé par la suite le vecteur ~u pour simplifier les notations.
Cette matrice de rotation nous permettra de calculer les nouvelles coordonnées 3D du point
C, sans changer celle des points A et B.

Nous calculons dans un premier temps les vecteurs
−→
AB et

−−→
BC et leurs composantes :

−→
AB =

 xB − xA
yB − yA
zB − zA

 (1)
−−→
BC =

 xC − xB
yC − yB
zC − zB

 (2)

Soit le vecteur normal au plan ABC passant par B (
−→
AB Λ

−−→
BC), calculons les compo-

santes de ce vecteur normal :

−→
ABΛ

−−→
BC =

(
(
−→
ABΛ

−−→
BC)x=

−→
ABy×

−−→
BCz−

−→
ABz×

−−→
BCy

(
−→
ABΛ

−−→
BC)y=

−→
ABz×

−−→
BCx−

−→
ABx×

−−→
BCz

(
−→
ABΛ

−−→
BC)z=

−→
ABx×

−−→
BCy−

−→
ABy×

−−→
BCx

)
(3)

Et la norme de ce vecteur vaut donc :

‖
−→
ABΛ

−−→
BC‖ =

√
( (
−→
ABy×

−−→
BCz−

−→
ABz×

−−→
BCy)2+(

−→
ABz×

−−→
BCx−

−→
ABx×

−−→
BCz)2+(

−→
ABx×

−−→
BCy−

−→
ABy×

−−→
BCx)2 ) (4)

Soit le vecteur ~u le vecteur normal unitaire colinéaire au vecteur normal au plan ABC
passant par B (

−→
AB Λ

−−→
BC), ses composantes sont donc :

~u =

(
ux=(

−→
ABΛ

−−→
BC)x/‖

−→
ABΛ

−−→
BC‖

uy=(
−→
ABΛ

−−→
BC)y/‖

−→
ABΛ

−−→
BC‖

uz=(
−→
ABΛ

−−→
BC)z/‖

−→
ABΛ

−−→
BC‖

)
(5)

Nous pouvons donc calculer la matrice de rotation suivante selon l’angle θ :

R(θ) =

(
u2x+(1−u2x) cos(θ) uxuy(1−cos(θ))−uz sin(θ) uxuz(1−cos(θ))+uy sin(θ)

uxuy(1−cos(θ))+uz sin(θ) u2y+(1−u2y) cos(θ) uyuz(1−cos(θ))−ux sin(θ)

uxuz(1−cos(θ))−uy sin(θ) uyuz(1−cos(θ))+ux sin(θ) u2z+(1−u2z) cos(θ)

)
(6)

Les coordonnées du nouveau point E résultant de la rotation de C autour du vecteur normal
~u au plan ABC passant par B, peuvent donc être calculées telles que :

E

 x

y

z

 = R(θ)×
−−→
BC

 x

y

z

+B

 x

y

z

 (7)

Une fois que les coordonnées 3D de ce nouveau point E sont calculées, le calcul des
nouvelles coordonnées du point F peut être lancé. F est la translation du point E sur la
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Figure 17 – Illustration du mouvement de rotation de l’atome C. Les coordonnées 3D de l’atome E
(gris) sont le résultat de la modification de l’angle ÂBC par la rotation seule, de l’atome C (noir) dans le
plan ABC d’une valeur de θ.

droite BE, et il rend compte de l’augmentation ou la diminution de la distance B-C (valeur
δ, exprimée en Ångström) entre les partenaires du complexe. Pour cela, nous calculons
dans un premier temps les composantes du nouveau vecteur

−−→
BE ainsi que sa norme ‖

−−→
BE‖,

nous ajoutons ensuite à ‖
−−→
BE‖ la valeur δ pour obtenir la norme du nouveau vecteur

−−→
BF

et faisons le ratio ‖
−−→
BF‖
‖
−−→
BE‖

qui rend compte de la modification de la distance. Nous calculons

alors les composantes du vecteur
−−→
BF par la relation suivante :

−−→
BF

 x

y

z

 =
‖
−−→
BF‖
‖
−−→
BE‖

×
−−→
BE

 x

y

z

 (8)

Nous calculons enfin les nouvelles coordonnées 3D du point F grâce aux composantes
du vecteur

−−→
BF et aux coordonnées du point B :

F

 x

y

z

 =
−−→
BF

 x

y

z

+B

 x

y

z

 (9)

Nous modifions ensuite les coordonnées de l’atome ”en transition“ pour le placer au
milieu du vecteur

−−→
BF et ainsi faciliter le calcul de l’état de transition.

Nous modifions enfin la position de tous les autres atomes devant changer de coor-
données avec l’atome C (devenu E puis F). Ces atomes sont identifiés par leur numéros
d’atome qui sont spécifiés en argument du programme (point 3). Pour cela nous calculons
dans un premier temps la matrice de rotation de l’angle γ, qui sera utilisée pour modifier
l’angle dièdre ”A-B-F-D“.
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Figure 18 – Illustration du mouvement de translation de l’atome E. Les coordonnées 3D de l’atome F
(bleu) sont le résultat de la translation d’une valeur δ de l’atome E (noir) suivant la droite (BE).

Nous appliquons la même méthode de calcul de la matrice de rotation que précédement
mais dans ce cas l’angle est γ et correspond à la modification de l’angle dièdre. Le vecteur
autour duquel les atomes vont tourner est égal au vecteur normalisé ~v =

−−→
BF

‖
−−→
BF‖

.

R(γ) =

(
v2x+(1−u2x) cos(γ) vxvy(1−cos(γ))−vz sin(γ) vxvz(1−cos(γ))+vy sin(γ)

vxvy(1−cos(γ))+vz sin(γ) v2y+(1−v2y) cos(γ) vyvz(1−cos(γ))−vx sin(γ)

vxvz(1−cos(γ))−vy sin(γ) vyvz(1−cos(γ))+vx sin(γ) v2z+(1−v2z) cos(γ)

)
(10)

Ensuite pour chaque atome i devant se déplacer en suivant l’atome D nous calculons le
vecteur

−→
Bi :

−→
Bi =

 xi − xB
yi − yB
zi − zB

 (11)

Puis nous appliquons la formule pour changer d’angle θ :

i1

 x

y

z

 = R(θ)×
−→
Bi

 x

y

z

+B

 x

y

z

 (12)

Nous modifions ensuite la position en ajoutant le mouvement de translation du vecteur
−→
EF :

i2

 x

y

z

 = i1

 x

y

z

+
−→
EF

 x

y

z

 (13)

Et enfin nous calculons les coordonnées finales en appliquant le mouvement autour de
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l’angle dièdre avec la valeur γ :

ifinal

 x

y

z

 = R(γ)×
−→
F i2

 x

y

z

+ F

 x

y

z

 (14)

Une fois que les coordonnées de tous les atomes devant se déplacer sont connus, nous
formattons le fichier de sortie dans le format du fichier fourni en argument (mol2 ou com).
Nous avons également introduit les contraintes lors de cette étape, pour que l’état de
transition final respecte les paramètres définis par le script et que notre surface d’éner-
gie potentielle soit régulière. Aux 3 paramètres - distance (B-C), angle (A-B-C) et angle
dièdre (A-B-C-D) - nous avons rajouté l’angle complèmentaire (B-C-D), pour éviter des
mouvements d’ouverture. Tous ces paramètres ont été fixés (”frozen“ dans Gaussian09),
pour conserver aux mieux la nouvelle conformation 3D issue de notre script.
Ces nouvelles conformations sont alors classées dans des dossiers en fonction du mouvement
de l’angle et de l’angle dièdre.

Figure 19 – Illustration du mouvement de rotation selon l’angle dièdre de l’atome D. L’atome D (cyan)
est le résultat de la rotation de l’angle dièdre d’une valeur de γ de l’atome D (noir). Les coordonnées 3D
de départ de l’atome D (noir) ont été préalablement modifiées pour suivre l’atome C dans sa rotation (C
vers E, Figure 17) et dans sa translation (E vers F, Figure 18).
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(a) (b)

Figure 20 – États de transition initiaux impliquant les deux partenaires simplifiés du complexe. (a) Face
Si du groupe prosthétique et du nicotinamide. (b) Face Re du groupe prosthétique et du nicotinamide.

Difficultés Les principaux problèmes que nous avons rencontré sont dûs au choix de
l’utilisation exclusive de Gaussian09 pour évaluer l’énergie de nos complexes. En effet,
dans un premier temps nous avons du effectuer de nombreux tests pour trouver les bonnes
contraintes à appliquer pour que les deux partenaires du complexe ne se séparent pas pen-
dant l’optimisation. Sans contraintes, les deux partenaires se repoussaient et l’optimisation
lorsqu’elle convergeait ne conduisait pas à l’état de transition correct. Nous avons tenté
de contraindre notre système en fixant quatre distances remarquables de notre complexe,
entre les quatre carbones du cycle pyrazine (central) du groupe prosthétique et les quatre
carbones “correspondants” du cycle nicotinamide (Figure 16). Ces huit carbones sont “cor-
respondants” car lorsque l’angle dièdre considéré a une valeur d’environ 0◦, ces atomes sont
superposés deux à deux. Dans un premier temps, les résultats n’ont pas été concluants. En
effet lorsque les contraintes appliquées étaient directes entre les atomes correspondant dans
les cycles (C14 avec C41, C5 avec C42, C12 avec C39, et C7 avec C38 ) un mouvement
de balancier entre les partenaires était toujours possible et a été constaté, les contraintes
n’étant pas assez fortes. Mais à l’inverse, lorque nous avons croisé ces contraintes pour
empêcher ce mouvement de balancier (C14 avec C42, C5 avec C41, C12 avec C38, et C7
avec C39 ), les partenaires n’ont alors plus bougé. Ces contraintes trop fortes ont empé-
ché l’éloignement des deux partenaires mais également d’obtenir l’état de transition. Nous
avons constaté que de jouer sur les contraintes ne nous permettait pas d’obtenir l’état de
transition voulu.

Finalement, l’état de transition correct a été obtenu sans utiliser de contraintes, mais
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empiriquement par un jeu d’essais-erreurs. Nous avons donc choisi de modifier légèrement la
conformation du complexe, pour cela nous avons changé légèrement la valeur de l’angle di-
èdre considéré (N13 -N6 -C43 -N40 ) et déplacer l’atome d’hydrogène (H31 ) à égale distance
des deux atomes réactifs (N6 et C43 ), de modifier le type de liaison entre le nicotinamide
réduit et l’hydrogène en pseudo-liaison (passant d’une valeur de 1 à une valeur de 0.5 dans
le fichier d’initialisation du calcul de Gaussian09 de type com), et d’ajouter une pseudo-
liaison entre l’hydrogène et l’azote réactif du cycle central pyrazine de la lumiflavine.
Nous avons constaté que l’état de transition ne convergeait pas lorsque :

– les groupements méthyles étaient trop proches (valeur de l’angle dièdre environ 0◦ et
entre 60◦ et 95◦) ;

– l’amide primaire du nicotinamide se trouvait au dessus du groupement cétone du
cycle pyrimidine (valeur de l’angle dièdre environ de -140◦ à -180◦).

À partir de cet état de transition correct, les énergies des états de transition voisins ont
pu être calculées. Dans un premier temps nous avons voulu lancer ces recherches avec
la fonction de scan automatique implémentée dans Gaussian09 (”Redundant Coordinate
Editor “). Cependant, deux problèmes nous ont empéché de le faire :

1. la fonction de scan automatique de Gaussian09 n’accepte que de faire des évaluations
énergétiques ponctuelles, et ne permet pas de faire des calculs d’état de transition ;

2. les résultats de ce scan automatique se présentent sous la forme d’un graphique en
deux dimensions donnant l’énergie calculée en fonction du numéro de la pose, l’ordre
étant bien défini (incrémentation des paramètres un par un) et les coordonnées des
différents complexes intermédiaires n’étant pas disponibles.

Or dans notre méthode, il nous était impératif de récupérer les coordonnées 3D de chaque
complexe résultant en plus de son énergie. Le script précedent a donc dû être développé
pour créer à la volée des fichiers contenant des structures 3D initiales de notre complexe,
qui ont permis ensuite le calcul de la surface d’énergie potentielle.

Ces 300 structures ont servi de complexe de départ pour calculer - sous contraintes,
pour conserver les triplets de valeur de distance/angle/angle dièdre - les états de transition
et les fréquences avec la méthode Hartree-Fock et la base 6-31+G(d,p). Une fois ces 300
états de transition obtenus pour chaque face, nous avons cherché à obtenir - toujours sous
les mêmes contraintes - les conformations des produits et des réactifs correspondant à
chaque état de transition.

Pour ce faire nous avons développé un second script qui permet, à partir du fichier log
contenant le résultat du calcul d’un état de transition par Gaussian09, de créer 2 structures,
une pour les produits et une pour les réactifs. Ce script nécessite plusieurs arguments :

1. les numéros des atomes réactifs (A et B) dans le fichier com de départ, et donc dans
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le fichier de résultat log ;

2. le numéro d’atome de l’atome (C) “en transition” dans le même fichier ;

3. un fichier contenant la “tête” et la “queue”, des fichiers com à obtenir. Dans la “tête”
se trouvent toutes les informations relatives au lancement du calcul par Gaussian09,
le nom du calcul, le nombre de processeurs et la quantité de mémoire à utiliser,
l’emplacement du fichier temporaire et surtout les options de calcul. Dans la “queue”
se trouvent la connectivité entre les atomes ainsi que les contraintes à appliquer.
L’ensemble de ces informations ne change pas par rapport au fichier initial com.

Dans un premier temps, ce script va convertir, grâce au logiciel de conversion OpenBabel
[115], le fichier résultat log en deux fichiers com identiques. Ces fichiers d’initialisation de
calcul com sont ensuite ouverts et lus pour identifier et extraire les coordonnées 3D des
atomes réactifs ainsi que de l’atome “en transition”. Nous calculons ensuite le vecteur entre
les deux atomes réactifs

−→
AB et nous modifions les coordonnées du point C en C ′ et C ′′

respectivement pour les réactifs et les produits tel que :

C ′

 x

y

z

 = A

 x

y

z

+
−→
AB

 x

y

z

× 3

10
(15)

C ′′

 x

y

z

 = A

 x

y

z

+
−→
AB

 x

y

z

× 7

10
(16)

Ces deux structures représentent le complexe des réactifs et celui des produits. En
effet, dans le premier cas l’atome d’hydrogène H31 se rapprochera de l’atome d’azote N6
du FMN à 3

10
de la distance totale entre les atomes réactifs. Dans le second cas, l’atome

d’hydrogène H31 sera positionné à 7
10

de la distance totale entre les atomes réactifs en
partant de l’atome d’azote N6 du FMN, ce qui revient à le positionner à 3

10
de l’atome de

carbone C43 réactif du cycle nicotinamide. Ces déplacements de l’atome d’hydrogène H31
ont pour objectif de favoriser la création d’une liaison avec l’atome lourd correspondant,
et ainsi de former le complexe soit des réactifs, soit des produits. Les deux calculs ont
ensuite consisté en une optimisation de géométrie et un calcul de fréquences avec la
méthode Hartree-Fock et la base 6-31+G(d,p). Les contraintes sur l’angle, l’angle dièdre
et la distance ont été conservées. L’ensemble des 300 états de transition pour chaque face
à été traité par ce script, pour obtenir 300 structures initales com de complexe de réactifs
et 300 de produits. Ces structures nous ont servi de point de départ pour créer les surfaces
d’énergie potentielle des réactifs et des produits.
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Une fois les structures obtenues, et le premier passage des calculs des 300 produits et
des 300 réactifs terminés, certaines conformations ne se sont pas terminées correctement
et ont du être relancées (Figures 21, 22 et 23). Ces résultats incorrects peuvent s’expliquer
de plusieurs façons, dans leur ordre d’occurrence :

– des erreurs de Gaussian09 (“Operation on file out of range”), où le programme cherche
une information dans le fichier temporaire chk mais que celle-ci n’y est pas. Cette
erreur semble aléatoire et peut également être dûe à un manque d’espace disque ;

– lorsque le calcul n’arrive pas à converger, le nombre des pas de calcul par défaut a été
dépassé (“Number of steps exceeded ”). Cette erreur peut s’expliquer si la structure
est tombée dans “un puits” et du fait des contraintes, le programme n’arrive pas à
en sortir ;

– lorsque les contraintes sont trop fortes et qu’aucune structure pour le nouveau pas
n’est possible avec les contraintes spécifiées (“New curvilinear step not converged ”) ;

– lorsque par hasard des contraintes et des pas, quatre atomes d’un angle dièdre
s’alignent (“Linear angle in Tors”) ;

– lorsque par hasard des contraintes et des pas, trois atomes forment un angle de
180◦, dans plusieurs structures des atomes se sont alignés pour former un angle à
exactement 180◦, ce qui induit une erreur dans Gaussian09 (“Bend failed for angle A
- B - C “ et “FormBX had a problem”) ;

– et enfin, plus rarement, des erreurs de matériel où le calcul est arrêté en plein milieu
d’une opération.

Pour résoudre ces erreurs, nous avons tenté de modifier la finesse des critères de convergence
de Gaussian09, en spécifiant l’option “Opt=Tight” et également son niveau encore plus fin
avec “Opt=VeryTight”. Ces deux options sont censées augmenter la finesse des seuils des
forces et des pas utilisés à l’approche de la convergence du calcul d’optimisation de la
structure. Elles augmentent le nombre de pas en diminuant leur amplitude. Nous avons
également combiné ces options avec l’affinement de la grille d’intégration à travers l’option
“Int=UltraFine”. Cependant, aucune de ces options ou de leurs combinaisons n’ont permi
de faire converger les structures de test que nous avons utilisées. Nous avons donc opté
pour une autre solution, et comme nous ne pouvions pas changer les conformations comme
lors de la recherche de l’état de transition, nous avons tenté une approche itérative :
pour les calculs qui n’ont pas réussis à une étape n, nous avons créé des nouveaux états
initiaux à partir des voisins directs qui ont convergé à cette même étape n. Par exemple,
si l’optimisation du produit ayant la conformation suivante n’a pas convergé :

– Angle : -10◦

– Angle Dièdre : +60◦

– Distance : inchangée
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et que celle avec la conformation suivante a convergé correctement :
– Angle : -10◦

– Angle Dièdre : +90◦

– Distance : inchangée
Ces deux structures n’étant différentes que par un pas sur l’angle dièdre, nous sommes
partis du résultat du calcul de Gaussian09 log de la deuxième optimisation, pour créer le
nouveau point de départ de l’optimisation du premier produit en diminuant l’angle dièdre
de 30◦ et en réenregistrant la structure en tant que fichier d’initialisation com du calcul de
Gaussian09.

Nous avons décidé d’utiliser cette méthode de modification des résultats des voisins
proches pour créer des nouveaux points de départ pour les mauvais résultats car en partant
d’une structure optimisée correctement et en la modifiant nous nous approchons beaucoup
plus du point de convergence que lorsque nous partions du résultat de l’état de transition
modifié par le rapprochement de l’atome d’hydrogène H31 de l’un ou l’autre des parte-
naires. En effet lorsque nous utilisons le résultat d’un voisin proche, l’atome d’hydrogène
H31 est déjà fixé à son atome lourd, ce qui évite autant d’étapes de calcul à Gaussian09.

Cette procédure itérative nécessite un certains nombre d’étapes successives pour com-
pléter la surface de proche en proche et malheureusement elle ne permet pas de compléter
les surfaces d’énergie potentielle en totalité. La plupart des erreurs qui persistent au cin-
quième passage sont des conformations extrêmes, qui se trouvent dans les coins de la
surface, avec moins de voisins directs disponibles. Par exemple pour la conformation sui-
vante, les valeurs d’angle et de distance sont sur des bornes inférieures et n’ont donc qu’un
seul voisin disponible, en ajoutant un pas :

– Angle : -20◦

– Angle Dièdre +150◦

– Distance -0.4 Å
Cette méthode est efficace pour compléter la surface, mais étant itérative, elle nécessite
d’attendre qu’un passage soit complètement terminé pour pouvoir relancer le suivant. Nous
avons développé un script qui nous permet automatiquement de créer les nouveaux fichiers
à partir des voisins directs. Les étapes de celui-ci sont de :

– lire les fichiers résultats,
– de trouver un voisin proche ayant convergé dans le cas où le resultat en question n’a

pas convergé,
– de convertir la structure résultat log en structure d’initialisation com,
– de modifier cette structure pour correspondre à la structure de notre mauvais résultat,
– de conserver une trace de la structure résultat utilisée en tant que source afin de ne

pas la réutiliser si jamais le calcul venait à ne pas converger une seconde fois.
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Figure 21 – Représentation des étapes successives nécessaires pour obtenir les surfaces d’énergie poten-
tielle des réactifs et des produits du complexe entre les faces Si des parties réactives du groupe prosthétique
FMN et du ligand NAD. Les cases à l’extrême gauche (1) correspondent aux 300 structures de départ issues
de notre script de préparation automatique des résultats de calcul des états de transition. La première
étape de calcul (2) est une optimisation de la structure avec un calcul de fréquences avec la méthode
Hartree-Fock et la base 6-31+G(d,p). Les résultats de ce premier calcul sont soit corrects (3) soit incor-
rects (4). Les résultats incorrects (4) sont relancés (5) à partir de nouvelles structures de départ issues
d’une structure résultat d’un de leurs voisins directs ayant correctement convergé (3). Les paramètres des
calculs suivants (5), (8), (11), et (14) sont identiques à ceux du calcul initial (2). On applique ensuite la
même méthode itérativement aux résultats incorrects suivant (7) et (10). Les résultats (15) sont considérés
comme ne pouvant pas être calculés car l’ensemble des voisins proches a été testé comme structures de dé-
part sans succès. Ces structures ont souvent des valeurs d’angle, d’angle dièdre et/ou de distance extrêmes,
réduisant les voisins proches disponibles. Les cases avec des signes (4b) et (7b) contiennent des structures
sans voisins proches disponibles à une étape (les 3 structures de l’étape 4b), mais qui en possèdent à l’étape
suivante (les mêmes 3 structures de l’étape 7b), les calculs sur ces structures sont donc relancés à l’étape
suivante.
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Figure 22 – Représentation des étapes successives nécessaires pour obtenir les surfaces d’énergie poten-
tielle des réactifs et des produits du complexe entre les faces Re des parties réactives du groupe prosthétique
FMN et du ligand NAD. Les cases à l’extrême gauche (1) correspondent aux 300 structures de départ issues
de notre script de préparation automatique des résultats de calcul des états de transition. La première
étape de calcul (2) est une optimisation de la structure avec un calcul de fréquences avec la méthode
Hartree-Fock et la base 6-31+G(d,p). Les résultats de ce premier calcul sont soit corrects (3) soit incor-
rects (4). Les résultats incorrects (4) sont relancés (5) à partir de nouvelles structures de départ issues
d’une structure résultat d’un de leurs voisins directs ayant correctement convergé (3). Les paramètres des
calculs suivants (5), (8), (11), et (14) sont identiques à ceux du calcul initial (2). On applique ensuite la
même méthode itérativement aux résultats incorrects suivant (7) et (10). Les résultats (15) sont considérés
comme ne pouvant pas être calculés car l’ensemble des voisins proches a été testé comme structures de dé-
part sans succès. Ces structures ont souvent des valeurs d’angle, d’angle dièdre et/ou de distance extrêmes,
réduisant les voisins proches disponibles. Les cases avec des signes (4a),(7b), et (4b),(7b) contiennent des
structures sans voisins proches disponibles à une étape, mais qui en possèdent à l’étape suivante, les calculs
sur ces structures sont donc relancés à l’étape suivante.
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Figure 23 – Représentation des étapes successives nécessaires pour obtenir les surfaces d’énergie poten-
tielle des réactifs et des produits du complexe entre la face Si de la partie réactive du groupe prosthétique
FMN et la face Re de celle du ligand NAD. Les cases à l’extrême gauche (1) correspondent aux 300
structures de départ issues de notre script de préparation automatique des résultats de calcul des états de
transition. La première étape de calcul (2) est une optimisation de la structure avec un calcul de fréquences
avec la méthode Hartree-Fock et la base 6-31+G(d,p). Les résultats de ce premier calcul sont soit corrects
(3) soit incorrects (4),(4b). Les résultats incorrects (4) sont relancés (5) à partir de nouvelles structures
de départ issues d’une structure résultat d’un de leurs voisins directs ayant correctement convergé (3), de
même pour les incorrects (4b) à partir des résultats corrects (3b). Les paramètres des calculs suivants (5),
(8), (11), et (14) sont identiques à ceux du calcul initial (2). On applique ensuite la même méthode itérati-
vement aux résultats incorrects suivants. Les deux dernières structures (13) calculées à l’étape (14) n’ont
pas convergé et vont donc rejoindre les 6 autres structures n’ayant plus de voisins desquels partir en (15).
Ces structures sont considérées comme ne pouvant plus être calculées car l’ensemble des voisins proches a
été testé comme structures de départ sans succès. Ces structures ont souvent des valeurs d’angle, d’angle
dièdre et/ou de distance extrêmes, réduisant les voisins proches disponibles. L’ensemble des cases avec des
signes contient des structures sans voisins proches disponibles à une étape qui sont temporairement mis
en attente (les signes négatifs), mais qui en possèdent à l’étape suivante, les calculs sur ces structures sont
donc relancés à l’étape suivante (les signes positifs). Dans le cas des produits, sur les 6 derniers calculs de
l’étape (13b), 3 ont correctement convergé et se retrouvent dans une case verte (15) correspondant aux
résultats corrects.
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3 Résultats

3.1 Cas d’étude - Nitroréductase NfrA1

Le problème que nous cherchons à résoudre est l’introduction d’une partie de la réac-
tion enzymatique dans les résultats de docking dans un site actif comprenant un groupe
prosthétique catalysant la réaction. En effet, les méthodes de docking traditionnelles ne
permettent pas de prendre en compte la réaction enzymatique catalysée. Après avoir effec-
tué un docking grâce à GOLD v5.2.2 avec les paramètres par défaut auxquels nous avons
ajouté une contrainte de distance entre les atomes réactifs N6 et C43 comprise entre 3.0
et 3.25 Å avec une constante élastique de 5.0, nous constatons que la meilleure position
obtenue n’est pas compatible avec la réaction enzymatique (Figure 24). En effet, aucun
des deux atomes d’hydrogène H58 et H59 présents sur l’atome réactif NADH n’est dans
une position permettant son transfert vers l’atome d’azote réactif du FMN. L’empilement
des cycles nicotinamide et isoalloxazine n’est pas non plus présent. Les deux plans passant
ces cycles sont pratiquement perpendiculaires.

Figure 24 – La meilleure conformation obtenue par le docking (en utilisant le logiciel GOLD) du NADH
dans le site actif de NfrA1 contenant le FMN.

Nous avons également superposé un des états de transition obtenu précédemment (voir
ci-dessus) dans le site actif de NfrA1 (Figure 25). Nous constatons que dans ce cas la
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réaction de transfert de l’atome d’hydrogène (H31 ) entre les deux partenaires (N6 et C43 )
est possible, le plan passant par le tricycle du FMN étant assez parallèle avec le plan
passant par le cycle nicotinamide pour qu’un des hydrogènes du carbone C43 soit assez
proche de l’axe entre les atomes réactifs.

Figure 25 – Positionnement du cycle nicotinamide (partie réactive du NADH) obtenu par la superpo-
sition du système isoalloxazine (partie réactive du FMN) de l’état de transition du complexe sur le FMN
du site actif de NfrA1.

On peut donc constater que dans le cas des enzymes à groupes prosthétiques, une partie
importante des interactions réalisées par un ligand dans le site actif se font avec le groupe
prosthétique car il est responsable de la catalyse de la réaction. Or les seules interactions
électrostatiques et stériques classiques ne sont pas suffisantes pour orienter le ligand dans
une position permettant effectivement cette catalyse. La position la plus favorable issue
d’un docking traditionnel ne sera donc pas forcément dans une orientation permettant la
catalyse.

3.2 Calcul des surfaces d’énergie potentielle

Après avoir calculé l’ensemble des 300 points de chaque surface de chaque complexe
(pour les états de transition, les réactifs et les produits) nous avons pu créer les sur-
faces d’énergie pontentielle regroupant l’énergie relative de chaque complexe par rapport



58 3. RÉSULTATS

à l’énergie minimale de la surface. Nous pouvons voir les surfaces d’énergie potentielle
de l’interaction entre les faces Si des partenaires du complexe, la figure 26 représentant
la surface d’énergie potentielle des états de transition, la figure 30 celle des réactifs cor-
respondants, et la figure 31 celle des produits. Nous pouvons également voir les surfaces
d’énergie potentielle de l’interaction entre les faces Re des partenaires du complexe, la
figure 27 représentant la surface d’énergie potentielle des états de transition, la figure 35
celle des réactifs correspondants, et la figure 34 celle des produits.

Chaque surface est en réalité une surface à quatre dimensions, où l’énergie du complexe
est exprimée en fonction des trois paramètres que sont le changement des valeurs d’angle,
d’angle dièdre et de distance par rapport à l’état de transition initial. Dans un souci de
clareté, nous avons choisi une représentation en surface 3D, où l’énergie de chaque point ne
dépend que de la variation d’angle et d’angle dièdre avec une variation de distance égale
pour chaque point d’une même surface. Nous avons donc 5 surfaces 3D, une pour chaque
variation de distance, représentant la valeur relative d’énergie de l’état de transition/des
réactifs/des produits du complexe en fonction des variations d’angle et d’angle dièdre.

Les produits correspondent à la fixation de l’atome d’hydrogène sur l’atome d’azote
réactif du cycle lumiflavine, la première étape de la réduction du groupe prosthétique. Les
réactifs, quant à eux, correspondent à la fixation de l’atome d’hydrogène sur l’atome de
carbone réactif du cycle nicotinamide, c’est-à-dire la première étape de la réduction du
NAD+.

3.2.1 Surfaces des états de transition

Dans un premier temps, nous avons obtenu les surfaces d’énergie potentielle des états
de transition entre les faces Si de la lumiflavine et du nicotinamide (Figure 26) et celles
de son énantiomère entre les faces Re des deux partenaires (Figure 27).

Nous constatons que toutes les surfaces de l’une sont diamétralement opposées à
celles de l’autre, ce qui est logique au vu de la relation d’énantiomérie entre les deux
structures de départ. L’état de transition initial du complexe représentant les interactions
au niveau des faces Re des deux partenaires est l’énantiomère de l’état de transition initial
du complexe entre les faces Si. Cet énantiomère a été obtenu en inversant l’ensemble des
signes des coordonnées des atomes composant la structure de l’état de transition initial.

Nous pouvons constater que dans l’ensemble, les surfaces sont cohérentes. Dans les deux
cas, l’état de transition ayant l’énergie minimale se trouve dans le troisième graphique de
la surface, ce qui correspondant a une distance identique (2,60 Å) avec l’état de transition
initialement calculé par Gaussian09 sans contraintes. Il se trouve également sur la ligne
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correspondant à l’angle de l’état de transition initial (108.39◦). Cependant, dans les deux
cas, la valeur de l’angle dièdre a changé et n’est plus de -130.26◦.
Dans le cas du complexe entre les faces Si, nous retrouvons une valeur de -10.26◦ qui est la
conformation ayant subi une augmentation de 120◦ de l’angle dièdre. Et qui est exactement
la valeur du tout premier état de transition obtenu d’après les résultats de docking, avant
que critère de parallélisme soit pris en compte et que l’état de transition avec la valeur
d’angle dièdre de -130.26◦ soit choisi.
Dans le cas du complexe entre les faces Re, nous retrouvons une valeur de 10.26◦ qui est
la conformation ayant subi une diminution de 120◦ de l’angle dièdre. Ce complexe étant
l’énantiomère du précédent, les mêmes causes entrainent les mêmes conséquences avec des
signes inversés. Il est intéressant de noter que lors de la recherche préliminaire du complexe
de référence pour ce complexe avec les interactions entre les faces Re (qui ne sera pas utilisé
du fait de l’utilisation de l’énantiomère), les deux états de transition ayant les plus petites
énergies avaient des valeurs de distances (2.63 Å et 2.62 Å), d’angles (102.43◦ et 104.52◦)
et d’angles dièdres (17.08◦ et 7.08◦) très proches des valeurs de notre énantiomère qui a été
utilisé avec des valeurs respectivement de 2.60 Å, 108.39◦, et 10.26◦. Ces faibles différences
valident notre méthode d’utilisation de l’énantiomère.

Nous pouvons également constater que plus la distance entre les atomes réactifs aug-
mente, plus la surface monte en énergie et s’applatit, ce qui signifie que globalement les
énergies des états de transition augmentent et que les différences entre elles s’amenuisent.
On peut donc en conclure que la modification de la distance entre les atomes réactifs,
augmente l’énergie du complexe mais diminue également l’influence des autres critères que
sont la variation d’angle et d’angle dièdre.

Les “trous” dans les surfaces 3D sont des résultats de calculs qui soit n’ont pas convergé,
soit ne sont pas des états de transition corrects. Ce dernier cas se retrouve exclusivement
lorsqu’on diminue la distance entre les atomes réactifs. En effet, plus cette distance diminue
plus l’atome d’hydrogène H31 a tendance à former une liaison avec l’un ou l’autre des
atomes lourds. Ces structures résultantes ne sont pas des états de transition mais sont
des structures de complexe entre les réactifs ou les produits, et par conséquent ont une
énergie largement plus faible que celle de l’état de transition initiale. Elles sont facilement
repérables car elles ont des valeurs énergétiques abérrantes par rapport aux autres et elles
sont éliminées de notre surface d’énergie potentielle regroupant les états de transition du
complexe. Ces résultats incorrects sont les conséquences de contraintes trop fortes et trop
restrictives appliquées à nos états de transition. En effet, ces conformations ont en commun
des valeurs de contraintes extrêmes sur la distance et sur l’angle. Lorsque l’on augmente la
distance ou l’angle d’un pas, les états de transition se forment généralement sans problèmes.

Ces “trous” dans la surface n’auront pas d’influence sur la suite de la procédure de
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docking, ils seront comblés par une valeur énergétique supérieure aux plus hautes valeurs
de la surface globale (4D). En effet, si le calcul ne converge pas, nous pouvons en déduire
que les contraintes appliquées sont en désaccord avec le mécanisme de réaction, et donc
que la structure du complexe n’est pas appropriée dans le cas de notre réaction. Augmenter
artificiellement la valeur énergétique de cette conformation non convergée et défavoriser
ainsi son apparition lors du docking est donc tout à fait logique.

Figure 26 – Les 5 surfaces d’énergie potentielle des états de transition des complexes ayant une
interaction entre les faces Si de la lumiflavine et du nicotinamide. Ces surfaces représentent l’énergie des
états de transition en fonction de la distance, de l’angle et de l’angle dièdre. Elles sont ordonnées en
fonction de la distance, de la plus proche à la plus éloignée.

Sur l’ensemble de nos surfaces 3D correspondant aux valeurs énergétiques du complexe
entre les faces Si (Figure 26), nous pouvons voir une “vague” qui correspond à une aug-
mentation de l’énergie des complexes lorsque la valeur de l’angle dièdre est comprise entre
-190◦ et -220◦. Cette augmentation globale des valeurs d’énergie s’explique par la confor-
mation du complexe. En effet lorsque les deux partenaires ont un angle dièdre compris
entre -190◦ et -220◦, le groupement amide primaire du nicotinamide se trouve au dessus du
groupement cétone du cycle pyrimidine du FMN. On observe alors un déplacement d’un
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des atomes d’hydrogène de l’azote de l’amide primaire, qui sort du plan et se rapproche de
l’atome d’oxygène du groupement cétone. Ce mouvement parasite n’est pas une étape de
la réaction d’oxydoréduction entre les deux partenaires de notre complexe, et induit une
augmentation de l’énergie de notre complexe. Ce mouvement est rendu possible à cause
de l’imposition des contraintes sur le complexe. Naturellement, ce déplacement parasite ne
doit pas se faire, ces conformations ne sont pas optimales pour notre réaction de transfert de
l’hydrogène H31 entre les deux partenaires. Ce caractère “non optimal” est mis en lumière
par l’augmentation de l’énergie des états de transition correspondant à ces conformations.

On remarque également que les valeurs d’énergie augmentent aux extrémités des valeurs
d’angle. Cette augmentation d’énergie peut être expliquée par la modification de deux
critères : celui de parallélisme entre le plan du tricycle du FMN et le plan du cycle du
nicotinamide et celui de la distance entre les partenaires du complexes. Lorsque l’on diminue
la valeur d’angle, les plans se parallélisent presque parfaitement mais les deux partenaires
se rapprochent ce qui augmente l’énergie globale du complexe. Et inversement lorsque l’on
augmente la valeur de l’angle, les deux partenaires s’éloignent (ce qui diminue l’énergie du
complexe) mais en même temps, les plans ne sont plus du tout parallèles ce qui défavorise la
réaction de transfert de l’hydrogène H31 entre les partenaires et donc augmente l’énergie
des complexes correspondants. La valeur d’angle de 108.39◦ de notre état de transition
ayant l’énergie minimale est un point d’équilibre entre ces deux critères. L’influence de
l’angle sur l’énergie totale du complexe est moins importante lorsque les deux partenaires
ne sont pas superposés. Cependant pour qu’ils ne soient pas l’un sur l’autre, l’angle dièdre
doit être compris entre -190◦ et -220◦, ce qui correspond aux conformations avec des fortes
énergies du fait du rappochement du groupe amide primaire et du groupe cétone.

Sur les figures représentant les cinq composantes des surfaces d’énergie potentielle des
états de transition des faces opposées de la lumiflavine et du nicotinamide, respective-
ment Si, Re (Figure 28), nous pouvons observer des surfaces globalement beaucoup plus
planes que dans le cas où les faces des partenaires sont identiques. Ceci s’explique par les
conformations des complexes.

Pour les composantes de la surface d’énergie potentielle correspondant à l’interaction
entre la face Si du groupe prosthétique et la face Re du ligand (Figure 28), l’exploration
autour de l’état de transition initial (angle : 102.62◦, angle dièdre : -19.85◦, et distance
2.61 Å) confirme que celui-ci était bien l’état de transition ayant l’énergie minimale. Nous
constatons des hausses d’énergie lorsque l’on fait varier l’angle dièdre sur deux plages
entre 40.15◦ et 130.15◦ puis entre -199.85◦ et -139.85◦. L’angle dièdre étant exploré sur
l’intégralité de ses 360◦, le pas à -199.85◦ est en réalité le pas à 160.15◦(−199.85◦+ 360◦ =

160.15◦). Il n’existe donc qu’une seule plage de valeurs de l’angle dièdre qui augmente
l’énergie globale des états de transition entre 40.15◦ et 220.15◦ (qui est égal à -139.15◦
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Figure 27 – Les 5 surfaces d’énergie potentielle des états de transition des complexes ayant une
interaction entre les faces Re de la lumiflavine et du nicotinamide.

sur le graphique). Ces valeurs d’angle dièdre correspondent aux conformations où les deux
partenaires sont superposés. Considérons la face Si du FMN pointant vers le haut, le
nicotinamide tourne dans le sens anti-horaire en passant intégralement au dessus du FMN.
Les contraintes empêchent les deux partenaires de s’éloigner, l’énergie est donc forcement
plus importante lorsque les deux partenaires sont superposés.

Nous avons observé dans les résultats des calculs de nos états de transition que certains
possédaient plusieurs fréquences négatives, ce qui peut signifier que l’état de transition final
n’est pas un véritable état de transition, et qu’il en existe d’autres possibles. Cependant
pour chaque cas, la première fréquence négative de notre état de transition modélisant le
passage de l’hydrogène H31 d’un atome lourd à l’autre était comprise entre -2200 et -3500,
alors que la seconde fréquence négative modélisant soit un mouvement autour de l’angle
dièdre (malgrès les contraintes) soit une rotation des hydrogènes de l’un des méthyles était
comprise entre -10 et -50. Ces faibles fréquences négatives ont été négligées et seules les très
basses fréquences correspondant à la modélisation du déplacement de l’atome d’hydrogène
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Figure 28 – Les 5 surfaces d’énergie potentielle des états de transition des complexes ayant une
interaction entre la face Si de la lumiflavine et la face Re du nicotinamide.

ont été conservées. La solution couramment utilisée pour éliminer les fréquences négatives
non voulues lors d’un calcul d’un état de transition est de faire manuellement le travail
de Gaussian09, c’est-à-dire dans un premier temps d’observer les différentes fréquences
négatives, d’identifier celle qui correspond au résultat voulu, puis de modifier légèrement
la conformation dans le sens de la fréquence recherchée, puis de relancer le calcul avec la
nouvelle conformation. Mais nous n’avons pas pu appliquer cette méthode, car dans notre
cas les contraintes ne pouvaient pas être modifiées sans altérer la régularité de notre surface
d’énergie potentielle.

3.2.2 Coordonnées de la réaction

Avant de détailler les composantes des surfaces d’énergie potentielle des produits et des
réactifs, nous avons fait un schéma (Figure 29) regroupant les coordonnées de réaction d’une
conformation dont les calculs des trois complexes (réactifs, état de transition et produits)
ont convergé. Cette conformation est le point minimal de la surface d’énergie potentielle



64 3. RÉSULTATS

de l’état de transition du complexe où les interactions se font entre les faces Si des deux
partenaires, avec comme valeurs d’angle, d’angle dièdre et de distance respectivement de
108.39◦, -10.26◦ et 2.60 Å. Ce schéma est représentatif de l’ensemble des transitions des
réactifs vers l’état de transition puis vers les produits. La barrière d’activation semble
élevée à première vue, mais il ne faut pas oublier que ce complexe est modélisé dans le
vide, en absence de protéine. La présence de la protéine probablement fera baisser très
sensiblement cette barrière d’activation.

Figure 29 – Coordonnées de réaction, schéma représentant l’énergie des complexes d’une même confor-
mation en fonction de leur état (réactifs, état de transition ou produits). La conformation représentée est
la conformation ayant l’état de transition avec l’énergie minimale pour des interactions entre les faces Si
des partenaires.
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Figure 30 – Les 5 composantes de la surface d’énergie potentielle des réactifs représentant l’interaction
entre les faces Si de la lumiflavine et du nicotinamide. Ces surfaces représentent l’énergie des complexes
en fonction de la distance, de l’angle et de l’angle dièdre. Elles sont ordonnées en fonction de la distance,
de la plus proche à la plus éloignée.

3.3 Processus de docking

Dans cette section sera présenté en détail le processus de docking de la méthode Prosth-
Dock (Figure 36). Dans un premier temps, la structure de chaque ligand est analysée par
un script tcl (CACTVS) et la réaction possible d’interaction avec le groupe prosthétique de
la protéine à étudier est déterminée. Le complexe de référence utilisé pour modéliser cette
réaction correspondante est recherché dans la base de données. En parrallèle, la méthode
PredFace est utilisée sur la protéine d’intérêt pour déterminer la face libre d’interaction
du groupe prosthétique. On superpose ensuite le complexe de référence sur la face libre
(Chimera), ce qui nous permet de déterminer les coordonnées 3D d’un point dans l’espace
correspondant à la position de l’atome réactif du ligand dans le complexe de référence.
Ces coordonnées 3D vont nous permettre de réaliser le docking sous contraintes d’angle
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Figure 31 – Les 5 composantes de la surface d’énergie potentielle des produits représentant l’interaction
entre les faces Si de la lumiflavine et du nicotinamide. Ces surfaces représentent l’énergie des complexes
en fonction de la distance, de l’angle et de l’angle dièdre. Elles sont ordonnées en fonction de la distance,
de la plus proche à la plus éloignée.

et de distance et d’obtenir 25 conformations, chacun de ces paramètres ayant 5 pas sur la
surface d’énergie potentielle.

Évaluation énergétique Une fois les résultats de docking obtenus (entre deux et trois
heures pour 100 conformations sur un processeur de type Intel Xeon W3520 cadencé à
2.67GHz), l’évaluation énergétique des interactions entre le ligand et la protéine utilise la
fonction de score traditionnelle d’AutoDock. L’évaluation énergétique des interactions entre
le ligand et le groupe prosthétique est quant à elle calculée à partir des valeurs énergétiques
de la surface d’énergie potentielle corespondante calculée précédemment (voir ci-dessus).
Si un des paramètres est hors de portée, c’est-à-dire soit inférieur à la valeur minimale,
soit supérieur à la valeur maximale du paramètre correspondant sur notre surface d’énergie
potentielle, la conformation est alors fortement pénalisée. Si tous les paramètres sont dans
les limites de la surface d’énergie potentielle, l’énergie correspondant aux interactions entre
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Figure 32 – Les 5 composantes de la surface d’énergie potentielle des réactifs représentant l’interaction
entre la face Si de la lumiflavine et la face Re du nicotinamide. Ces surfaces représentent l’énergie des
complexes en fonction de la distance, de l’angle et de l’angle dièdre. Elles sont ordonnées en fonction de
la distance, de la plus proche à la plus éloignée.

la conformation du ligand et le groupe prosthétique est calculée par interpolation des
énergies des complexes de références ayant les paramètres les plus proches (voir paragraphe
Affinage des résultats dans la partie 3.4.1). Ces complexes de références peuvent être au
nombre de :

– un, lorsque les trois paramètres distance, angle et angle dièdre ont la valeur exacte
d’un point de référence de la surface (sur un point exact) ;

– deux, lorsque deux des paramètres ont une valeur exactement utilisée (sur une arête
d’un cube) ;

– quatre, lorsqu’un seul des paramètres a une valeur exacte (sur une face d’un cube) ;
– huit, lorsqu’aucun des paramètres n’a de valeur exacte (dans un cube), ce cas est

largement majoritaire.

Les deux scores énergétiques sont alors ajoutés, et le classement des positions de docking
est modifié. Ce traitement a pour effet de favoriser les positions de docking en accord avec
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Figure 33 – Les 5 composantes de la surface d’énergie potentielle des produits représentant l’interaction
entre la face Si de la lumiflavine et la face Re du nicotinamide. Ces surfaces représentent l’énergie des
complexes en fonction de la distance, de l’angle et de l’angle dièdre. Elles sont ordonnées en fonction de
la distance, de la plus proche à la plus éloignée.

la réaction enzymatique qui pourrait s’effectuer entre le ligand et le groupe prosthétique.
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Figure 34 – Les 5 composantes de la surface d’énergie potentielle des produits représentant l’interaction
entre les faces Re de la lumiflavine et du nicotinamide. Ces surfaces représentent l’énergie des complexes
en fonction de la distance, de l’angle et de l’angle dièdre. Elles sont ordonnées en fonction de la distance,
de la plus proche à la plus éloignée.

3.4 Cas pratique

3.4.1 ProsthDock

Nous avons appliqué notre méthode de docking basée sur le mécanisme et guidée par la
présence d’un groupe prosthétique à notre cible référence NfrA1 (code PDB : 3N2S).

Pour cette étape de docking nous avons choisi d’utiliser le logiciel AutoDock4 car il
possède l’avantage par rapport aux autres de permettre de fixer un atome choisi du ligand
à une position spaciale précise. Grâce à cette fonction nous pouvons alors fixer l’atome
réactif du ligand dans les positions utilisées pour le calcul de nos surfaces d’énergie poten-
tielle, ce qui revient à appliquer une contrainte de distance mais également une contrainte
d’angle entre l’atome réactif du ligand et celui du groupe prosthétique. La fonction “cova-
lentmap” d’AutoDock4 nous permet donc de fixer une contrainte sur l’angle et la distance,
contrairement à GOLD et Glide qui ne nous permettent que de fixer une contrainte sur la
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Figure 35 – Les 5 composantes de la surface d’énergie potentielle des produits représentant l’interaction
entre les faces Re de la lumiflavine et du nicotinamide. Ces surfaces représentent l’énergie des complexes
en fonction de la distance, de l’angle et de l’angle dièdre. Elles sont ordonnées en fonction de la distance,
de la plus proche à la plus éloignée.

distance entre les partenaires de notre complexe. L’utilisation de ces contraintes est essen-
tielle pour rendre compte du mécanisme de réaction dans les résultats de docking proposés.
En effet, plus les contraintes sont nombreuses, plus les conformations obtenues par docking
seront proches des conformations utilisées lors du calcul des surfaces d’énergie potentielle,
et ainsi le terme énergétique de ces conformations pourra être évalué correctement. De
plus, la surface explorée par calcul quantique autour de notre état de transition étant rela-
tivement faible en comparaison avec l’infinité des conformations possibles du ligand dans
le site actif, l’application de contraintes est nécessaire pour ne pas avoir à retiré de facto
la majorité des résultats de docking lors de l’évaluation énergétique.

Préparation de la protéine cible L’étape de préparation de la structure cristallogra-
phique a consisté à modifier tous les acides aminés de type non standard sélénométhionine
(MSE) en méthionine. En effet, l’étape de génération de la grille de calcul par Autogrid4,
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Figure 36 – Schéma récapitulatif des étapes du processus de docking de la méthode ProsthDock.

nécessaire au docking par AutoDock4, n’est pas compatible avec la présence d’acides ami-
nés de type MSE. Pour éliminer ces acides aminés problèmatiques, nous avons simplement
remplacé les atomes de sélénium par des atomes de soufre dans le fichier pdb de la structure
cristallographique. Ces deux types d’atomes sont assez semblables et font partie de la même
famille chimique des chalcogènes, la substitution de la méthionine par la sélénométhionine
n’ayant a priori aucun effet biologique. Nous avons également retiré les ions chlore qui sont
nécessaires à la cristallisation, et les positions désordonnées ayant les taux d’occupation les
plus bas. Dans le cadre d’une procédure de docking standard sur une protéine rigide avec
AutoDock4, les éventuels ligands et les molécules d’eau ont été retirés, les hydrogènes po-
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laires et les charges de type Geisteiger ont été ajoutés, grâce au script prepare_receptor4.py
de MGLtools (-A ’bonds_hydrogens’ -U ’nphs_waters’ -e ’True’). Nous obtenons alors la
protéine sous la forme d’un fichier de type pdbqt, nécessaire à AutoDock4 pour le docking.

Préparation du ligand La préparation du ligand à docker sous contraintes se déroule en
deux étapes. La première est la modification du fichier (AD4_parameters.dat) contenant
les paramètres des atomes dans le champ de force semi-empirique d’AutoDock4. Pour cela
nous avons copié le fichier et ajouté une ligne correspondant au type de l’atome qui doit
subir les contraintes dans notre ligand. La seconde étape consiste à modifier le type d’atome
dans le fichier pdbqt contenant le ligand, en le remplaçant par le nouveau type d’atome (ici
Z) défini dans le nouveau fichier de paramétrisation (Annexe A.3).

Paramètres Dans le fichier d’initialisation du calcul de la grille (gpf ) par Autogrid4,
nous avons ajouté la fonction “covalentmap” qui nécessite trois paramètres. Le premier est
un angle avec une valeur comprise entre 5 (par défaut) et 50◦, correspondant à la demi-
largueur (“half-width”). C’est-à-dire, la différence entre l’angle pour lequel l’énergie est
minimale et l’angle pour lequele l’énergie correspond à la moitié de la barrière énergétique
globale. Nous avons effectué des tests en modifiant la valeur à 10, 25 et 50◦. Nous avons
constaté que plus la valeur de ce paramètre augmente plus il y a de variation sur la position
de l’atome subissant les contraintes dans les différentes conformations résultats du docking.
Nous avons donc choisi de conserver ce paramètre à sa valeur par défaut de 5◦. Le deuxième
est une valeur sans unité comprise entre 1000 (par défaut) et 10000, correspondant à une
force de pénalité lorsque l’atome subissant les contraintes s’éloigne du point déterminé.
Nous avons effectué des tests en modifiant la valeur à 2000, 5000 et 10000, cependant
même la plus petite des valeurs de pénalité est largement supérieure à l’ensemble des
autres forces déterminant le score de la conformation. L’atome du ligand subissant les
contraintes ne subit que de très légèrs mouvements quel que soit la valeur choisie. D’après
les tests que nous avons réalisé, la modification de cette valeur n’a aucun effet. Le respect
des contraintes étant très important dans notre méthode, nous avons donc choisi une
valeur de 10000 qui théoriquement imposera les contraintes les plus fortes sur l’atome du
ligand. Le troisième paramètre est une position spaciale dans un plan orthogonal, constitué
classiquement de trois valeurs (x,y,z) et qui correspond à la position de l’atome subissant les
contraintes dans le ligand (de type Z). Pour déterminer cette position nous avons dû dans un
premier temps déterminer la face d’interaction du groupe prosthétique, en appliquant notre
méthode PredFace (Chapitre II). Une fois la face libre d’interaction déterminée, nous avons
superposé la lumiflavine de l’état de transition de référence de la face correspondante sur
les atomes correspondant du groupe prosthétique contenu dans la protéine en conservant
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le référenciel de la protéine. Nous avons ensuite récupéré les nouvelles coordonnées de
l’atome réactif du nicotinamide. Une fois ces nouvelles coordonnées connues, nous avons
crée les 25 (5 distances × 5 angles) fichiers d’initialisation de la grille (gpf ) correspondants,
en modifiant les nouvelles coordonnées 3D avec un script au fonctionnement similaire
à celui utilisé pour générer les conformations initiales des calculs des surfaces d’énergie
potentielle (Section 2.2). Nous y avons également spécifié le fichier modifié contenant les
paramètres des atomes. Ce nouveau fichier de paramètres a également été spécifié au fichier
d’initialisation du docking (dpf ).

Docking Pour effectuer les docking sous contraintes nous avons choisi l’algorithme gé-
nétique lamarckien d’AutoDock4. Pour chaque docking, nous devons relancer au préalable
le calcul de la grille de calcul utilisé par AutoDock4 pour l’étape de docking. En effet, la
présence des contraintes modifie la grille utilisée lors du docking, celle-ci doit donc être
recalculée à chaque changement de contrainte. Ce calcul est rapide et ne prend dans notre
cas qu’entre 10 et 15 minutes. Nous avons effectué des tests pour évaluer la vitesse de
docking d’AutoDock4, qui semble assez linéaire. En effet, pour générer dix conformations
le temps du docking est compris entre 10 et 15 minutes. Lorsque nous avons tenté d’obte-
nir 100 conformations du même docking sous contraintes, le temps de calcul était compris
entre 120 et 185 minutes. Cependant, sur les 100 conformations demandées le nombre
de conformations obtenues est variable (entre 85 et 100), ce qui peut s’expliquer par la
présence de contraintes sur la distance et l’angle qui diminuent considérablement l’espace
conformationel du ligand dans le site actif. Nous avons conservé le paramètre par défaut
de formation de cluster dans les conformations résultantes, qui est de 2 Å. Nous n’avons
plus qu’à effectuer 25 calculs de docking sous contraintes (5 distances × 5 angles) contrai-
rement aux 300 points (5 angles × 5 distances × 12 angles dièdres) que nous avions calculé
pour chacune de nos surfaces. Ceci s’explique par le fait qu’AutoDock4 n’accepte qu’une
seule contrainte covalente par docking, la position du quatrième atome N40 (D) de l’angle
dièdre ne peut pas être choisie. Nous devons donc effectuer ensuite une étape de sélection
des résultats.

Sélection des résultats Le quatrième atome N40 (D) intervenant dans l’angle dièdre
ω(N13 -N6 -C43 -N40 ) (A-B-C-D) est doublement important. En effet, il intervient dans
la valeur de l’angle dièdre mais également dans le deuxième angle direct ̂N6− C43− N40
(B̂CD) de l’angle dièdre qui contrôle la notion de parallélisme des plans. En effet, nous
constatons que certaines conformations obtenues par docking sont proches des résultats
d’une méthode de docking traditionnelle et, malgré les contraintes, vont perdre le paral-
lélisme des plans et donc la réactivité (transfert d’un atome d’hydrogène) entre le ligand
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Figure 37 – Visualisation de l’ensemble des positions des carbones réactifs des 100 conformations du
NAD résultant de 25 calculs de docking sous contraintes dans le site actif de la chaine B de la nitroréductase
3N2S. On peut constater que les contraintes appliquées sont très fortes et que les variations n’existent qu’à
cause des changements dans les paramètres de contraintes.

et le groupe prosthétique. Nous avons démandé 100 conformations résultantes de docking
pour contrer ce problème, et sur les 100 conformations certaines auront perdu leur paral-
lélisme mais pas toutes. Il est donc nécessaire d’incorporer la valeur de cet angle et ainsi le
parallélisme des plans dans le nouveau classement des 100 conformations issus du docking
sous contraintes.

L’angle ̂N13− N6− C43 (ÂBC) étant fixe, le parallélisme des plans se perd si l’am-
plitude de l’angle B̂CD se modifie d’une manière trop importante. Ces angles ont dans
les conformations des états de transition initiaux, respectivement des valeurs de départ
d’environ 102◦ et d’environ 98◦. La parallélisme des plans dépend des deux valeurs des
angles ÂBC et B̂CD, en effet plus ces deux valeurs sont proches, plus le plan passant par
le tricycle FMN et le plan du cycle nicotinamide sont parallèles, ceci en ne prenant pas en
compte de mouvement de roulis du cycle nicotinamide autour de l’axe (N6− C43) (CD).
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Ce mouvement de roulis possible du cycle nicotinamide n’a jamais été observé au cours de
l’ensemble des calculs effectués.

L’angle dièdre n’étant pas imposé par la contrainte, et malgrès l’influence très forte
de celle-ci sur la position de l’atome réactif, l’algorithme de docking minimise les contacts
entre le ligand et la protéine. Une grande partie des valeurs d’angle dièdre n’est donc pas
explorée lors des résultats de docking, du fait de la forme du site actif.

(a) (b)

(c)

Figure 38 – Visualisation du “cube” des 8 valeurs énergétiques entourant un point X dont l’énergie est
à déterminer. (a) Représentation des faces correspondant aux variations de distance du “cube” de valeurs
d’énergie entourant un point X dont l’énergie est à déterminer. (b) Représentation des faces correspondant
aux variations d’angle du “cube” de valeurs d’énergie entourant un point X dont l’énergie est à déterminer.
(c) Représentation des faces correspondant aux variations d’angle dièdre du “cube” de valeurs d’énergie
entourant un point X dont l’énergie est à déterminer.

Affinement des résultats de docking - Méthode ProsthDock Les valeurs d’angle,
d’angle dièdre et de distance des résultats du docking par AutoDock4 sont calculées à partir
des coordonnées des quatres atomes pour l’ensemble des 100 conformations résultantes. Une
fois ce triplet de valeurs connu, nous cherchons à évaluer l’énergie de cette conformation
sur la surface d’énergie potentielle correspondante, soit celle des réactifs lorsque le FMN est
sous sa forme oxydée, soit celle des produits si le FMN est sous sa forme réduite (FMNH2).
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Nous avons développé un script qui utilise les valeurs d’énergie des points proches dans la
surface d’énergie potentielle pour évaluer la valeur énergétique de notre complexe obtenu
par docking.
Considérons le complexe X, une conformation résultant du docking sous contrainte. Le
point X correspond lui à l’énergie de ce complexe, ce dernier ayant un triplet de valeurs
de paramètres (distance, angle et angle dièdre) quelconque (Figure 39). Les huit angles du
cube sont les énergies des huit complexes ayant les paramètres les plus proches du complexe
X, ces derniers étant chacun un point de la surface d’énergie potentielle. Chacun de ces 8
points possède des paramètres différents (Figure 38).
Considérons les paramètres (Bond -Angle -Dihedral) du point I comme étant une distance B, un
angle A, et un angle dièdre D. Le point J aura alors pour paramètres (B-A-D−1), où D−1

correspond à la diminution de l’angle dièdre d’une valeur d’un pas sur la surface d’énergie
potentielle. L’ensemble des six autres angles du cube auront des paramètres différents en
fonction de leur position autour du complexe X. La valeur énergétique du point quelconque
X peut être estimée en partant des valeurs énergétiques de ces points calculés. Pour cela
nous avons développé un script, dont l’algorithme est visualisé sur la figure 39. Dans un
premier temps, les énergies E1 à E4 sont évaluées en faisant une moyenne entre les énergies
des deux extrémités de l’arrète sur laquelle elles se trouvent. Ces énergies sont pondérées
en fonction leur position sur l’arête. Par exemple l’énergie E1 est calculée comme ceci, avec
EI et EL les énergies respectives des points I et L :

E1 = (EI − EL)× ‖
−−→
LE1‖
‖
−→
LI‖

+ EI (17)

La valeur ‖
−→
LI‖ étant égale à la valeur d’un pas de l’angle sur notre surface d’énergie

potentielle, les énergies E1 à E4 sont donc pondérées par la valeur d’angle du complexe X.
La fraction ‖

−−→
LE1‖
‖
−→
LI‖

est une valeur comprise entre 0 et 1, et correspond à la valeur réelle de
l’angle du complexe X proportionnellement à la valeur d’un pas de l’angle sur la surface
d’énergie potentielle.

Les énergies E12 et E34 sont quant à elles des moyennes, respectivement, entre les
énergies E1 et E2 et entre les énergies E3 et E4, pondérées par la valeur réelle de distance
du complexe X proportionnellement à la valeur d’un pas de la distance sur notre surface
d’énergie potentielle (‖

−−−→
E1E2‖ = ‖

−−→
IM‖). L’énergie E12 est obtenue telle que :

E12 = (E2− E1)× ‖
−−−−→
E1E12‖
‖
−−−→
E1E2‖

+ E1 (18)

L’énergie finale du complexe X peut alors être calculée par le même processus en étant
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pondérée par le coefficient de proportionalité de la valeur réelle de l’angle dièdre par rapport
au pas de l’angle dièdre utilisé lors du calcul de notre surface d’énergie potentielle. L’énergie
du complexe X est alors obtenu tel que :

EX = (E34− E12)× ‖
−−−→
E12X‖
‖
−−−−−→
E12E34‖

+ E12 (19)

Figure 39 – Visualisation de l’algorithme de recherche de l’énergie d’un point X quelconque de la
surface d’énergie potentielle.

Ces énergies interpolées sont comprises entre 1 et 25 kilocalories par mole, en fonction
des paramètres de la conformation. Si la distance, l’angle ou l’angle dièdre sont inférieurs à
la borne minimale ou supérieurs à la borne maximale, il n’est alors pas possible de calculer
la valeur d’énergie de la conformation. La valeur par défaut est fixée à 100 kilocalories
par mole. Cette valeur également assignée aux conformations dont l’angle complémentaire
B̂CD diffère de plus de 5% de celui de la structure utilisée pour calculer la surface d’énergie
potentielle. Ce score est ensuite ajouté, sans modifications, à la valeur prédite par Auto-
Dock4, pour former le score finale de la conformation. Le score fourni par AutoDock4 est
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compris entre 1 et 10 kilocalories par mole. Ceci a pour effet de changer le classement des
différentes conformations. En effet, celles qui ne sont pas en accord avec le mécanisme en-
zymatique sont fortement pénalisées (score +100). Et celles dont les paramètres sont dans
les limites de la surface d’énergie potentielle sont modifiées en fonction du score interpolé
(score entre +1 et +25). Ce nouveau terme ajouté au score fourni par AutoDock4 n’est
pas modifié par un coefficient, ce qui signifie que le score final ne peut plus refléter une
valeur d’énergie des interactions entre la protéine et le ligand, mais possède seulement une
valeur indicative de classement des différentes conformations entre elles.

Les conformations mises en avant dans le classement ainsi modifié seront celles qui
permettent le transfert de l’atome d’hydrogène entre les deux partenaires du complexe.
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3.4.2 Comparaison avec le docking traditionnel

Préparation des partenaires La protéine 3N2S a été préparée de façon identique à
la méthode utilisée précédemment (Partie 3.4.1). Le ligand quant à lui a été préparé de
manière traditionnelle, sans modifications du type d’atome ni du fichier de paramètres. La
grille de calcul est donc tout à fait classique sans aucune contrainte, les paramètres de la
boite définissant l’espace à explorer sont identiques (centre, dimensions et finesse).

Docking Nous avons effectué un docking traditionel, en demandant 100 conformations
du résultats. Les temps de calcul de la grille et du docking sont identiques, respectivement
de l’ordre de 15 min et de 3h sur un processeur de type Intel Xeon W3520 cadencé à
2.67GHz ou de type Intel Xeon W5580 cadencé à 3.20GHz.

Résultats La répartition des positions des atomes de carbone réactif du NAD pour les
99 conformations résultants d’un docking sans contraintes est très diversifiée (Figure 40).
L’ensemble des points roses correspondent aux 94 conformations dont le placement n’est
pas en accord avec une réaction enzymatique possible. En effet, pour ces conformations
les atomes réactifs sont beaucoup trop éloignés l’un de l’autre pour permettre un transfert
de l’atome d’hydrogène entre les deux partenaires. Les points jaunes correspondent, eux, à
cinq conformations relativement proches d’une position permettant la réaction de transfert
de l’atome d’hydrogène entre les deux partenaires. Ces cinq conformations ne sont pas
favorisées par rapport aux autres et se retrouvent réparties entre la 56e et la 72e place du
classement des conformations en fonction de l’énergie libre de liaison.

En outre, sur ces cinq conformations, seules trois ont un angle B̂CD compatible avec
la réaction chimique. Deux conformations ont totalement perdu le nécessaire parallélisme
des plans vu précédement.

On peut constater ici l’importance d’utiliser des contraintes lors du docking, car sans
contraintes la grande majorité des résultats de docking ne permet pas d’obtenir une position
en accord avec la réaction chimique catalysée par l’enzyme.



80 4. CONCLUSION

Figure 40 – Visualisation de l’ensemble des positions des carbones réactifs des 99 conformations du
NAD résultantes d’un docking sans contraintes dans le site actif de la chaine B de la nitroréductase
3N2S. Les 94 points roses correspondent aux conformations ne permettant pas la réaction enzymatique
car l’atome de carbone réactif du NAD est trop éloigné de l’atome d’azote du FMN. Les 5 points jaunes
correspondent aux conformations qui selon le critère de distance peuvent effectuer la réaction enzymatique.
Ces points jaunes sont très proches des points bleus de la figure montrant les positions des atomes réactifs
de carbone du NAD lors de docking sous contraintes d’angle et de distance (Figure 37).

4 Conclusion

Nous avons développé une nouvelle méthode de docking qui permet de prendre en compte
la réaction catalysée par l’enzyme grâce à son groupe prosthétique. Par un protocole de
docking sous contraintes automatisé, nous pouvons intégrer une énergie calculée par des
méthodes quantiques à des résultats de docking. L’intégration de cette énergie nous permet
d’améliorer le score des positions en accord avec la réaction enzymatique, mais également
de grandement pénaliser le score des positions qui ne sont pas en accord avec cette dernière.
En effet, la pénalité imposée aux positions en désaccord avec la réaction enzymatique est
entre 4 et 100 fois plus grande que les énergies interpolées à partir de la surface d’énergie
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potentielle des complexes pouvant effectuer la réaction avec le groupe prosthétique. Ce-
pendant, ce nouveau terme doit encore être optimisé par l’ajout d’un poids (différent de
1) par rapport au score fourni par AutoDock4, grâce à des jeux de données biologiques.

Par cet exemple sur la structure cristallographique de la nitroréductase NfrA1 (code
PDB : 3N2S) nous avons développé une preuve de concept de notre méthode Prosth-
Dock. Nous avons montré que les résultats obtenus par notre méthode sont meilleurs que
les résultats obtenus par des méthodes classiques de docking traditionelles (avec ou sans
contraintes).





Conclusion générale et perspectives

Ces travaux de thèse ont permis de développer deux nouvelles méthodes de modélisa-
tion moléculaire adaptées aux enzymes contenant des groupes prosthétiques. Nous avons
développé ces deux méthodes pour répondre aux limites des programmes de docking tra-
ditionels qui ne sont basés que sur les interactions entre la protéine et le ligand. Or, dans
le cas où la réaction enzymatique est catalysée par un groupe prosthétique, les seules in-
teractions protéine/ligands ne permettent en général pas de positionner le ligand dans une
conformation permettant la réaction enzymatique. C’est pour cela que nous avons crée la
nouvelle méthode de docking ProsthDock, qui est basée sur les réactions enzymatiques et
guidée par la présence des groupes prosthétiques. Nous introduisons la réaction enzyma-
tique dans la méthode de docking, et favorisons largement les positions en accord avec la
réaction catalysée par le groupe prosthétique. En absence de structure cristallisée représen-
tant le complexe entre le ligand et la protéine en présence de groupe prosthétique dans une
conformation active, la méthode ProsthDock nous permet de d’obtenir des conformations
du ligand par docking sous contraintes en accord avec un complexe réaliste expliquant la
réactivité et la sélectivité de la réaction catalysée. L’utilisation de la fonction de docking
sous contraintes d’AutoDock est très importante pour notre méthode, car elle permet de
réduire grandement l’espace conformationel disponible pour le ligand en le restreignant à
une position permettant la réaction enzymatique pour deux des trois paramètres (angle et
distance entre les atomes réactifs). Sans l’utilisation des contraintes, le nombre de confor-
mations à générer pour obtenir un résultat similaire serait largement plus important ce qui
augmenterait le temps de calcul de la méthode.

Cependant cette méthode reste à optimiser. Le temps de calcul nécessaire pour obtenir
les surfaces d’énergie des réactifs et des produits en fonction des paramètres de distance,
d’angle, et d’angle dièdre entre les partenaires du complexe enzymatique est extrêmement
long, entre 1500 et 2000 jours sur un seul processeur de calcul pour l’ensemble des 300
points d’une seule surface. De plus, ces calculs doivent être effectués pour chaque réac-
tion catalysée par chaque groupe prosthétique et pour chaque type de ligand modèle. Il
serait envisageable de diminuer ce temps de calcul en diminuant le niveau de calcul des
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méthodes utilisées. En effet seules les énergies relatives à la structure de la surface ayant
l’énergie minimale sont utilisées pour modifier le classement des conformations résultantes
du docking.

Au début de ma thèse, les ressources de calcul disponibles à l’ICSN étaient limitées,
ce qui ne permettait pas de calculer une surface d’énergie potentielle complète. Ce pro-
blème a été résolu en partie grâce à l’obtention de 200 000 heures de calcul à l’Institut
du Développement et des Ressources en Informatique Scientifique 1 (IDRIS) en 2012. Ces
ressources nous ont été attribuées sur la machine ADA possédant des processeurs de type
Intel Sandy Bridge E5-4650 8-coeurs cadencés à 2.7 GHz. Ces heures de calcul ont permis
de mettre au point la technique de calcul de la surface d’énergie potentielle et d’obtenir
une partie de celle-ci. Au cours de ma thèse, l’ICSN a également investit dans un cluster de
calcul contenant huit fois 32 processeurs de type Intel Xeon E7-4830 cadencés à 2,13GHz.
Cette puissance de calcul m’a permis d’obtenir, dans des temps acceptables, des surfaces
d’énergie potentielle à partir de la seconde moitié de ma thèse. L’ensemble des calculs, rap-
porté à un seul processeur, effectués avec Gaussian09 pour obtenir les surfaces d’énergie
potentielle correspondant aux différentes d’interactions possibles entre les parties réactives
du FMN et du NAD, représente 32945 jours de calcul sur un seul processeur (7596 jours à
l’IDRIS et 25349 jours à l’ICSN).

Il est également nécessaire d’optimiser le terme d’énergie interpolé à partir de la surface
d’énergie potentielle, en y ajoutant des coefficients. Pour calibrer cette méthode, il sera
nécessaire de l’étalonner avec des jeux de données biologiques. Cette preuve de concept
n’est pour le moment qu’indicative et les énergies obtenues ne reflètent en aucun cas les
énergies d’interaction entre la protéine et le ligand.

La méthode PredFace nous permet de déterminer la face libre pour l’interaction avec le
ligand des groupes prosthétiques de type flavines, ce qui est très utile pour positionner les
contraintes au niveau de la face accessible dans la méthode ProsthDock. Cette méthode a
été validée par l’analyse de toutes les structures de la PDB contenant un groupe prosthé-
tique de la famille des flavines. L’ensemble des résultats a été classé et vérifié manuellement,
et les différentes erreurs ont pour la plupart été expliquées.

Ces deux méthodes ont été développées sur des enzymes ayant un groupe prosthétique
de la famille des flavines. Cette famille enzymatique a été choisie dans le cadre de la
collaboration avec l’équipe de Jamal Ouazzani à l’ICSN.

1. http ://www.idris.fr/
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L’efficacité de ces méthodes a été prouvée et sert de preuve de concept permettant l’élar-
gissement future de ces méthodes à des enzymes contenant d’autres groupes prosthétiques,
notamment les cytochromes qui sont impliqués dans le mécanisme majeur de métaboli-
sation des composés endogènes et exogènes (dont les médicaments) grâce à leur groupe
prosthétique : l’hème. L’application de ces méthodes à l’hème pourra permettre d’aider à
déterminer in silico les mécanismmes de dégradation des molécules d’intérêt pharmacolo-
gique par les cytochromes P450.
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ANNEXE

A.1 Manifestations scientifiques

J’ai pu présenter mes travaux de thèse dans plusieurs congrès scientifiques sous forme
de poster :

– juillet 2014 - 50me Rencontre Internationale en Chimie Thérapeutique (RICT),
Rouen ;

– mars 2014 - 15me Rencontre en Chimie Organique et Biologie (RECOB), Aussois ;
– septembre 2013 - Journées de l’école doctorale de Chimie de Paris Sud ED470, Orsay ;
– juillet 2013 - 12me “European Conference on Computational Biology”, 9me “Student
Council Symposium”, Berlin ;

– mai 2013 - 18me congrès du Groupe de Graphisme et Modélisation Moléculaire
(GGMM), Oléron ;

– février 2013 - 20me Journées Jeunes Chercheurs de la Société de Chimie Thérapeu-
tique (SCT), Romainville ;

– septembre 2012 - Journées de l’école doctorale de Chimie de Paris Sud ED470, Orsay.
J’ai également pu présenter ces travaux sous forme de présentation orale en octobre 2014
lors des Journées de l’école doctorale de Chimie de Paris Sud ED470 à Orsay.
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A.2 Site web PredFace
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A.3 Docking sous contraintes par AutoDock4

A.3.1 Extrait du fichier de paramètres “AD4_parameters_Z.dat” modifié

(...)
atom_par C 4.00 0.150 33.5103 -0.00143 0.0 0.0 0 -1 -1 0
# Non H-bonding Aliphatic Carbon
atom_par A 4.00 0.150 33.5103 -0.00052 0.0 0.0 0 -1 -1 0
# Non H-bonding Aromatic Carbon

(...)
atom_par Z 4.00 0.150 33.5103 -0.00052 0.0 0.0 0 -1 -1 0
# Custom atom type for constrain from Non H-bonding Aromatic Carbon

A.3.2 Extrait du fichier du ligand “NAD.pdbqt” contenant l’atome modifié devant
subir les contraintes :

(...)
HETATM 39 C30 UNK 0 -11.883 0.997 9.746 1.00 0.00 0.047 A
HETATM 40 C31 UNK 0 -12.901 0.789 8.807 1.00 0.00 0.020 Z
HETATM 41 C32 UNK 0 -12.682 -0.125 7.793 1.00 0.00 0.018 A

(...)

A.3.3 Extrait du fichier d’initialisation du calcul de la grille “grid_init_Z.gpf ” uti-
lisé par AutoGrid4 :

(...)
parameter_file /gem/martz/autodock/3N2S_PRODOCK/AD4_parameters_Z.dat
# CUSTOM parameters file

(...)
ligand_types A C NA OA N P Z HD
# ligand atom types

(...)
map 3N2S_no_water_noCL_avecH_Se_to_S_FINAL.Z.map
# atom-specific affinity map
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(...)
covalentmap 5.0 10000.0 23.3502 7.8569 53.4406
#covalentmap Halfwidth(5.0-50.0 deg) energy_barrier(10.010000.0) X Y Z
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A.4 Script de modification automatique des coordon-

nées 3D
# perl Com_creation_to_scan.pl -f FACE1/input_F1.com -a 13-6-43-40 -mv 33-34-35-36-37-38-39-40-41-42-43-44-45-46-47-48-49-50-51 -av -20_20/10
# -dv -0.4_0.4/0.2 -tv -180_150/30 -ts 31 > log_com_creation

#!/usr/bin/perl -w
use strict;
use Math::Trig;

####################
#
# Change all coords of moving atoms (-mv) by the movement of C
# Movement of C is an angle movement (A-B-C) with A and B fixed
# is a translation movement (B-C) with B fixed
#
# All moving atoms then follow the movement of D by dihedral (A-B-C-D)
# A, B and C are fixed
#
###################

################################# SUBFUNCTION:

my $debug=0; # 1 = print all debug comments, 0 = don’t

sub Debug {
my(@args) = @_;
if ($debug==1) {

print "@args";
}

}
# &Debug ("test debug\n");

sub Usage {
print "Usage:
7 arguments :

-f .mol2 or .com file
-a A-B-C-D atom numbers of the dihedral angle, A & B atoms are fixed, C is moving for angle A-B-C and distance B-C,

D and moving_atoms (-mv) follow then move around dihedral.
-mv i-j-k-l-m... moving atoms numbers, which will follow the movement of C, D has to be included here too.
-ts atom number which is between B and C and moves during transition state.

All movements are relative to the input conformation:

-av angle ’ABC’ value (Degres): MinValue_MaxValue/step
(i.e: -a -50_30/10 -> 9 steps of 10̊ from -50̊ to +30̊ relatively to input conformation)

-dv bond distance ’BC’ value (Angstrom): MinValue_MaxValue/step (if not needed use : -dv 0_0/0 )
-tv torsion dihedral ’ABCD’ value (Degres): MinValue_MaxValue/step

";
exit;

}

################################# ARGV TESTS :

if ($#ARGV < 13) {
print "Error: Missing Arguments!\n";
&Usage;

}

my @atoms;
my $atom_A;
my $atom_B;
my $atom_C;
my $atom_D;
my $input_file;
my ($angle_change, $angle_min, $angle_max, $angle_step);
my ($distance_change, $distance_min, $distance_max, $distance_step);
my ($torsion_change, $torsion_min, $torsion_max, $torsion_step);
my $i=0;
my @tmp;
my %moving_atoms; # contains all number of moving atoms except the reference (atom C)
my $transition_atom;
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foreach my $arg (@ARGV) {
&Debug ("$i: $arg \n");

if ($arg =~ /^-f$/g) {
$input_file=$ARGV[$i+1];

}

if ($arg =~ /^-a$/g) {
@atoms=split("-", $ARGV[$i+1]);
$atom_A=$atoms[0];
$atom_B=$atoms[1];
$atom_C=$atoms[2];
$atom_D=$atoms[3];

}

if ($arg =~ /^-mv$/g) {
@atoms=split("-", $ARGV[$i+1]);
foreach my $atom_numb (@atoms) {

$moving_atoms{$atom_numb}=1;
}

}

if ($arg =~ /^-ts$/g) {
$transition_atom=$ARGV[$i+1];

}

if ($arg =~ /^-av$/g) {
$angle_change=$ARGV[$i+1];
@tmp=split("/", $angle_change);
$angle_step=$tmp[1];
@tmp=split("_", $tmp[0]);
$angle_min=$tmp[0];
$angle_max=$tmp[1];

}

if ($arg =~ /^-dv$/g) {
$distance_change=$ARGV[$i+1];
@tmp=split("/", $distance_change);
$distance_step=$tmp[1];
@tmp=split("_", $tmp[0]);
$distance_min=$tmp[0];
$distance_max=$tmp[1];

}

if ($arg =~ /^-tv$/g) {
$torsion_change=$ARGV[$i+1];
@tmp=split("/", $torsion_change);
$torsion_step=$tmp[1];
@tmp=split("_", $tmp[0]);
$torsion_min=$tmp[0];
$torsion_max=$tmp[1];

}

$i++;
}

my $input_file_type;
my $input_file_type_parse;
my $input_file_pwd;

@tmp=split("\\.", $input_file);
$input_file_type=$tmp[-1];

if ($input_file_type =~ /^com$/gi) {
$input_file_type_parse=0; # $input_file_type_parse == 0 if .COM file

} elsif ($input_file_type =~ /^mol2$/gi ) {
$input_file_type_parse=1; # $input_file_type_parse == 1 if .MOL2 file

} else {
print "Wrong file type\n";
&Usage;

}

&Debug("filetype: $input_file_type parse: $input_file_type_parse\n");
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@tmp=split("/", $input_file);
pop(@tmp);
$input_file_pwd=join("/", @tmp);

&Debug("Path to file: $input_file_pwd\n");

########################################### READING INPUT FILE :

my @moving_atoms_coords=("moving atoms coords");

# This tab contains all number of moving atoms and all coords except the reference (4 cases for each atoms %4)
# [1]= atom_1_number [2]= x_atom_1 [3]= y_atom_1 [4]= z.. [5]= line_atom_2 [6]= x_atom_2 [7]..

my @OUTPUT_TAB_START_COM;
my %OUTPUT_TAB_END_COM;
my @OUTPUT_TAB_START_MOL2;
my @OUTPUT_TAB_END_MOL2;
my $parse=0;

open(IN, "$input_file");
my ($A_type, $A_x, $A_y, $A_z);
my ($B_type, $B_x, $B_y, $B_z);
my ($C_type, $C_x, $C_y, $C_z);
my ($D_type, $D_x, $D_y, $D_z);
my $transition_atom_type;

if ($input_file_type_parse == 0) { # $input_file_type_parse == 0 if .COM file
while(<IN>) {

if ( $parse <1 ) {
push(@OUTPUT_TAB_START_COM, $_);

}

if ( $parse==1 ) {
&Debug("$_");

$OUTPUT_TAB_END_COM{$i}=$_;

if (exists $moving_atoms{$i}) {
&Debug("\nMoving atom : $_");
@tmp=split(" ", $_);
&Debug("$tmp[0] $tmp[1] $tmp[2] $tmp[3]\n");
push(@moving_atoms_coords, $i); # atom number
push(@moving_atoms_coords, $tmp[1]); # x coord
push(@moving_atoms_coords, $tmp[2]); # y coord
push(@moving_atoms_coords, $tmp[3]); # z coord

}

if ($i==$atom_A) {
&Debug("\nAtom A: $_");
@tmp=split(" ", $_);
&Debug("$tmp[0] $tmp[1] $tmp[2] $tmp[3]\n");
$A_type=$tmp[0];
$A_x=$tmp[1];
$A_y=$tmp[2];
$A_z=$tmp[3];
&Debug("Atype: $A_type, Ax: $A_x, Ay: $A_y, Az: $A_z\n");

}
if ($i==$atom_B) {

&Debug("\nAtom B: $_");
@tmp=split(" ", $_);
&Debug("$tmp[0] $tmp[1] $tmp[2] $tmp[3]\n");
$B_type=$tmp[0];
$B_x=$tmp[1];
$B_y=$tmp[2];
$B_z=$tmp[3];
&Debug("Btype: $B_type, Bx: $B_x, By: $B_y, Bz: $B_z\n");

}
if ($i==$atom_C) {

&Debug("\nAtom C: $_");
@tmp=split(" ", $_);
&Debug("$tmp[0] $tmp[1] $tmp[2] $tmp[3]\n");
$C_type=$tmp[0];
$C_x=$tmp[1];
$C_y=$tmp[2];
$C_z=$tmp[3];
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&Debug("Ctype: $C_type, Cx: $C_x, Cy: $C_y, Cz: $C_z\n");
}
if ($i==$atom_D) {

&Debug("\nAtom D: $_");
@tmp=split(" ", $_);
&Debug("$tmp[0] $tmp[1] $tmp[2] $tmp[3]\n");
$D_type=$tmp[0];
$D_x=$tmp[1];
$D_y=$tmp[2];
$D_z=$tmp[3];
&Debug("Dtype: $D_type, Dx: $D_x, Dy: $D_y, Dz: $D_z\n");

}

if ($i==$transition_atom) {
@tmp=split(" ", $_);
$transition_atom_type=$tmp[0];

}
$i++;

}

if ( $_ =~ /^\d \d$/gi) { # charge and multiplicity in gaussian .com file.
$parse=1;
$i=1;

}
}

}

if ($input_file_type_parse == 1) { # $input_file_type_parse == 1 if .MOL2 file
while(<IN>) {

if ( $parse <=1 ) {
push(@OUTPUT_TAB_START_MOL2, $_);

}

if ( $parse==2 ) {
push(@OUTPUT_TAB_END_MOL2, $_);

}

if ( $parse==1 ) {
&Debug("$_");

if (exists $moving_atoms{$i}) {
&Debug("\nMoving atom : $_");
@tmp=split(" ", $_);
&Debug("$tmp[0] $tmp[1] $tmp[2] $tmp[3]\n");
push(@moving_atoms_coords, $_); # whole atom line
push(@moving_atoms_coords, $tmp[2]); # x coord
push(@moving_atoms_coords, $tmp[3]); # y coord
push(@moving_atoms_coords, $tmp[4]); # z coord
pop(@OUTPUT_TAB_START_MOL2);

}

if ($i==$atom_A) {
&Debug("\nAtom A: $_");
@tmp=split(" ", $_);
&Debug("$tmp[0] $tmp[1] $tmp[2] $tmp[3]\n");
$A_type=$tmp[5];
$A_x=$tmp[2];
$A_y=$tmp[3];
$A_z=$tmp[4];
&Debug("Atype: $A_type, Ax: $A_x, Ay: $A_y, Az: $A_z\n");

}
if ($i==$atom_B) {

&Debug("\nAtom B: $_");
@tmp=split(" ", $_);
&Debug("$tmp[0] $tmp[1] $tmp[2] $tmp[3]\n");
$B_type=$tmp[5];
$B_x=$tmp[2];
$B_y=$tmp[3];
$B_z=$tmp[4];
&Debug("Btype: $B_type, Bx: $B_x, By: $B_y, Bz: $B_z\n");

}
if ($i==$atom_C) {

&Debug("\nAtom C: $_");
@tmp=split(" ", $_);
&Debug("$tmp[0] $tmp[1] $tmp[2] $tmp[3]\n");
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$C_type=$tmp[5];
$C_x=$tmp[2];
$C_y=$tmp[3];
$C_z=$tmp[4];
&Debug("Ctype: $C_type, Cx: $C_x, Cy: $C_y, Cz: $C_z\n");

}
if ($i==$atom_D) {

&Debug("\nAtom D: $_");
@tmp=split(" ", $_);
&Debug("$tmp[0] $tmp[1] $tmp[2] $tmp[3]\n");
$D_type=$tmp[5];
$D_x=$tmp[2];
$D_y=$tmp[3];
$D_z=$tmp[4];
&Debug("Dtype: $D_type, Dx: $D_x, Dy: $D_y, Dz: $D_z\n");

}
if ($i==$transition_atom) {

@tmp=split(" ", $_);
$transition_atom_type=$tmp[5];
pop(@OUTPUT_TAB_START_MOL2);

}
$i++;

}

if ( $_ =~ /^.*tripos.*atom.*$/gi) { # atoms coords from mol2 file
$parse=1;
$i=1;

}

if ( $_ =~ /^.*tripos.*bond.*$/gi) {
$parse=2;
pop(@OUTPUT_TAB_START_MOL2);
push(@OUTPUT_TAB_END_MOL2, $_);

}
}

}
close IN;

&Debug("OUT START: @OUTPUT_TAB_START_MOL2\n");
&Debug("OUT END: @OUTPUT_TAB_END_MOL2\n");

&Debug("Atype: $A_type, Ax: $A_x, Ay: $A_y, Az: $A_z\n");
&Debug("Btype: $B_type, Bx: $B_x, By: $B_y, Bz: $B_z\n");
&Debug("Ctype: $C_type, Cx: $C_x, Cy: $C_y, Cz: $C_z\n");
&Debug("Dtype: $D_type, Dx: $D_x, Dy: $D_y, Dz: $D_z\n");

$i=0;
&Debug("\nShowing moving_atoms_coords array:\n");
foreach my $coord (@moving_atoms_coords) {

&Debug("index:$i\t$coord ");
if ($i%4==0) {

&Debug("\n");
}
$i++;

}

########################################################## VECTOR CALCULATION:

my $starting_angle;

my $Vect_AC_x=($C_x-$A_x);
my $Vect_AC_y=($C_y-$A_y);
my $Vect_AC_z=($C_z-$A_z);
my $Vect_AC_norm=sqrt($Vect_AC_x*$Vect_AC_x+$Vect_AC_y*$Vect_AC_y+$Vect_AC_z*$Vect_AC_z);

my $Vect_AB_x=($B_x-$A_x);
my $Vect_AB_y=($B_y-$A_y);
my $Vect_AB_z=($B_z-$A_z);
my $Vect_AB_norm=sqrt($Vect_AB_x*$Vect_AB_x+$Vect_AB_y*$Vect_AB_y+$Vect_AB_z*$Vect_AB_z);

my $Vect_BC_x=($C_x-$B_x);
my $Vect_BC_y=($C_y-$B_y);
my $Vect_BC_z=($C_z-$B_z);
my $Vect_BC_norm=sqrt($Vect_BC_x*$Vect_BC_x+$Vect_BC_y*$Vect_BC_y+$Vect_BC_z*$Vect_BC_z);
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$starting_angle=acos((($Vect_AB_norm*$Vect_AB_norm)+($Vect_BC_norm*$Vect_BC_norm)-($Vect_AC_norm*$Vect_AC_norm))/(2*$Vect_AB_norm*$Vect_BC_norm));
$starting_angle=180*($starting_angle)/pi;

&Debug("angle ABC:$starting_angle\n");
&Debug("Vecteur AC:($Vect_AC_x;$Vect_AC_y;$Vect_AC_z)\n");
&Debug("Vecteur AB:($Vect_AB_x;$Vect_AB_y;$Vect_AB_z)\n");
&Debug("Vecteur BC:($Vect_BC_x;$Vect_BC_y;$Vect_BC_z)\n");

##########################

# AB CROSS BC, vector which C will turn around

my $AB_cross_BC_x=(($Vect_AB_y*$Vect_BC_z)-($Vect_AB_z*$Vect_BC_y));
my $AB_cross_BC_y=(-($Vect_AB_x*$Vect_BC_z)+($Vect_AB_z*$Vect_BC_x));
my $AB_cross_BC_z=(($Vect_AB_x*$Vect_BC_y)-($Vect_AB_y*$Vect_BC_x));

my $norm_factor=sqrt($AB_cross_BC_x*$AB_cross_BC_x+$AB_cross_BC_y*$AB_cross_BC_y+$AB_cross_BC_z*$AB_cross_BC_z);

&Debug("Normalisation factor1= $norm_factor\n");

$AB_cross_BC_x=$AB_cross_BC_x/$norm_factor;
$AB_cross_BC_y=$AB_cross_BC_y/$norm_factor;
$AB_cross_BC_z=$AB_cross_BC_z/$norm_factor;

&Debug("AB CROSS BC, normalized vector which C will turn around: ($AB_cross_BC_x ; $AB_cross_BC_y ; $AB_cross_BC_z)\n");

###############################################
#### Starting loop HERE !
###############################################
&Debug("Starting to Loop over :\n");
&Debug("Angle min max step: $angle_min $angle_max $angle_step\n");
&Debug("distance min max step: $distance_min $distance_max $distance_step\n");
&Debug("torsion min max step: $torsion_min $torsion_max $torsion_step\n");
for ($angle_change=$angle_min; $angle_change<=$angle_max; $angle_change=$angle_change+$angle_step) {

my $tmp_pwd;
if ($angle_change < 0 ) {

system("mkdir $input_file_pwd/angle_l$angle_change");
$tmp_pwd="$input_file_pwd/angle_l$angle_change";

} elsif ($angle_change > 0 ) {
system("mkdir $input_file_pwd/angle_m$angle_change");
$tmp_pwd="$input_file_pwd/angle_m$angle_change";

} else {
system("mkdir $input_file_pwd/angle_0");
$tmp_pwd="$input_file_pwd/angle_0";

}

for ($torsion_change=$torsion_min ; $torsion_change<=$torsion_max ; $torsion_change=$torsion_change+$torsion_step ) {

$tmp_pwd =~ s/(.*)\/dihedral.*/$1/gi;
if ($torsion_change < 0 ) {

system("mkdir $tmp_pwd/dihedral_l$torsion_change");
$tmp_pwd="$tmp_pwd/dihedral_l$torsion_change/";

} elsif ($torsion_change > 0 ) {
system("mkdir $tmp_pwd/dihedral_m$torsion_change");
$tmp_pwd="$tmp_pwd/dihedral_m$torsion_change/";

} else {
system("mkdir $tmp_pwd/dihedral_0");
$tmp_pwd="$tmp_pwd/dihedral_0/";

}

for ($distance_change=$distance_min; $distance_change<=$distance_max ; $distance_change=$distance_change+$distance_step ) {

&Debug("Angle: $angle_change\tDistance: $distance_change\tDihedral:$torsion_change\n");
#$distance_change=sprintf("%.8f", $distance_change);
if (abs($distance_change) < 0.000001) {

$distance_change=0;
}

############################
### ANGLE CHANGE (-av arg)
############################

my $radian_aug=-(pi*($angle_change)/180); # positif = clockwise
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&Debug("Angle augmentation: $angle_change deg\t$radian_aug rad\n");

###########################
# Angle Rotation of C to E
###########################

# E = new point, movement of C around axis on B (= AB_cross_BC vector)

######### Rotation Matrix calculus #######

# E(x,y,z) = R * vector_from_axis_to_moving_point + point_of_contact_between_rotation_axis_and_surface

# E(x,y,z) = rotation_matrix(0..8) * Vector_BC(x,y,z) + B(x,y,z)

my %rot_matrix;

$rot_matrix{0}{0}=0;
$rot_matrix{0}{1}=1;
$rot_matrix{0}{2}=2;
$rot_matrix{1}{0}=3;
$rot_matrix{1}{1}=4;
$rot_matrix{1}{2}=5;
$rot_matrix{2}{0}=6;
$rot_matrix{2}{1}=7;
$rot_matrix{2}{2}=8;

# | 0 1 2 |
# | 3 4 5 |
# | 6 7 8 |

&Debug("MATRIX INIT:\n");
foreach my $key (keys %rot_matrix) {
my $j=0;
while($j<3) {
&Debug(’$rot_matrix{’."$key".’}{’."$j".’}’."\t");
&Debug("$rot_matrix{$key}{$j}\n");
$j++;
}
}

$rot_matrix{0}{0}=($AB_cross_BC_x*$AB_cross_BC_x+(1-$AB_cross_BC_x*$AB_cross_BC_x)*cos($radian_aug));
$rot_matrix{0}{1}=($AB_cross_BC_x*$AB_cross_BC_y*(1-cos($radian_aug))-$AB_cross_BC_z*sin($radian_aug));
$rot_matrix{0}{2}=($AB_cross_BC_x*$AB_cross_BC_z*(1-cos($radian_aug))+$AB_cross_BC_y*sin($radian_aug));

$rot_matrix{1}{0}=($AB_cross_BC_x*$AB_cross_BC_y*(1-cos($radian_aug))+$AB_cross_BC_z*sin($radian_aug));
$rot_matrix{1}{1}=($AB_cross_BC_y*$AB_cross_BC_y+(1-$AB_cross_BC_y*$AB_cross_BC_y)*cos($radian_aug));
$rot_matrix{1}{2}=($AB_cross_BC_y*$AB_cross_BC_z*(1-cos($radian_aug))-$AB_cross_BC_x*sin($radian_aug));

$rot_matrix{2}{0}=($AB_cross_BC_x*$AB_cross_BC_z*(1-cos($radian_aug))-$AB_cross_BC_y*sin($radian_aug));
$rot_matrix{2}{1}=($AB_cross_BC_y*$AB_cross_BC_z*(1-cos($radian_aug))+$AB_cross_BC_x*sin($radian_aug));
$rot_matrix{2}{2}=($AB_cross_BC_z*$AB_cross_BC_z+(1-$AB_cross_BC_z*$AB_cross_BC_z)*cos($radian_aug));

&Debug("ROTATION MATRIX :\n");
foreach my $key (keys %rot_matrix) {
my $j=0;
while($j<3) {
&Debug(’$rot_matrix{’."$key".’}{’."$j".’}’."\t");
&Debug("$rot_matrix{$key}{$j}\n");
$j++;
}
}

my $E_x_1st_part=$rot_matrix{0}{0}*$Vect_BC_x + $rot_matrix{0}{1}*$Vect_BC_y + $rot_matrix{0}{2}*$Vect_BC_z ;
my $E_y_1st_part=$rot_matrix{1}{0}*$Vect_BC_x + $rot_matrix{1}{1}*$Vect_BC_y + $rot_matrix{1}{2}*$Vect_BC_z ;
my $E_z_1st_part=$rot_matrix{2}{0}*$Vect_BC_x + $rot_matrix{2}{1}*$Vect_BC_y + $rot_matrix{2}{2}*$Vect_BC_z ;

my $E_x=$E_x_1st_part+$B_x;
my $E_y=$E_y_1st_part+$B_y;
my $E_z=$E_z_1st_part+$B_z;

&Debug("INTERMEDIATE1 C position (E is C after rotation) : NEW X= $E_x ; NEW Y= $E_y ; NEW Z= $E_z \n");
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#########################
# Angle verification
#########################

my $final_angle;

my $Vect_AE_x=($E_x-$A_x);
my $Vect_AE_y=($E_y-$A_y);
my $Vect_AE_z=($E_z-$A_z);
my $Vect_AE_norm=sqrt($Vect_AE_x*$Vect_AE_x+$Vect_AE_y*$Vect_AE_y+$Vect_AE_z*$Vect_AE_z);

my $Vect_BE_x=($E_x-$B_x);
my $Vect_BE_y=($E_y-$B_y);
my $Vect_BE_z=($E_z-$B_z);
my $Vect_BE_norm=sqrt($Vect_BE_x*$Vect_BE_x+$Vect_BE_y*$Vect_BE_y+$Vect_BE_z*$Vect_BE_z);

$final_angle=acos((($Vect_AB_norm*$Vect_AB_norm)+($Vect_BE_norm*$Vect_BE_norm)-($Vect_AE_norm*$Vect_AE_norm))/(2*$Vect_AB_norm*$Vect_BE_norm));
$final_angle=180*($final_angle)/pi;

&Debug("angle ABE:$final_angle\n");

my $angle_diff=$final_angle-$starting_angle;

&Debug("Angle movement: $angle_diff\n");
&Debug("Angle movement argument: $angle_change\n");

#################################################
# Translation of E to F (distance= -dv arg)
#################################################

&Debug("BE Distance: $Vect_BE_norm\n");

my $Vect_BF_norm=$distance_change+$Vect_BE_norm;

&Debug("BF Distance: $Vect_BF_norm\n");

my $BF_BE_ratio=$Vect_BF_norm/$Vect_BE_norm;

&Debug("BF/BE ratio: $BF_BE_ratio\n");

my $Vect_BF_x=$BF_BE_ratio*$Vect_BE_x;
my $Vect_BF_y=$BF_BE_ratio*$Vect_BE_y;
my $Vect_BF_z=$BF_BE_ratio*$Vect_BE_z;

my $F_x=$Vect_BF_x+$B_x;
my $F_y=$Vect_BF_y+$B_y;
my $F_z=$Vect_BF_z+$B_z;

&Debug("FINAL C position (F is E after translation): NEW X= $F_x ; NEW Y= $F_y ; NEW Z= $F_z \n");

if ($input_file_type_parse == 0) {
my $c_line_output=" $C_type ";
if ($F_x >= 0) {
$c_line_output .=" $F_x ";
} else {
$c_line_output .="$F_x ";
}
if ($F_y >= 0) {
$c_line_output .=" $F_y ";
} else {
$c_line_output .="$F_y ";
}

if ($F_z >= 0) {
$c_line_output .=" $F_z\n";
} else {
$c_line_output .="$F_z\n";
}
$OUTPUT_TAB_END_COM{$atom_C}=$c_line_output;
&Debug("Output line for new C atom: $c_line_output");
}
if ($input_file_type_parse == 1) {
my $c_line_output="$atom_C $C_type"."$atom_C $F_x $F_y $F_z $C_type\n";
push(@OUTPUT_TAB_START_MOL2, $c_line_output);
&Debug("Output line for new C atom: $c_line_output");
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}

##################################################
# Transition atom half way between B and F
##################################################

# $transition_atom; number
# $transition_atom_type; type

my $new_transition_atom_x=$B_x+$Vect_BF_x/2;
my $new_transition_atom_y=$B_y+$Vect_BF_y/2;
my $new_transition_atom_z=$B_z+$Vect_BF_z/2;

if ($input_file_type_parse == 0) {
my $transition_atom_line_output=" $transition_atom_type ";
if ($new_transition_atom_x >= 0) {
$transition_atom_line_output .=" $new_transition_atom_x ";
} else {
$transition_atom_line_output .="$new_transition_atom_x ";
}
if ($new_transition_atom_y >= 0) {
$transition_atom_line_output .=" $new_transition_atom_y ";
} else {
$transition_atom_line_output .="$new_transition_atom_y ";
}

if ($new_transition_atom_z >= 0) {
$transition_atom_line_output .=" $new_transition_atom_z\n";
} else {
$transition_atom_line_output .="$new_transition_atom_z\n";
}
$OUTPUT_TAB_END_COM{$transition_atom}=$transition_atom_line_output;
&Debug("Output line for new transition atom: $transition_atom_line_output");
}
if ($input_file_type_parse == 1) {
my $transition_atom_line_output="$transition_atom $transition_atom_type";
$transition_atom_line_output.="$transition_atom $new_transition_atom_x $new_transition_atom_y";
$transition_atom_line_output.=" $new_transition_atom_z $transition_atom_type\n";
push(@OUTPUT_TAB_START_MOL2, $transition_atom_line_output);
&Debug("Output line for new transition atom: $transition_atom_line_output");
}

###############################################
###############################################
# Moving of all the other atoms
#################################################

my $Vect_EF_x=($F_x-$E_x);
my $Vect_EF_y=($F_y-$E_y);
my $Vect_EF_z=($F_z-$E_z);
my $Vect_EF_norm=sqrt($Vect_EF_x*$Vect_EF_x+$Vect_EF_y*$Vect_EF_y+$Vect_EF_z*$Vect_EF_z);

##### Dihedral Rotation Matrix:

my %rot_matrix_d;
$rot_matrix_d{0}{0}=0;
$rot_matrix_d{0}{1}=1;
$rot_matrix_d{0}{2}=2;
$rot_matrix_d{1}{0}=3;
$rot_matrix_d{1}{1}=4;
$rot_matrix_d{1}{2}=5;
$rot_matrix_d{2}{0}=6;
$rot_matrix_d{2}{1}=7;
$rot_matrix_d{2}{2}=8;

# | 0 1 2 |
# | 3 4 5 |
# | 6 7 8 |

######### $Vect_BC_x

my $radian_aug_dihedral=-(pi*($torsion_change)/180); # positif = clockwise
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&Debug("Angle augmentation: $torsion_change deg\t$radian_aug_dihedral rad\n");

# Normalisation:
### PAS BC mais FB à partir de F.

my $Vect_FB_x=($B_x-$F_x);
my $Vect_FB_y=($B_y-$F_y);
my $Vect_FB_z=($B_z-$F_z);
my $Vect_FB_norm=sqrt($Vect_FB_x*$Vect_FB_x+$Vect_FB_y*$Vect_FB_y+$Vect_FB_z*$Vect_FB_z);

my $Vect_FB_x_n=$Vect_FB_x/$Vect_FB_norm;
my $Vect_FB_y_n=$Vect_FB_y/$Vect_FB_norm;
my $Vect_FB_z_n=$Vect_FB_z/$Vect_FB_norm;

&Debug("Dihedral Rotation axis normalized: x: $Vect_FB_x_n y: $Vect_FB_y_n z: $Vect_FB_z_n\n");

$rot_matrix_d{0}{0}=($Vect_FB_x_n*$Vect_FB_x_n+(1-$Vect_FB_x_n*$Vect_FB_x_n)*cos($radian_aug_dihedral));
$rot_matrix_d{0}{1}=($Vect_FB_x_n*$Vect_FB_y_n*(1-cos($radian_aug_dihedral))-$Vect_FB_z_n*sin($radian_aug_dihedral));
$rot_matrix_d{0}{2}=($Vect_FB_x_n*$Vect_FB_z_n*(1-cos($radian_aug_dihedral))+$Vect_FB_y_n*sin($radian_aug_dihedral));

$rot_matrix_d{1}{0}=($Vect_FB_x_n*$Vect_FB_y_n*(1-cos($radian_aug_dihedral))+$Vect_FB_z_n*sin($radian_aug_dihedral));
$rot_matrix_d{1}{1}=($Vect_FB_y_n*$Vect_FB_y_n+(1-$Vect_FB_y_n*$Vect_FB_y_n)*cos($radian_aug_dihedral));
$rot_matrix_d{1}{2}=($Vect_FB_y_n*$Vect_FB_z_n*(1-cos($radian_aug_dihedral))-$Vect_FB_x_n*sin($radian_aug_dihedral));

$rot_matrix_d{2}{0}=($Vect_FB_x_n*$Vect_FB_z_n*(1-cos($radian_aug_dihedral))-$Vect_FB_y_n*sin($radian_aug_dihedral));
$rot_matrix_d{2}{1}=($Vect_FB_y_n*$Vect_FB_z_n*(1-cos($radian_aug_dihedral))+$Vect_FB_x_n*sin($radian_aug_dihedral));
$rot_matrix_d{2}{2}=($Vect_FB_z_n*$Vect_FB_z_n+(1-$Vect_FB_z_n*$Vect_FB_z_n)*cos($radian_aug_dihedral));

&Debug("DIHEDRAL ROTATION MATRIX :\n");
foreach my $key (keys %rot_matrix_d) {
my $j=0;
while($j<3) {
&Debug(’$rot_matrix_d{’."$key".’}{’."$j".’}’."\t");
&Debug("$rot_matrix_d{$key}{$j}\n");
$j++;
}
}

#######

for($i=1; $i<$#moving_atoms_coords; $i++) {

my $tmp_atom_nb;
my $tmp_atom_type;

if ($input_file_type_parse == 0) {
&Debug("## \nAtom number: $moving_atoms_coords[$i]\n");
$tmp_atom_nb=$moving_atoms_coords[$i];
my $old_line=$OUTPUT_TAB_END_COM{$tmp_atom_nb};
@tmp=split(" ", $old_line);
$tmp_atom_type=$tmp[0];
}
if ($input_file_type_parse == 1) {
&Debug("## \nold line: $moving_atoms_coords[$i]\n");
@tmp=split(" ", $moving_atoms_coords[$i]);
}

$i++;
my $old_moving_atom_x=$moving_atoms_coords[$i];
$i++;
my $old_moving_atom_y=$moving_atoms_coords[$i];
$i++;
my $old_moving_atom_z=$moving_atoms_coords[$i];

## movement from angle change:

my $Vect_B_moving_atom_x=($old_moving_atom_x-$B_x);
my $Vect_B_moving_atom_y=($old_moving_atom_y-$B_y);
my $Vect_B_moving_atom_z=($old_moving_atom_z-$B_z);

my $new_moving_atom_x=$rot_matrix{0}{0}*$Vect_B_moving_atom_x + $rot_matrix{0}{1}*$Vect_B_moving_atom_y + $rot_matrix{0}{2}*$Vect_B_moving_atom_z + $B_x;
my $new_moving_atom_y=$rot_matrix{1}{0}*$Vect_B_moving_atom_x + $rot_matrix{1}{1}*$Vect_B_moving_atom_y + $rot_matrix{1}{2}*$Vect_B_moving_atom_z + $B_y;
my $new_moving_atom_z=$rot_matrix{2}{0}*$Vect_B_moving_atom_x + $rot_matrix{2}{1}*$Vect_B_moving_atom_y + $rot_matrix{2}{2}*$Vect_B_moving_atom_z + $B_z;
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## movement from translation:

$new_moving_atom_x += $Vect_EF_x;
$new_moving_atom_y += $Vect_EF_y;
$new_moving_atom_z += $Vect_EF_z;

## movement from dihedral angle change:

my $Vect_F_moving_atom_x=($new_moving_atom_x-$F_x);
my $Vect_F_moving_atom_y=($new_moving_atom_y-$F_y);
my $Vect_F_moving_atom_z=($new_moving_atom_z-$F_z);

$new_moving_atom_x=$rot_matrix_d{0}{0}*$Vect_F_moving_atom_x + $rot_matrix_d{0}{1}*$Vect_F_moving_atom_y + $rot_matrix_d{0}{2}*$Vect_F_moving_atom_z + $F_x;
$new_moving_atom_y=$rot_matrix_d{1}{0}*$Vect_F_moving_atom_x + $rot_matrix_d{1}{1}*$Vect_F_moving_atom_y + $rot_matrix_d{1}{2}*$Vect_F_moving_atom_z + $F_y;
$new_moving_atom_z=$rot_matrix_d{2}{0}*$Vect_F_moving_atom_x + $rot_matrix_d{2}{1}*$Vect_F_moving_atom_y + $rot_matrix_d{2}{2}*$Vect_F_moving_atom_z + $F_z;

#$new_moving_atom_x=sprintf("%.8f", $new_moving_atom_x);
#$new_moving_atom_y=sprintf("%.8f", $new_moving_atom_y);
#$new_moving_atom_z=sprintf("%.8f", $new_moving_atom_z);

if ($input_file_type_parse == 0) {
my $new_line_moving_atom=" $tmp_atom_type ";

if ($new_moving_atom_x >= 0) {
$new_line_moving_atom .=" $new_moving_atom_x ";
} else {
$new_line_moving_atom .="$new_moving_atom_x ";
}

if ($new_moving_atom_y >= 0) {
$new_line_moving_atom .=" $new_moving_atom_y ";
} else {
$new_line_moving_atom .="$new_moving_atom_y ";
}

if ($new_moving_atom_z >= 0) {
$new_line_moving_atom .=" $new_moving_atom_z\n";
} else {
$new_line_moving_atom .="$new_moving_atom_z\n";
}

&Debug("new line for atom number $tmp_atom_nb : $new_line_moving_atom");
$OUTPUT_TAB_END_COM{$tmp_atom_nb}=$new_line_moving_atom;
}
if ($input_file_type_parse == 1) {
my $new_line_moving_atom="$tmp[0] $tmp[1] $new_moving_atom_x $new_moving_atom_y $new_moving_atom_z $tmp[5]\n";
&Debug("new line: $new_line_moving_atom");
push(@OUTPUT_TAB_START_MOL2, $new_line_moving_atom);
}
}

#################################
# Formating OUTPUT #
#################################

########### ecrire ici : $tmp_pwd/filenameblabla

@tmp=split("/", $input_file);

my $out_file_name="$tmp_pwd";
$out_file_name .= "$tmp[-1]";
$out_file_name=~ s/^(.*)(\..*)$/$1/gi;
my $file_type=$2;

if ($angle_change < 0 ) {
$out_file_name .= "_angle_l$angle_change"; # less
} elsif ($angle_change > 0 ) {
$out_file_name .= "_angle_m$angle_change"; # more adding angle
}

if ($torsion_change < 0 ) {
$out_file_name .= "_dihedral_l$torsion_change"; # less
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} elsif ($torsion_change > 0 ) {
$out_file_name .= "_dihedral_m$torsion_change"; # more adding dihedral angle
}

my $distance_change_output=$distance_change;
$distance_change_output =~ s/^(.*)\.(.*)$/$1$2/gi;

if ($distance_change_output < 0 ) {
$out_file_name .= "_distance_l$distance_change_output"; # less
} elsif ($distance_change_output > 0 ) {
$out_file_name .= "_distance_m$distance_change_output"; # more adding distance
}

my $chk_file="$out_file_name".".chk";
$chk_file =~ s/^.*\/(.*)$/$1/gi;

$out_file_name .= "$file_type";

open(OUT, "> $out_file_name");

if ($input_file_type_parse == 0) {
for ($i=0; $i<=$#OUTPUT_TAB_START_COM; $i++) {

print OUT "$OUTPUT_TAB_START_COM[$i]";
}

my @unsorted_keys=keys(%OUTPUT_TAB_END_COM);
my @sorted_keys= sort { $a <=> $b } @unsorted_keys;

&Debug("HASH PRINTING.....................\n");
foreach my $key (@sorted_keys) {

print OUT "$OUTPUT_TAB_END_COM{$key}";
&Debug("clef:$key value:$OUTPUT_TAB_END_COM{$key}");

}
}
if ($input_file_type_parse == 1) {

for ($i=0; $i<=$#OUTPUT_TAB_START_MOL2; $i++) {
print OUT "$OUTPUT_TAB_START_MOL2[$i]";

}

for ($i=0; $i<=$#OUTPUT_TAB_END_MOL2; $i++) {
print OUT "$OUTPUT_TAB_END_MOL2[$i]";

}
}
close OUT;

if ($input_file_type_parse == 0) {

system "sed -i ’s:%chk=.*:%chk=$chk_file:gi’ $out_file_name";

}

if ($distance_step==0) { # to prevent infinite loop if argument is 0_0/0
$distance_change=$distance_max+10;

}
} # End of loop over: distance
if ($torsion_step==0) {

$torsion_change=$torsion_max+10;
}

} # dihedral
if ($angle_step==0) {

$angle_change=$angle_max+10;
}

} # and angle
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A.5 Script TCL CACTVS de recherche par sous-

structure
#csts -f rescore_script_cactvs.tcl PDB/FAD/4FK8/final_4FK8.mol2
# argument du script: le mol2 de la proteine a etudier, deja traite par ’traitement_pbd.pl’ (1 seul cofacteur dans toute la protéine)

set in_file [lindex $argv 0]
set current_dir [pwd]
set prot_file "[lindex $argv 0]"
set docking_pose 10

set out_file [split [lindex $argv 0] /]
set out_dir "[lindex $out_file 0]/[lindex $out_file 1]/[lindex $out_file 2]"

molfile loop "$in_file" mol_in {

# original:
set sub_stc [ens create {c3(c(cc2-[#7](~[#6]~1~[#7]-[#6](=[#8])-[#7](-[#1])-[#6](-[#6]~1~[#7]-c2c3)=[#8])~[*])-[*])-[*]} smarts]

set match_res [match ss -mode distinct $sub_stc $mol_in amap bmap cmap ]

foreach llist $amap {
foreach liste $llist {

if {[lindex $liste 0]==14} { # atome 14 = azote reactif dans le smarts
set N_number [lindex $liste 1]

}
if {[lindex $liste 0]==4} { # atome 4 = 1er atome de carbone, cote dimethyle

set C1_number [lindex $liste 1]
}
if {[lindex $liste 0]==15} { # atome 15 = 2e atome de carbone, cote dimethyle

set C2_number [lindex $liste 1]
}
if {[lindex $liste 0]==5} { # atome 5 = azote de la queue ribityl

set N_queue_number [lindex $liste 1]
set match_parse 1

}
}

}

if {![info exists N_number]} {

set sub_stc [ens create {[#7]~2(~[#6]~1~[#7]~[#6](~[#8])~[#7]~[#6](~[#6]~1~[#7]~[#6]~3~[#6]~2~[#6]~[#6](~[#6](~[#6]~3)~[*])~[*])~[#8])~[*]} smarts]
set match_res [match ss -mode distinct $sub_stc $mol_in amap bmap cmap ]

foreach llist $amap {
foreach liste $llist {

if {[lindex $liste 0]==9} {
set N_number [lindex $liste 1]

}
if {[lindex $liste 0]==11} {

set C1_number [lindex $liste 1]
}
if {[lindex $liste 0]==10} {

set C2_number [lindex $liste 1]
}
if {[lindex $liste 0]==1} {

set N_queue_number [lindex $liste 1]
set match_parse 2

}
}

}
}

}

if {![info exists N_number]} {
puts "$prot_file No cactvs match"
exit

}

set in_mol2 [open [lindex $argv 0] r]
set parse_atom 0
while {[gets $in_mol2 line] >= 0} {
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if { [string match "\@\<TRIPOS\>ATOM" $line] } {
set parse_atom 1

}
if { ($parse_atom) && [string match "* $N_number N*" $line] } {

set splitted_line [regexp -inline -all -- {\S+} $line]
set origin_x [lindex $splitted_line 2]
set origin_y [lindex $splitted_line 3]
set origin_z [lindex $splitted_line 4]
set N_name [lindex $splitted_line 1]

}
if { ($parse_atom) && [string match "* $C1_number C*" $line]} {

set splitted_line [regexp -inline -all -- {\S+} $line]
set C1_name [lindex $splitted_line 1]

}
if { ($parse_atom) && [string match "* $C2_number C*" $line]} {

set splitted_line [regexp -inline -all -- {\S+} $line]
set C2_name [lindex $splitted_line 1]

}
if { ($parse_atom) && [string match "* $N_queue_number N*" $line]} {

set splitted_line [regexp -inline -all -- {\S+} $line]
set N_queue_name [lindex $splitted_line 1]

}
}
set tmp [string map {Hetatm_only_ final_ .mol2 _generate_rescore_NADH_chimera.com} [lindex $argv 0]]
set out [open $tmp w]

set prot_file [string map {Hetatm_only_ final_ .mol2 .pdb} $prot_file]

set initial_pos "$current_dir/ligand_positions/1F0X_fad_et_NADh_pos1.mol2"
set pos [string map {.mol2 _pos1.pdb} [lindex $argv 0]]

puts $out "open $current_dir/$prot_file"
puts $out "open $initial_pos"
puts $out "match #1:@N39,C38,C31,N30 #0:@$N_queue_name,$C1_name,$C2_name,$N_name"
puts $out "delete #0"
puts $out "sel #1:@C91,C92,C93,C94,C95,N96,C97,C98,O99,N100,H101,H102,H103,H104,H105,H106,H107,H108,H109,H110"
puts $out "select invert sel"
puts $out "delete sel"
puts $out "write format pdb #1 $current_dir/$pos"
puts $out "delete #1\n"

set initial_pos "$current_dir/ligand_positions/1F0X_fad_et_NADh_pos2.mol2"
set pos [string map {.mol2 _pos2.pdb} [lindex $argv 0]]

puts $out "open $current_dir/$prot_file"
puts $out "open $initial_pos"
puts $out "match #1:@N39,C38,C31,N30 #0:@$N_queue_name,$C1_name,$C2_name,$N_name"
puts $out "delete #0"
puts $out "sel #1:@C91,C92,C93,C94,C95,N96,C97,H98,H99,H100,H101,H102,H103,H104,C105,O106,N107,H108,H109,H110"
puts $out "select invert sel"
puts $out "delete sel"
puts $out "write format pdb #1 $current_dir/$pos"
puts $out "delete #1\n"

set initial_pos "$current_dir/ligand_positions/1F0X_fad_et_NADh_pos3.mol2"
set pos [string map {.mol2 _pos3.pdb} [lindex $argv 0]]
(...)
# ecriture de tous les fichiers Chimera pour superposer les sondes sur le groupe prosthetique de la proteine.
(...)

puts "$prot_file ok $match_parse"
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A.6 Validation de la méthode PredFace
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