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Biocatalyse, bioconversion, ingénierie métabolique : définitions

Biocatalyse : utilisation d’enzymes en syntheése organique. Utilisation in vitro.
A % > B Enzymes (voies métaboliques)

Bioconversion : transformation de la matiere organique résultant de la croissance de micro-organismes et
consiste donc en la modification d’une substance organique en une ou plusieurs autres grace a l'action
d’organismes vivants ou d’un systeme enzymatique. Utilisation in vivo.

Microorganismes exprimant tres
fortement une activité enzymatique



Enzymes pour la synthése organique

Une enzyme = un substrat ?

Dans les voies métaboliques
une enzyme catalyse une réaction sur un substrat

Nomenclature donnée par le numéro EC = Enzyme Commission

EC 1 oxydo-réductases
EC 2 transférases

EC 3 hydrolases

EC 4 lyases

EC 5 isomérases

EC 6 ligases

EC 7 translocases

Ex : fructose diphosphate aldolase EC 4.1.2.13

lyase

liaison C-C
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Une enzyme = un substrat ?

Interaction enzyme-substrat

Le paradigme

modele clé-serrure (Fischer 1894) :
une enzyme = un substrat

Ajustement

modele de I'ajustement induit (Koshland 1958) :

le substrat induit un changement conformationnel
du site actif de 'enzyme

Substrate
Key (substrate) Lock (enzyme) “

Enzyme

3 &

Lock-Key Complex Enzyme-Substrate

Complex

Pl
|

The substrate enters The enzyme clamps down
the active site of around the substrate, forming
the enzyme.

an induced fit.

N\



Promiscuité

* promiscuité de substrats : acceptation de substrat variés, métaboliques ou non.

(b)

promiscuous
substrate

A. Babtie et al. Curr.Opin.Chem.Biol. 2010, 14, 200-207

Le site actif est optimisé pour lier le substrat dans une orientation
propice aux interactions avec les résidus catalytiques et/ou les
cofacteurs (1, 2 et 3).

Dans la plupart des cas, les substrats promiscuitaires ont des
similarités structurales avec le substrat natif et développent les
mémes interactions avec les résidus du site actif (1 et 2).

* promiscuité catalytique : capacité pour une enzyme a catalyser plus d’une réaction.



Promiscuité de substrats
Exemple des cytochromes P450

* enzymes d’oxydation

* monooxygénases (transfert d’un seul oxygene de I'oxygéne moléculaire)
* présentes chez eucaryotes et procaryotes

* roles catabolique et anabolique

* chez ’lhomme, oxydation des xénobiotiques.

Variété de substrats de CYP3A4, isoforme de CYP humaine ayant une grande promiscuité de substrats,
responsable du métabolisme d’environ 50% des médicaments.

/0 Cl
oo OO ; o
o N/ / o
:70 O N <N:\
\N/\> O'P\NH \N'N CN
S
ketoconazole érythromycine cyclophosphamide anastrozole
antifongique antibiotique anticancéreux anticancéreux

’
promiscuité de substrats d( au réle biologique : détoxification



Promiscuité de substrats
Etude de CYP3A4 avec ces substrats par cristallographie RX.

cl o

boucle flexible

protéine native

protéine + substrats

c sous l'effet de la liaison avec le substrat, la protéine subit des modifications

conformationnelles conduisant a une augmentation du volume du site actif de 80%
M. Ekroos, T. Sjoogren PNAS 2006, 103, 13682-13687



Promiscuité de substrats

Exemple de la fructose-6-phosphate aldolase de E. coli K12.
Catalyse la formation de fructose-6-phosphate par réaction d’aldolisation entre le
glycéraldéhyde-3-phosphate et la dihydroxyacétone.
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20 /\)J\ + HO /\n/\ OH — 3
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o) 0 —OH

FSA . 2 > OH 23 <oH
OSPO/\;/\)K/ -— OaF’O/\Q
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Autres substrats 2%,p0" o + HO N oH
OH %
o o
R OH , .
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substrats non métaboliques
naturels ou non naturels BnO

La biocatalyse repose sur cette promiscuité.

réaction métabolique

—— > produit

——>  produit

——>  produit

——>  produit

——>  produit

X. Garrabou et al. Ang.Chem.Int.Ed. 2009, 48, 5521-5525

Le but est d’identifier des enzymes suffisamment « générales » pour accepter différents
substrats, mais assez sélectives pour ne conduire a la formation que d’un seul produit.




Promiscuité de substrats

Interactions protéine — substrat :

Molécules

[

o\ mu taille
complexité

Plus la molécule est de petite taille et simple, plus facilement elle se lie.

Plus il y a de possibilité de reconnaissance (interactions) d’'une molécule, meilleure est la
promiscuité, jusqu’au point ou il y a une contrainte géométrique dans le site actif.

/ complexité \ promiscuité

I. Nobeli et al. Nat.Chem.Biol. 2009, 27, 157-167



Promiscuité catalytique

Exemple de la sérine hydrolase de Candida antarctica, la lipase CAL-B.

Réaction métabolique : hydrolyse des triglycérides.

« oxyanion hole »
O

OJ\O/R OH o
EOKR CALB EOH + Lo SR
o 0O OH

Xn

triade catalytique |

ZHOTK\C’SS
Réaction promiscuitaire : aldolisation. °
(0] OH O
/\/\)J\ 4>CAL-B
H H

« oxyanion hole »

Mutagéneése de site : Ser105Ala et Ser105Gly
Activité spécifique : 0,0013 pmol.min-1;
0,00325 enzyme sauvage. 3
HOW/\;SS
’ o

« potentiel réactif » d’un site actif

C. Branneby et al. JAm.Chem.Soc. 2003, 125, 874-875



Promiscuité catalytique ... par un heureux hasard!

. . HO
Etude de l'oxydation d’alcools par la Galactose Oxidase (GOx) de on o 0, GOx
Fusarium sp., enzyme a large spectre de substrats. OH oH LT’
OH H20:
GOx
R™OH R N0
NH,.HCO,
0.6 M
SRu-N sl e g
NH,.HCO,
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CN
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OH GOx o NH3 SNH GOx
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CN
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J. Vilim et al. Ang. Chem. Int. Ed.. 2018, 57, 14240-14244



Transformations communes en biocatalyse

Réaction

Substrat

Produit

Utilisation

Enzymes

Hydrolyse esters alcools et acides synthése lipase, estérase, protéase
carboxyliques dédoublement
amides amines et acides synthése lipase, estérase, protéase
carboxyliques dédoublement
nitriles acides synthése nitrilase
carboxyliques dédoublement
nitriles amides synthése nitrile hydratase
dédoublement
Estérification alcools et acides ester synthése lipase, estérase, protéase
carboxyliques dédoublement
Amidation amines et acides amides synthése lipase, estérase, protéase

carboxyliques

dédoublement

Transestérification

alcools et esters

alcools et esters

synthése

dédoublement

lipase, estérase, protéase

Lorto X &
R 27 R™OH + Hz”
Z=0,NH, S

N 0

N 1,0

R 2 R NoH + NH;
N 0

N 1,0
A RJ\NHz

0 0

H,0
R P om + Hz R
Z=0,NH, S

0 0

R0 Rs o R oo R o R



Transformations communes en biocatalyse

Réaction

Substrat

Produit

Utilisation

Enzymes

Réduction acides acides aldéhydes synthése carboxylic acid reductase
carboxyliques (CAR)
Oxydation alcools  alcools secondaires  cétones synthése alcool déshydrogénases
(ADH), oxydase
alcools primaires aldéhydes synthése alcool déshydrogénases
(ADH), oxydase
Oxydation amines  amines aldéhydes, cétones synthése amine oxydases
Hydroxylation C-H aromatiques phénols synthése monooxygénases,
dioxygénases, péroxydases
Oxydation Bayer cétones esters synthése Bayer Villiger

Villiger

monooxygénases (BVMO)

o O

j)\H NADP)® |

RTOR R™OR
R’ = H, alkyl




Transformations stéréosélectives communes en biocatalyse

Réaction

Substrat

Produit

Utilisation

Enzymes

Déhydro halohydrines époxydes synthése halohydrine déhalogénases
halogénation
Réduction aldéhydes alcools synthése alcool désydrogénase (ADH)
carbonyles cétones cétoréductase (KR)
Réduction imines amines synthése imine reductase (IRED)
imines
Transamination aldéhydes amines synthése transaminases (TA)

cétones
Amination aldéhydes amines synthése amine dehydrogénases
réductrice cétones (AmDH),
Amination aldéhydes amines synthése reductive aminases (RedAm)
réductrice cétones

R RH\NH

z

j\ NAD(P)H )N\Hz
R™ R R7*R

R”NH, .
j\ NAD(P)H NHR



Transformations stéréosélectives communes en biocatalyse

Réaction

Substrat

Produit

Utilisation

Enzymes

Réduction alcenes  aldéhydes, cétones, aldéhydes, synthése éne-réductases (ENR)

activés esters a,-insaturés cétones, esters

Hydroxylation C-H saturées alcools synthése monooxygénases
péroxydases

Formation aldéhydes cyanohydrines synthése hydroxynitrile lyases (HNL)

cyanohydrines cétones

Aldolisation aldéhydes aldols synthése aldolases

" NAIOZ)ZPH OH
R)\R’ R)*\R’
0
J o HCN "N R’ = H, alkyl
R™ R R7R i
0 ) OH O



ACTIVITES ENZYMATIQUES D’INTERET EN SYNTHESE

Ou et comment disposer des enzymes d’intérét ?

métabolisme

bases de données, littérature

Sous quelle forme ?

ou?

& isolées entiers

m Enzymes Microorganismes

Enzymes commerciales :

ul

Sigma-Aldrich ; Amano ; DSM ; Novozymes ;
Codexis ; Almac etc ...

Faible variété, surtout enzymes hydrolytiques



Disponibilités des souches de microorganismes |

Ll
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Ou trouver des enzymes catalysant des réactions d’intérét en synthése organique ?

‘ dans le métabolisme !

Tous les organismes. produisent des eni\}mes pour catalyser. I'ensemble des réactions de leur
métabolisme. Il est connu depuis longtemps que des extraits de ressources naturelles peuvent aussi
catalyser les réactions in vitro. '

Par exemple, fabrication de fromages fermentation alcoolique etc ..

Les industries agro-alimentaires ont Ioglquement éte’ parml les premieres-a avoir utilisé les enzymes in
vitro.

Jusqu’au 19°™¢ siécle, utilisation des enzymes sous forme d’extrait d organismes entiers, le catalyseur
responsable’de la transformation chimique est alors inconnu. S

Développement de la biocatalyse « moderne » date de la fin du 19m€sigcle lorsque Buchner a montré
qu’un extrait de levure « non vivant » était capable de convertir du sucre en éthanol.

L'identification et la source de I'enzyme adéquate pour résoudre un probleme
synthétique particulier sont a la base de chaque projet en biocatalyse.

Metabolic pathways
Source : KEGG pathway maps
http://www.kegg.jp/kegg/atlas/?01100



* Production d’enzymes recombinantes.

@\lff%@”’ gene codant pour la
‘19\’ protéine d’intérét

l pck  ADNde I'organisme exprimant la protéine
ou

gene synthétique

E.coli ou autre bactérie ou
levure ou champignon

l culture (pousse)

boite Petri ou erlen ou réacteur

l extraction des plasmides (lyse)

O O
O

l insertion dans hote d’expression

l culture (pousse)

-ontréle du gene par séquencage

E.coli ou autre bactérie
ou levure ou champignon

boite Petri ou erlen ou réacteur

surexpressmn

[ ]
- N " .’..

oone

weo extrait cellulaire
(lyse, centrifugation, surnageant)

protéine purifiée

cellule entiére



Formes d’utilisation des enzymes

Cellules entiéres. O C

e a priorile plus simple, microorganismes ou tissus
» facile car tous les co-facteurs sont présents, pas besoin d’en ajouter
* probléemes éventuels : culture ou prélevement, pas faciles pour le chimiste organicien! ou difficulté de travailler a
fortes concentrations (fragilité de la membrane cellulaire)
: nécessité d’une tres forte expression d’une activité enzymatique, exemple de Saccharomyces
cerevisae (levure de boulanger), tres utilisée, ou besoin de systeme de recyclage de co-facteurs, exemple des

CYP450.

Cellules d’expression (enzymes recombinantes, cellules entiéres). @
< " 4

* surexpression de I'enzyme d’intérét
* présence de tous les co-facteurs de la cellule hote ou possibilité de co-exprimer des enzymes de recyclage si
systeme de I’hote est insuffisant.



Enzymes en solution.

* sous forme d’extraits cellulaires
* sous forme purifiée
* tres facile a utiliser, méme par un chimiste organicien!

* inconvénients : présence d’agents stabilisateurs exemple glycérol, qu’il faudra éliminer pour

purifier le produit d’arrivée.

Enzymes « solides ».

* enzymes lyophilisées, ajoutées sous forme de poudre dans la réaction,
tres facile d’utilisation.

Enzymes immobilisées.

* immobilisation sur un support solide par liaison covalente ou non

* tres simple d’utilisation et facilite le traitement de la réaction (simple filtration)
» réutilisation sur plusieurs cycles

* souvent meilleure stabilité

* tres bien adapté pour les procédés en continu (applications en industrie).

o

Racombiasnt
Protein A -
el

E

il |
L
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Enzymes industrielles

Industries les plus « consommatrices » :

e agro-alimentaire
* textile, cuir
* papier.

Essentiellement des hydrolases

Biocatalyse ne représente qu’une toute petite part du

marché global des enzymes.

Biocatalyse :

* enzymes commerciales (quand disponibles)
* protéines recombinantes (large acces a la biodiversité).

A Early Applications B Increased Enzyme Accessibility
- HO OH HO :OH
HO, 0,H Hoz’z}_\%m

https://doi.org/10.1021/acscentsci.1c00273

(\

U.S. Enzymes Market
Size, by Type, 2020 - 2030 (USD Billion)

Produits pharmaceutiques
Biotechnologie
$3.1B Diagnostic
$2.98 Biocatalyse

020 2021 2022 2023 2024 2025 2026 2027 2028 2029 2030
@ Industrial Enzymes Specialty Enzymes

https://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/enzymes-industry

(o Current Biocatalysis




Accéder a de nouvelles enzymes

Améliorer des enzymes

Concevoir des enzymes

ingénierie protéique

-

fouille bases de données

nouvelles enzymes
enzymes améliorées

propriétés désirées
métagénomes conception de novo

criblage microorganismes /




Accéder a de nouvelles enzymes : criblage biodiversité, recherche in silico

e Approche fonctionnelle

« Historique » : criblage systématique pour une activité donnée.

Culture avec substrat source de C/ N ou autre.
substrat de

I'activité a tester
comme source de

CouN
culture
\\\
\ o @ o
set) GG
: . ¢a pousse =
microorganisme , . T
L. . le microorganisme possede l'activité
(bactérie, levure, champignon) ol
recherchée!

Exemple : recherche activité nitrilase

N NIT Q
=
W7 Aoy + | N:Q source d’azote



* Explorer la biodiversité

* milieux encore non explorés
* milieux riches d’'un point de vue «métabolique »

* milieux extrémes.
gh'é, P
V‘

HUMAN
MICROBIOME
PROJECT

intestins des termites microbiome humain

station d’épuration milieu marin pH extrémes, aridité, basses T, salinité etc...

Impossibilité d’isoler et de cultiver les microorganismes

le milieu est récolté « en entier » :

métagénomes, acces a la biodiversité non cultivable
L. Fernandez-Arrojo et al. Curr.Opin.Biotechnol. 2010, 21, 725-733



Métagénomique fonctionnelle Ei
»

Recherche de nouvelles enzymes hydrolytiques dans eADN (ADN environnemental) de sols et de gousses de

vanille.
Technique utilisée : microfluidique de gouttes, gouttes « eau dans huile ».

Environmental

samples
(Q (’\;U Second round
1. Transformation 2. Droplet 3. Incubation 4. Sorting (2 kHz) 5. DNA recovery
generation (8 kHz)
0200 (,g\\:: 108 réactions
207 , .
testées /jour
S 6. Sequencing
bstrat )
substrats ‘!f?
2d G p New 6 sulfatases & 8
gy $ catalysts phosphotriesterases
c Avantage : trés haut débit c Inconvénient : test d’activité, générique / spécifique
tests de 1 250 000 variants enzymes a large spectre : souvent hydrolases

P.-Y. Colin et al Nat. Commun. 6:10008 doi: 10.1038/ncomms10008 (2015)



e Approche in silico

'
Exploration des bases de données bioinformatiques qui recensent les séquences nucléiques (genes codant
pour les enzymes) ou protéiques (enzymes).
(
3 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/, séquences nucléiques
NCBI
http://www.brenda-enzymes.org/,
T%‘%mthREEYAm’PfSyML « The comprehensive Enzyme Information System »
PfO..t .': http://www.uniprot.org/help/uniprotkb, séquences protéiques,
information fonctionnelle ; annotation automatique
qu”iAssprot http://erszme.expasy.org/, sequen.ces protéiques, Nobel 2024
— information fonctionnelle : annotation experte (manuelle) David Baker (conception protéines)
P D) -- http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do, Demis Hassabis & John Jutr)per (prédiction
PROTEIN DATA BANK structure protéines, AlphaFold)

structures 3D protéines et acides nucléiques

AlPhaFOI(-i[ https://alphafold.com/ prédiction structure 3D a partir séquence primaire

Au 22/10/2024 :

248 266 673 protéines « prédites » répertoriées

572 214« évaluées » associées a une publication

226 262 structures expérimentales de protéines ; 1 068 577 modeles de structures


http://www.uniprot.org/help/uniprotkb
http://www.brenda-enzymes.org/
http://enzyme.expasy.org/
http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://alphafold.com/

* Approche in silico : exploration des génomes L8

D)

Comparaison de séquences protéiques :

protéine(s) de séquence connue.
BLAST BLast (Basic Local Assignement Search Tool)

MRPLDVTPTISPGAQDLPRTMHFAAEPPLQPLIIDITEEEKLEITYIGKKLKRKYKSYDDPGFISMLHLNAYTLLPERAKVLSNFGTDFSDQQYGAVVLRGLIEIGQDELGPTPRSWQETDHEKIMEYGFISSLLHGAVPSKPVEYFAQRKGGLMHAIIPDENMSFTQTGSGSRTDLVHTEDAFLHNAADFLSFLFL
RNEERVPSTLYSIRSHGRPDAILQEFKPIYKCPKDANYASEEALGDDIRTSVLYGSRSAPMRFDAAEQIYNEDANQDPEALHNLKRFWEEARKLIYNDFVPESGDLIFVNNHLCAHGRNAFLAGFREENGQLVKCERRLMLRMMSKTSLINIREVTHPENPYLIMEEHYGKVYSAHLANL

Comparaison entre les séquences protéiques des bases de données

!

Sélection de séquences +/- identiques
\ par exemple de 30 a 80% d’identité de séquence sur 80% de la longueur )

!

/ Genes a cloner

!

Production protéines

\ Tests fonctionnels pour détecter l'activité recherchée \ D




* Approche in silico : exploration des génomes L8
Identification de « signatures » d’activité enzymatique. ® (&

Les protéines sont classées en familles selon la présence de domaine(s) particulier(s) ou de séquence(s)
protéique(s) caractéristique(s). Ces signatures sont identifiées par différentes approches informatiques en
commencant le plus souvent par un alignement de séquences de protéines partageant les mémes caractéristiques.

Exemple : Bayer-Villeger MonoOxygenases (BVMO), catalysent
la réaction d’oxydation de Bayer-Villiger. =

L L

(0] (0]
R)J\R’ e R)LO’R’ SHE E P
* description d’un motif protéique signature de lactivité gﬁE
BVMO : FXGXXXHXXXW/(DP) e
criblage des bases de données : F L [

*

* ré:cupération d’envirf)n 100 séquences . 1§ !q E”I

* sélection de séquences provenant d’organismes : :
thermophiles IgEig | B

* identification et caractérisation d’une nouvelle BVMO E | ﬁm‘w “; ’E

thermophile. | B PR L
PILEEE BRI

M. W. Fraaije, J. Wu, D. P. H. M. Heuts, E. W. van Hellemond, J. H. L. Spelberg and D. B. Janssen,
Appl. Microbiol. Biotechnol., 2005, 66, 393.



* Approche in silico : exploration des génomes Ei
Identification de catalophore : « constellation de site actif ». *

Prédiction d’activités catalytiques basée sur la constellation formée par les groupements fonctionnels des résidus d’un
site actif. FMNH, _

H
R2 r/RS Rl pe

Co)|F —— _.R!

Exemple : ene-réductases catalysent la réduction

d’une double liaison activée. _Ewa AR Ewa— >,
AH ®
Hydrogen-  AH HTyrosine
bond donors
% identification d’un site actif « minimal » * criblage de la base de données structurales PDB avec ce
patron 3D  vigs Y
9 fH191 { H124
N194/ RA9 ()

nouvelle
enzyme

enzyme de
référence

Identification de deux nouvelles enzymes de séquence
et structure 3D completement différentes

G. Steinkellner et al., Nat.Comm., 2014, 5, 4150.



* Meétagénomique basée sur la séquence : découverte de nouveaux genes/nouvelles enzymes

A

-

Environmental Sample

-

B

L

[B

—_~

5

Metagcnomig DNA Isolation J

/

(C

N

Sequence-Based Metagenomics

-a—e—

4, Plasmid/ Integron capture

Functional Metagenomics

1. Sanger and! or NGS sequencing 1. Library creation @
- 454 pyrosequencing - Small insert (plasmid)
“ Mlumina - Large insert (fosmid/cosmid/BAC)
- SOLID
. PacBio 2. Host selection
- lon Torrent/ lon Proton - Single host
- Dual/ multiple hosts
2. Gene targeting '
T_D:_ge;nerale primers + PCR ( Ib
- 2ot @®
. @®
3. Data mining
- Bioinformatic sequence searches 3. Libeary screening 4. Transposon mutagenesis
- De novo gene synthesis - Identification of positive > EE T
- Conserved domain searches clones

t

- TRACA or specific primers H
. identified genes)
ok :
) e

5. Cloning and expression of

4

N

Ca

Novel Gene Discovery

fm-»«-»i]

-
& @

métagénomique
fonctionnelle

E. P. Cullinganet al. Virulence 2014, 5, 399-412



Améliorer les enzymes existantes

A. Directed Evolution

Wild-type parent gene Homologous genes

!

Error-prone PCR

i

DNA shuffling

_—

Screen by colorimetric assays,
growth-based, or FACs.

J

(= —— -
Chimera can be
subjected to
iterative error-
prone PCR.

\

A mutant with slight
improvement is
mutated again for
higher activity.
Significant
improvement can be
achieved after several
generations.

3

B. Rational Design

A priori structural and mechanistic
information of the enzyme is required.

Computer models identify hot spots.
Residues can be specifically
mutated or subjected to saturation
mutagenesis.

g

This targeted design generally
requires less screening
efforts.

C. Combined Methods

Strategies to combine the methods vary.
One possible combination uses directed
evolution to create random diversity.

[ =Ilil~

This finds mutations which affect the
desired activity. Saturation
mutagenesis is performed on those
specific residues.

il -

This optimal mutant can be subjected
to further error-prone PCR.

D.T. Eriksen et al. J. Struct. Biol. 2014, 185, 234-242.



* Evolution dirigée.

Processus itératif, jusqu’a obtention d’un « bon » mutant présentant I'amélioration recherchée.

(a few) random , kT M oy
mutations £ 7. - Flgdieintidiieal

. w1 )’f} S = sesecvsevyss
2 %. 3 & 3% QoG mmw«w’

- 5 EAET ap ST ~:;‘mf—>m
& & 5 :‘ {) ‘ ~ ~ ‘ =

& ;‘ X Pt .
Qa ¢
YES
repeat
Parent gene ;; o
(= parent protein)

4/

" Evolved gene
(= evolved protein)

Q Inconvénients :

nombre tres important de tests ;
processus chronophage ; coliteux.

Optimized
A
> —_— gnzyme
©
—; L A L ’

nb of evolution cycles

Jesse D. Bloom, and Frances H. Arnold PNAS 2009,706, 9995-10000

Nobel 2018 pour I'évolution
dirigée des enzymes
Frances Arnold




Exemple :
changement de spécificité de substrat, d’un acide gras a longue chaine (C12-C20) au propane.
(0]

& \/\/\/\/\/\)L
NN OH

(a)
NN
11(11)
/ HO
/\/\

i P450;,,5
gy

® 7

12345678910
alkane chain length

l/\ 18(3)

0
123 4°S'6'7'8 910

A~
19(1)

o .
12345678 9%10

k‘_
20(4)

Superposition de la structure du CYP450

BM3 de départ (orange) et de
I'intermédiaire 139-3 (vert)

R. Fasan et al. J.Mol.Biol. 2008, 383, 1069-1080.

Comparaison des tunnels d’acces



Conception rationnelle

/ Rational Protein Design

R
m

SRR Y

O O

Mutant 1 Mutant 2

200

Protein structure

!

~

Nécessite :

1. Planning of mutants
2. Site-directed
mutagenesis

* informations structurales sur I'enzyme
* compréhension du mécanisme réactionnel au

l

Vectors containing
mutated genes

A 4

niveau moléculaire (modélisation).

Stratégies :

Transformation in E. coli

* mutagénese saturante de site

v

1. Protein expression
2. Purification

* mutagénese dirigée
* assistance par calcul (computational (re) design).

Mutant
enzymes

_/




Exemple :

modification du site a%tif pour changementospécificité de substrat.

HO
NGH

HONOH +NH;  AspB aspartase de Bacillus sp YM55-1
0

O NH,
" Amine binding pocket Amine binding pocket Amine blndlng pocket
“ N‘42(B> T101(8) p-Carboxylate p-Carboxylate p-Carboxylate
H188(A)
Y é S319(€) / rN\H3 0 inding pocket (ﬁﬁa o; inding pocket NH3 inding pocket
== e} - 7 .
““\;N!*i_ - , ) 7)o" I N mécanisme
e -y ® interactions \ o Hiy ) .
o H o a-Carboxylate O a-Carboxylate 1O\ a Carboxylate propose
K324(C) . O H o enzyme-su bstrat binding pocket ~ S318 binding pocket ~ S318 binding pocket 8318
HaN ‘otq/zt N i i
FB - (d 3 pres RX) Aspartate Enolate intermediate Fumarate
H
N326( S318(C) S140(B)
S, Ci87 .
H1 9 oy
/g LY T101(8) 06 & u/\:%% ;
N N > _ant /1 .
= e / g aidia JM modélisation mutant
g W :33- 9 /7.‘ "";15 H’.o Asp B + Asp ’ "< 'f} h
HaN dQ\‘\ H‘H‘;j ;ﬁ/ d{x"( 4 1324 1 4 F29 + B-P e
T187(A) = « No A s V321
| o S ’ '@o,::da Lty ﬁf/& . T187C; M321V
N326(C) H ) ‘d‘; ds y _T141(8) 4 o i 4 K3241; N326C
: \
dy f Heo 0
S K324(C) \ /go

\_
S:HB(C)\/Q B0

contraintes géométriques des
interactions enzyme-substrat pour
I'activité catalytique avec des B-
amino acides

computational redesign

(]

©/\)LOH

acide cinnamique
15 g/L

NH, O
F29, NH,

OH
pH 8.8, 30 °C

Hydroamination

conversion 50%
rdt 43%, ee >99%

R. Liet al. Nat. Chem. Biol. 2018, 14, 664-670



Concevoir de nouvelles enzymes

% choisir une réaction et le site actif « idéal »
associé a cette transformation

* concevoir in silico les sites actifs de 'enzyme
présentant toutes les propriétés requises

* trouver une protéine « support » pour
insérer le site actif ainsi concgu

* modélisation moléculaire

* tests fonctionnels.

transition
state

—| * E¥=HY¥
—

(1) define

catalytic groups

(2) optimize
geometry

(1) characterize \

(2) optimize

—

improve
packing

tailor-made
enzyme

theozyme " —|:|:

dock
into scaffold

Current Opinion in Chemical Biology



Conception in silico

Elimination de Kemp OzN\@N O2NCECN
o OH

Réaction non naturelle ; réaction modeéle pour transfert de proton a partir de C

B
H

Q Déprotonation C par base AN N OZN\@/;\:‘
. !

Y
T

N
- (j I\
HX

Q Choix de la base catalytique :
carboxylate Asp ou Glu

b
diade : His + Asp ou Glu ;)ig

Stabilisation ET résidu m-stacking )-\'\—

Nobel 2024 pour design
Asp ou Glu . .
computationnel protéines
Résidu donneur liaison H David Bake(
=ai
) | . R
Recherche structure protéique capable de supporter les constructions : p

env 100 000 possibilités

D. Réthlisberger et al. Nature 2008, 453, 190-195



Conception in silico °2N©§N OzN\©:CN
o OH

Q Minimisation : optimisation géométrie ET, redesign résidus autour ET (RosettaMatch)
NB : majorité de TIM barrel (tonneau alpha/beta), augmentation au cours process

Q Sélection pour test expérimental de 59 designs dans 17 scaffolds :
39 Asp ou Glu et 20 diade His/Asp ou Glu

Q Activité mesurable pour 8 ; NB mutation base catalytique supprime activité

Q Les deux plus actives : KE59 et KE70

KE70 : DP ald olase E coli, TIM
barrel, diade His16 Asp34, Tyrd7
n-stacking

KE59 : 3GP synthase Sulfolobus
solfataricus, TIM barrel, Glu231
comme base catalytique, Trp110
n-stacking, Ser211 liaison H

D. Rothlisberger et al. Nature 2008, 453, 190-195



Conception in silico OZNCFN OzN\©:CN
o OH

Q Evolution dirigée sur un des designs pour lequel structure a été déterminée par RX, KEO7
Q 7 tours de mutations aléatoires / DNA shuffling : augmentation > 200 fois k.,./Ky,

Q Mutations sur positions adjacentes aux positions clés : « fine tuning » de 'enzyme

Comparaison de la structure cristallisée du design KEO7 et du modeéle :
structure en cyan, dans état sans substrat
modele en gris avec ET (jaune)

D. Réthlisberger et al. Nature 2008, 453, 190-195



Conception in silico, autre approche

Biocatalyseur entierement de novo :

e structure protélque hd « Contréle » de tous |eS réSIdUS
* activité catalytique. * fonction dans conditions différentes.
His
Glu
Exemple : réaction d’hydrolyse. g_/<° % Cys triade catalytique
O?nnn|||H’N\¢N”””'H_S/\§ CyS‘HiS'GIU.
e ’\‘\ \} f
Stratégie : construction d’une spirale enroulée constituée d’un (\ T ( ‘
\ s e . . . |
heptamere de 7 hélices a en tonneau et « installation » de la triade >
dans le lumen de I’heptameére par mutations sur positions adéquates.
-
/)\>f (
. . ON O,N |
Test fonctionnel : \@\ 0 \©\ 0 —)
OJ\ e oH ¥ HOJ\ '
Efficacité catalytique ~ hydrolases naturelles <
Dépassement du modele standard de conception d'enzymes A.J. Burton et al. Nature Chem. 2016, 8, 837-844
, . . . . . Pour revues sur le design de novo, voir : A. Zhanghellini Curr. Opin. Biotech 2014, 29, 132-138
axé uniquement sur la chimie des sites actifs. V. Vaissier Welborn, T. Head-Gordon Chem. Rev. 2019, 119, 6613.6630

De Pina Mariz et al. Org.Biomol.Chem. 2021, 19, 1915-1925



