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Pour faire face aux conséquences de la cause anthropique du change-
ment climatique, la chimie se voit contrainte de développer des
procédés plus respectueux de I'environnement. Avec des usines cellulaires
comme les micro-organismes, la biologie de synthése s’inscrit dans cette
perspective. En effet, la biologie de synthése uni combine le pouvoir de
régénération des mi ro-organismes avec le potentiel synthétique de leurs
voies métaboliquesZest I'application des principes du développement
durable au monde dé la chimie. Bien que de nouvelles voies métaboliques
soient découvertes réguliérement, I'utilisation industrielle de la chimie du
vivant reste limitée a quelques grandes réactions. En particulier, les réac-
tions de formation de liaisons C-C, pour laquelle la chimie de synthése
offre de trés nombreuses variantes, sont peu développées en biocatalyse.
Face a ce constat, un des défis de |a chimie du XXI® siécle est d’enrichir le
champ de la biocatalyse en rendant biocompatibles des réactions qui ne le
sont pas (ou peu) actuellement.
Les enzymes artificielles provenant d'enzymes dont lactivité a été modifiée
et/ou redirigée, ou d’enzymes créées de novo, sont des outils de choix
pour cette nouvelle &re de la chimie. Le développement d’enzymes artifi-
cielles pour le bénéfice de la chimie fine va de pair avec des progrés
spectaculaires dans des domaines variés de Ia biocatalyse, tels que I'immo-
bilisation d’enzymes sur des surfaces pour conduire a des biocatalyseurs
supportés, les technigues d’évolution dirigée, I'ingénierie des voies métabo-
liques, la catalyse in cellulo/in vivo etc. Ces derniéres années, un nombre
croissant d'enzymes artificielles ont été congues, dont certaines qui cata-
lysent une réaction de Diels-Alder (DA). Celles-ci ont fait I'objet d’une
attention particuliére car, jusqu’a la fin du XX® siéde, les réactions de DA
étaient considérées comme appartenant au seul domaine de la chimie_et
leur introduction en biocatalyse représentait un défi majeur a releverénﬁ‘
une introduction générale sur la biocatalyse et les développements récents
de son utilisation A I‘échelle industrielle, la réaction de Diels-Alder est
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présentée ainsi que ses nombreuses applications en synthése. La partie cen-
trale de l'article s’oriente alors vers la découverte d’enzymes capables de
Catalyser la réaction de Diels-Alder dans les systémes vivants pour se foca-
_ liser ensuite sur le développement de métalloenzymes artificielles capables
de catalyser cette réaction. S’ensuit alors une discussion sur les avantages
et les inconvénients des différents systémes pour conclure sur les perspec-

tives qu'ils offrent.

| Points clés
| Domaine : biocatalyse

Degré de diffusion de la technologie : émergence

Technologies impliquées : biotechnologie, chimie bioorthogonale, catalyse,
modélisation moléculaire

Domaines d‘application : synthése chimique

Principaux acteurs francais :

~ Pbles de compétitivité : pble TERRALIA-PASS

- Centres de compétence : Les deux équipes auteurs de cet article, I'équipe de
M. Salmain Sorbonne Université.

- Industriels : Tout industriel qui s’appuie sur la biocatalyse

Autres acteurs dans le monde : I'équipe de G. Roelfes, upiversité de Greringen,
Pays?ﬁas ; I'équipe de D. Baker, université de Washington, Etats-Unis ; I'équipe de
P. C. 'Kamer, université de St. Andrews, Royaume-Uni ; et I'équipe de T. Hayashi,
université de Osaka, Japon.

1. Biocatalyse

Dans un contexte de développement d’une chimie verte,
c’est-a-dire d’une « chimie qui a pour but de concevoir et de

. développer des produits et des procédés chimiques permettant

__ de T. Bornscheuer b&4f. [2].

de réduire ou d’éliminer I'utilisation et Ia synthése de subs-
tances dangereuses » [1], la biocatalyse s’est imposée sur ces

. vingt derniéres années comme une alternative incontournable ’
_ & la chimie classique,/[2] [3] [4] [5] [6] [7]. En effet, la bio- 59/

catalyse intervient dans de nombreux procédés industriels
dans les domaines de la chimie dite de commodité, comme
par exemple la production de l'acrylamide par hydrolyse de
I'acrylonitrile catalysée par la nitrile hydratase (procédé Nitto e
30 000 tfem) [8] ou encore la production de diacides & longue , Gm L]

_ chaine par oxydation d’acides gras par des cytochromes P450

(Chinaby Cathay Biotech, 40 000 t.an"1) [9] [10]. Avec des
tonnages plus modestes, la biocatalyse est également 3 la
base de trés nombreux procédés en chimie fine pour la phar-
macie et l'industrie des ardmes et des parfums. Ce dernier
aspect de la biocatalyse industrielle a fait I'objet de la revue

Cet essor impressionnant de la biocatalyse a I'échelle
industrielle est en partie dii 3 la nécessité de faire évoluer
nos procédés chimiques classiques vers une chimie durable,
mais surtout a l'apparition de nouveaux concepts fondamen-
taux et de techniques d’analyse de plus en plus performantes.
En effet, la biocatalyse a bénéficié de la découverte de nouvelles

- enzymes grace au séquencgage des génomes, aux criblages a

haut débit des activités enzymatiques, & l'accés aux génes
synthétiques, aux techniques de clonage pour la conception
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rationnelle et I'évolution dirigée d’activités enzymatiques. Avec
ces nouveaux aspects de la biologie de synthése, J. Keasling

~ et ses collaborateurs ont réussi & reprogrammer par ingénierie

métabolique une souche de levure pour lui faire synthétiser
I'artémisinine, un antimalarique naturel isolé de la plante
Artemisia annua [11] [12] [13]. Cette étude fondamentale a
mené a la mise au point d’un procédé biocatalytique de fabrica-
tion de l'artémisinine par la société Sanofi-Avantis. Installée
depuis 2013 a Garessio (Italie), I'usine produit environ 50 t}aﬁ
d'artémisinine.

Dans une perspective d'accroitre et de diversifier le potentiel
des activités enzymatiques du vivant [14], une nouvelle
approche a émergé au début des années 2000. Il s’agit du
domaine des enzymes artificielles [15]/dont 'objectif est d’uti-
liser le potentiel du vivant pour introduire ex nihilo des

— activités enzymatiques copiées sur des réactions de la
- chimie classique. Focalisée sur la réaction de Diels-Alder,

cette revue se rapporte a cette nouvelle perspective en bio-

- catalyse.

2. Réaction de cycloaddition
de Diels-Alder
La cycloaddition de Diels-Alder (DA) est une réaction emblé-

matique qui a marqué la chimie de synthése [16] [17]. Son
impact en biologie est aussi important, car elle est devenue un

- outil efficace pour la modification chimique sélective des pro-

téines dans I'étude de leurs fonctions in vitro et in vivo [18].
La réactionéj’impliquant que des dérivés carbonés (homo-DA),

titué. Une de ses variantes intéressante (hétéro-DA) (figure 1)
est la formation de composés hétérocycliques par

~ (figure 1) conduit a la formation d’un dérivé CYC'OheX:?que subs-

cloaddition

~ de diénes et diénophiles qui contiennent au moins un hétéro-

atome.

Le principal intérét synthétique de la réaction de DA est sa
capacité a créer, en une seule étape, 2 liaisons C-C, ainsi que
4jcentres stéréogéniques dont les configurations relatives
d%coulent de la stéréochimie (£ vs Z) des précurseurs et de la
géométrie (exo vs endo) de |'état de transition (ET). La réac-
tion de DA entre dans la catégorie des réactions péricycliques
thermiques concertées entre les 4 électrons = du didne et les
2 électrons = du diénophile. Sa régio- et sa stéréosélectivité sont
régies par les régles de Woodward-Hoffmann qui impliquent la
conservation de la symétrie des orbitales frontieres HO (Haute
Occupée) et BV (Basse Vacante) telles que représentée sur
les figures 2b et 2¢ [19]

Dans les réactions de DA djtes « normales » ou & demande

- électronique normale, i. e. impliquant un diénophile substitué

par un groupement attracteur d’électrons (EWG, Z) et un
diéne portant un groupement donneur d’électrons (EDG, X),
la régio- et la stéréoselectivité sont contrdlées par une interac-

~ tion suprafaciale des deux partenaires avec le recouvrement de

I
~

LR2 [
Homo-D. ,é et B = carbones
Hétéro- A//€ et/ou B = hétéroatomes
R3

Iy % Y i
Ly — S, elan = \

Figure 1 — Réaction de Diels-Alder

.&V\“ W

8-2021 © Editions T.1.

¥

M =

de la \/Ca) e




INNOVATION

I'HO du diéne avec la BV du diénophile. La régio/électivité, 9/ = ;
. ortho vs/méta, est controlée par le recouvrement maximal entre

_ les orbitales atomiques affectées du plus grand coefficient de

~ I'HO et de la BV (figures 2a et 2c).[20] Pour I'homo du diéne,

- le plus grand coefficient étant celui de 'orbitale localisée sur le

carbone Cy, et pour la BV du diénophile celui de |'orbitale loca-

lisée sur l'atome CB, c’est la formation de l'ortho-adduit qui est

. favorisée. Pour l'ortho-adduit, le stéréosisomére endo est ciné-

_ tiguement favorisé en raison d'interactions secondaires favo-

- rables qui stabilisent un état de transition endo (figure 2c).

Les réactions de DA & demande électronique normale néces- C)—UvX’YV\ \{ \/wQQc LLQ \,3 Wb

- sitent souvent des températures élevées. Plusieurs approches

S c): v (’,L; u“ c

g

cal ) DA
+ g} —> Demande électronique normale
x ~ Rl = EDG et RZ = EWG
R! Demande électgonique inverse 4
e o
e Rl = EWG et R? = EDG 2
(@) régiachimie
DE normale DA catalysée
A /
X
o X *M"e

HO'*}‘l

artho

Recouvrement
secondaire

exa endo

@ @ et @ orbitales frontidres HO et BV impliquées EN
dans la réaction de Diels-Alder avec une demande
d’électron normale (X = EDG)

= r
Figure 2 - Réaction de Diels-Alder a Ll e
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ont été développées pour tenter d'abaisser I"énergie d’activation
et accélérer la réaction. Notamment, les acides de Brénsted ou
de Lewiquui diminuent I’énergie de la BV du diénophile font
été largement utilisés dans les réactions de DA catalysées
(figure 2b) [21]. Les effets électrostatiques ont également &té
retenus dans une approche organocatalytique [22]. En soly-
tion aqueuse, I'accélération des réactions DA par confinement
hydrophobe [23] a été obtenue dans les zéolites [24] ou 3
l'aide de molécules macrocycliques telles que les cyclodex-
trines/[25]/les calixarénes [26] et les cucurbituriles 274

Les réactions DA ont également fait I'objet d’'importants
développements en synthése asymétrique avec l'utilisation
d'auxiliaires chiraux sur les réactifs ou de ligands chiraux dans
les réactions de DA métallo—catalysées,[zs]. Dans ce contexte,
€n ancrant un cofacteur métallique éspectivement sur I’ARN,

~ I'ADN et des G-quadruplexes d’ADN fJaschke [29]1/et Feringa et
~ Roelfes [30] &t [27] [31]) ont introduit le concept d’ARN/ADN-
_ zymes qui a conduit au développement de catalyseurs efficaces

dans les réactions énantiosélectives de DA [32] [33] [34].

Réaction de Diecls-Alder :
Mne cycloaddition [4 + 2] d’un didne conjugué et d'un alcéne
/(diénophile).

2.1 Applications industrielles

La réaction de DA permet la synthése d'une variété de com-
posés organiques d’origine naturelle [16]. La mise en ceuvre

- de cette réaction pour la production & I’échelle industrielle est
- la preuve de sa robustesse et son efficacité [35].

La réaction de DA est largement utilisée dans l'industrie des

_ arbmes et des parfums [36]. En effet, le cyclopentaditne et |e

1,3-butadiéne sont les précurseurs d’une large gamme de subs-

__ tances volatiles telles que le jasmacycléne, le florocycléne, le
_ gardocycléne et g lyra?fui sont préparés & |’échelle de plu-

sieurs tonnes cha ée par des processus qui impliquent

~ une réaction de DA (figure 3). Ainsi, la réaction de DA est

largement utilisée pour |élaboration de fragrances dans les
savons, les produits d'hygidne, les préparations cosmétiques,
les assainisseurs d’air, les détergents textiles et |es produits de

i nettoyage [37],.r Etant donné que la perception de l'odeur et

de I'arbme est un phénomane subjectif, la disponibilité d’une
large gamme de parfums abordables avec une longue durée de

- conservation est souhaitable. La réaction de DA semble é&tre

bien adaptée pour poursuivre ces objectifs, car elle permet la
construction efficace de structures cycliques 3 six chai-
nons avec divers profils olfactifs vz

R{[M o

1

|

|

|

|

|

|

|

Jasmacycléne®, Cyclacet® (R = ~CHj3) Lyral® !
Florocycléne® (R = ~CH,CH3) |
Gardocycléne® (R = -C(CH5),) |
{

i

|

|

Ces molécules phare de la chimie des arémes
et des parfums sont préparées via des réactions de DA4

{ S R e e ————
Figure 3 - Structure du jasmacyciéne, du florocyciéne,
du gardocyciéne et du lyral
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- arbmes et des parfums.

__ hotables comme les vitamines D2 et D3,

~ sulfan a été préparé 3

De nombreuses substances olfactives ont ainsi été prépardes
par la réaction d’'un didne -~ souvent dérivé du cyclopentadiéne,
du butadigne ou du cyclohexadiéne — avec un dérivé acrylique.
Ces matiéres premigres disponibles en grande quantité et 3
bas prix sont compatibles avec les directives de l'industrie des
Les composés sont obtenys Spus..
forme d'un mélange de diastéréoisomeéres et/ou de régiolso-
meéres et sont habituellement purifi€és par distillation. La distil-
lation est en effet la méthode de choix pour isoler des
composés volatils, contrairement aux industries pharmaceu-
tiques ou agrochimiques, ot la cristallisation (souvent de compo-
sés hétéroaromatiques) est l'option préférée. Dans le cadre
d’une utilisation intensive de la distillation sous pression
réduite, les unitds de production correspondantes sont
capables de fonctionner sous un vide supérieur & la norme de
30-100 mbar couramment utilisée dans une usine chimique.
Certains produits sont commercialisés sous la forme d’un
mélange défini de composés de structures apparentées aux

~ propriétés olfactives uniques. Les informations concernant la
composition de chaque ingrédient olfactif sont souvent limitées
~aux informations de pureté par chromatographie phase
~ gazeuse, généralement appelées « somme d'isomeéres ». Ceci

_ contraste avec les substances pharmaceutiques qui sont haute-
__ ment réglementées

[38]. Les autorités imposent en effet de
cibler les puretés diastéréoisomares et énantiomériques aussi

 élevées que possible, avec des limites supérieures acceptables

fixées par une évaluation toxicologique préliminaire.

En dépit de son utilisation pour la synthése d’arémes et de
colorants, la réaction de DA semble sous-utilisée dans le reste
du monde industriel chimique. Par exemple, les réactions de for-

~ mation de liaisons C-C représentent environ 11,5 % de I'ensemble

du répertoire réactionnel utilisé en chimie médicinale. Dans ce
groupe, les réactions catalysées par des complexes de palladium
représentent environ 60 % des occurrences, tandis que la réac-
tion de DA ne représente que 1,8 % du nombre total de réac-
tions [39]. La réaction de DA est néanmoins utilisée a I'échelle
industrielle pour Ia préparation de plusieurs composés
la vitamine BS6, la
médrogestone, les provitamines K3 et K4, et plusieurs dérivés
d'anthraquinone, d'anthracéne et de prostaglandines de type E et
F. La situation est similaire en agrochimie ol parmi les rares
exemples d’utilisation de la réaction de DA a l'échelle industrielle,
nous trouvons la synthése du célebre endosulfan (figure 4) [40].

Cet insecticide organochloré est suspecté d'avoir entraind |a
mort de centaines de personnes depuis 1970, il est interdit
dans I'EU depuis 2005. Pendant les années 1990-1980, I'endo-
I'échelle de 10 000 tfan en utilisant a
réaction de DA.

cl /Cl

> icide organochloré est suspecté d’,
la mort de centai de T

il est interdit dans I’'EU
1990-1980, l’elynsu
de 10 000 £ASH en utilisant Ia réaction de DA

Figure 4 - Structure de I'endosulfan
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Pour expiiquiéle faible nombre de réactions de DA
menées a I'échelle industrielie dans les industries pharma-

_ ceutiques et agrochimiques, nous pouvons suspecter des pro-

blemes liés & linstabilité des réactifs et & la synthése en
réacteur discontinu utilisée pour ce type de réaction bimolécu-
laire. De plus, les précurseurs qui permettent ces transforma-
tions efficaces peuvent &tre difficiles d'acces a I'échelle de la
production, d’un point de vue technique ou économique.
Evaluer la sécurité de cette réaction avec des substrats sujets &
la polymérisation, maitriser Ia syntheése complexe de réactifs
élaborés de DA et contréler la sélectivité de la réaction sont en
effet de véritables défis. Cependant, ces objectifs ne sont pas
spécifiques 2 la réaction de DA, mais sont plutét typiques de la
mise & I'échelle de toute réaction chimique, et les industries des
arémes et parfums ont prouvé que la réaction de DA était un
atout (voir préalablement). La rareté des exemples de réactions
de DA a grande échelle dans I'industrie pharmaceutique refléte

= plutét davantage la démarche suivie dans lindustrie pour la
~ découverte de médicaments B qui sappuie sur des librairies de

composés émergeant d’un ensemble de réactions préférées
(i.e. couplage de Suzuki et formation d’amide) [41] [42]. Les
développements dans le domaine de la catalyse asymétrique de
la réaction de DA, y compris I'utilisation d’enzymes artificielles
apparues ces derniéres années, n‘ont pas encore été appliqués
a grande échelle [43]. Dans le contexte des obstacles crois-
sants au développement de substances actives innovantes,
l'utilisation impartiale de la panoplie compléte de réactions
chimiques doit &tre implémentée pour ouvrir des voies efficaces
vers de nouveaux composés chimiques prometteurs.

Une provitamine est une substance issue de l'alimentation
pouvant étre transformée en vitamine par l’organismeZ

I

i A retenir
- La réaction de DA crée, en une seule étape, 2 liaisons C-C

ainsi que 4 centres stéréogéniques.

| - La réaction de DA est une réaction péricyclique thermique

| concertée entre les 4 électrons = du digne et les 2 électrons =

| du diénophile.

- La régio- et la stéréo-sélectivité de la réaction de DA

| sont régies par les ragles de Woodward-Hoffmann /qui

| impliquent la conservation de Ia symétrie des orbitales
frontiéres.

des ar6mes et parfums.

w‘ - La réaction DA est largement utilisée dans les industries

3. Réaction de cycloaddition
de Diels-Alder biocatalysée

Jusqu’a la fin du sidcle dernier, les réactions DA semblaient
exister uniquement dans le domaine de la chimie de synthése.
Mais en 2000, Vederas [44] et Watanabe [45] ont décrit pour
la premiere fois dans la littérature deux enzymes multifonc-
tionnelles présentant des activités Biels-Mderase (DAase). 1|
fallut attendre 2011, pour que la premiére vraie DAase, SpnF,
soit découverte par le groupe de Liu [46] ouvrant ainsi la voie
a la découverte d'autres DAases [47] [48] [49] [50] [51] [52]
[53]. Au cours des 20 derniéres années, un nombre croissant
de DAases supposées ont été décrites. Cependant, peu d’entre
elles ont clairement été identifiées comme DAases et la ques-
tion concernant leur mécanisme -concerté vs/en deux étapes-
est encore débattue.

~
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. é 3.1 Découverte de Diels-aldérases naturelles
3 Jusqu'a récemment, les DAases décrites dans la littérature ne
4 catalysaient que des cycloadditions intramoléculaires. Récem-
5 ment, une DAase catalysant des réactions intermoléculaires
~ 6 (MaDA), impliquée dans la biosynthése de la chalcomoracine
7 avec une efficacité et une énantiosélectivité élevées, a été rap-
8 portée [54]. Fait intéressant, MaDA présente une promiscuité de
RREgRY substrats qui offre des opportunités d’évolution enzymatique pour
10 lutilisation de substrats non naturels et ouvre la voie & une utili-
15 sation en biocatalyse.
12 Des structures aux rayons X de plusieurs DAases naturelles
13 ont été obtenues (Lepl [55], MaIC [56], Spnf [571, AbyU [58],
14 Pyrl4 [59], PyrE3 [60]). Dans la plupart des cas, les structures
15 aux rayons X indiquent que ces enzymes agissent comme une 4
16 matrice [61]/qui lie les substrats dans une poche hydrophobe et
17 oblige le diene et le diénophile 3 adopter une conformation
A8 proche de celle de I'ET (figure 5). Des approches de modélisa-
19 tion moléculaire ont suggéré qua lintérieur de la cavité, les
20 effets dlectrostatiques contribuaient 2 la polarisation du digne et
21 du diénophile abaissant I'enthalpie d’activation par la stabilisa-
- 2% -~ tion des redistributions de charge dans I'ET [58].
54 Alors que les structures 3D suggérent des résidus impliqués
_____ 25  dansla ﬁygtlon/activlatlon. des sub§trats, la 'muyagenése dl_rl_gé,e
26  de ces résidus n'a jamais complétement &liminé les activités *
27\1 DAase. i . i xemple de Pyrl4 ‘Ea structure"‘*\ . /
84y crl_stallogra,phlAque de PyrI‘_I ‘StETESHIGE &n #esenc_:e{du pro- \
29 [ duit de la réaction de DA qui se trouve dans une cavité hydro- |
30 phobe ou les résidus GIn115 et His117 semblent responsables de i -
31 | lactivation du précurseur diénophile (figure 6) [59]. Cependant, | =
32 | la mutation de GInl15 ou H117 en alanine a entrainé respective-
33 | Mment une diminution de seulement 30 % et 6 % de l'activité f
34 enzymatique (Kt), sans influence significative sur l'affinité du /
35 % subsﬂathMQ.ﬁeC|peu etre attribué a la flexibilité de la rohe
35 - catalytique qui peut adopter d’autres conformations qui meénent
37 & de nouvelles interactions avec les substrats, et ainsi & leur
38 activation. Bien que les données de structure et de mutagenése
39 ne soient pas disponibles pour toutes les DAases, la plasticité de -
0 la poche protéique semble &tre une caractéristique commune -
41  aux DAases naturelles. e et s
42 T S S =
43 3.2 Opportunités et limites
,723 des Diels-alderases naturelles &
h )
WIAG part MaDA, toutes les DAases naturelles catalysent des HL} QY
47 réactions intramoléculaires peu utiles pour la biocatalyse. Or la ) X
48 réaction DA est trés importante pour la synthése chimique, d’ol \ = (
49 le besoin de développer des DAases artificielles qui col"nble- 2 M‘Y,&. \"&f»b\‘l é‘""
50  raient le manque de DAases naturelles dans la transition vers W n:
ol Ko e v =
= e : g
54
55 <
56 X
57
5,8 fe) NH
8590
R {oY0 L QZ/ [::] |
‘ 61 K N\
62 Oam it c'a(
630 | Qﬁf
64 o R
Ral Sl
ElEpn -
S E7EY
.68 Figure 5 - Schéma montrant I’effet matrice des DAases
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(en jaune) est lié avec les résidus Gin115
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|

His117

|
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@ détails du réseau de liaisons hydrogéne entre T
et les résidus GIn115 et His117 (en rouge)
qui informe sur @ la structure de I’'ET
.

de la réaction de DA qui conduit 3 I;

A @ précurseur de la pyrroindomycine e

Figure 6 ~ Structures du complexe Pyrl4 (PDB ID: 5BU3)-produit I (un précurseur de la pyrroindomycine)

une chimie plus verte. Nos connaissances des caractéristiques

___ fonctionnelles des DAases naturelles, ainsi que des catalyseurs

synthétiques sont la base de la conception de DAases artifi-
cielles. Pour &tre efficace, un catalyseur de la réaction de DA
doit donc répondre au cahier des charges suivants :

- avoir une cavité capable d’accepter le digne et le diéno-
phile dans des positions favorables a I'induction d’une sélecti-

vité/

~/étre capable de stabiliser I'ET de la réaction pour abaisser

~ I'énergie d’activation. Dans ce contexte, un parameétre clé pour

évaluer l'efficacité d‘un catalyseur est la vitesse d’accélération
ou molarité effectiveéqui compare les vitesses des réactions

sées dans les mé&mes conditions expé-
rimentales.

La Molarité Effective (ME) exprimée en concentration
molaire est le rapport entre la constante de vitesse du
premier ordre ke (min~!) et la constante de vitesse
du second ordre kyncar (M1 . min~1) déterminde pour la
réaction de DA non catalysée.
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- La premiére DAase naturelle a été découverte en 2011,
elle catalyse une réaction intramoléculaire. o5t

- Seule MaDA découverte en 2020 catalyse une cyclo@-
dition de DA intermoléculaire.

- Des études structurales indiquent que les DAases
agissent comme des matrices qui lient les substrats dans
une poche hydrophobe, et obligent le digne et le diénophile
a adopter une conformation proche de celle de I'ET.

|
|
|
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§
i
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4. E:@isa?s»%i‘ﬁarases artificielles
sans métal

Deux approches ont été utilisées pour générer des DAases
artificielles sans ion métallique : l'utilisation d’anticorps cataly-
tiques ou la conception d’enzyme in silico. Comme mentionné
précédemment, les propriétés catalytiques des enzymes pour
une réaction donnéde sont dues & la stabilisation de I'ET de

- cette réaction qui conduit & une diminution de son énergie

d’activation. Il a été montré que des anticorps sélectionnés

- contre un ET ou un mime de cet ET possédaient une activité
- catalytique équivalente & celle des enzymes. C'était le début de

I’tre des anticorps catalytiques et donc des DAases artificielles.
Ainsi, en utilisant le systéme immunitaire des mammiféres,
plusieurs groupes ont réussi & générer des anticorps spéci-
fiques pour catalyser la réaction de DA. Avec le m&me objec-
tif, d’autres groupes ont choisi la conception d’enzymes in
silico (ou de novo), qui a fai E 4 au
cours des derniéres années grice au développement des outils
de la modélisation moléculaire, permettant une prédiction de
plus en plus précise de la structure tertiaire des protéines, de
leur stabilité et des interactions protéine-protéine ou protéine-
ligand [62].

4.1 Utilisation des anticorps catalytiques

La stratégie générale implique la génération d’anticorps
monoclonaux sélectionnés pour lier une molécule appelée hap-
téne qui imite I'ET de la réaction (figure 7) [63].

Le premier anticorps capable de catalyser_une réaction de
DA a été rapporté en 1989 par Hilvert et aICet anticorps
(1E9) a été dirigé contre le dérivé endo-héxachtorénorbornéne 1,
un analogue stable de I’état de transition de la cycloaddition
du dioxyde de tétrachlorothiophéne sur le N-éthylmaldimide

(figure 8). 1E9 s'est avéré capable de catalyser la réaction de
DA avec un kgye de 13 min~! et unefefficacité molaire (EM)

de 10% M. Le produit de la réaction D perd spontanément SO,

Cce qui conduit & un produit qui ne ressemble pas & ’hapténe 1,

et évite ainsi Iinhibition par le produit. La structure 3D du
fragment de I'anticorps (Fab) 1E9, complexé avec une molé-
cule d’hapténe 1, a été résolue. Elle a révélé que la poche de
liaison de I'anticorps fournissait une complémentarité de forme

_ significative avec I'hapténe, via des contacts de van der

Waals, du =stacking entre le résidu Trp H50 et le substituant
maléimide, et une liaison H entre un groupe carbonyle du

- substituant maléimide, et le résidu Asn H35 [65]. Il a &té
. montré a l'aide de calculs de mécanique quantique que la trés

bonne activité catalytique observée pouvait &tre expliquée par
le degré élevé de complémentarité de forme entre 1E9 et
I'dtat de transition de la réaction [66].

Par la suite, le groupe de Schultz [67] a décrit la génération
d’anticorps dirigés contre le bicyclo[2.2.2]octane hapténe 2,
congu pour mimer I'état de transition « bateau » de la cydloaddition

\W S;L ene vau,c\%
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de I'anticorps 1E9 comprenant I'hapténe 1 (PDB ID : 1C1E)/[65]

Figure 8 — Réaction de Diels-Alder catalysée par I'anticon 1E9 dirigé contre 'endo-hexachloronorbornéne 1 &f Structure aux rayons X

8-2021 e  oEdiions Tl




W

I INE RS
‘

i
|

i

de DA du diéne sur le diénophile correspondant (figure 9). Un
anticorps sur les dix testés (39-A11) s’est avéré capable de

_ catalyser la formation du produit endo avec un kgz; de 40 min~1,

La structure tridimensionnelle du complexe entre 39-A11 et

_ I'napténe 2 a été obtenue par étude de diffraction des rayons X

[68] [69]. Elle a permis de conclure que l'anticorps liait les

. substrats dans une conformation réactive réduisant vraisem-

blablement les degrés de liberté de translation et de rotation.
Le mécanisme de la liaison stéréosélective d’hapténes énantio-
meéres par l'anticorps 39-A11 a été étudiée par Zhang et al. 3
l'aide de docking moléculaire complétées par des calculs de
mécanique quantique [70]. Sur la base de ces données, ['ori-
gine de la stéréosélectivité de 39-A11 a été attribude & la pré-
sence d’une liaison H entre un oxygéne du maléimide et Asn
H35 stratégiquement positionnée et au n-stacking du maléimide
avec Trp H50 au site de liaison de 'anticorps (figure 9).

Aprés ces premiers exemples, plusieurs groupes ont employé
une stratégie similaire et ont produit des anticorps pour catalyser

[ =T
(o]
=
+ N—Ar —»
S
OY NH o
R I =
endo
5 ;\ e ;\,‘J,\C. L:C’\'\
0 coon (& e
Ar §—<: :>— NH & A
; rgH
o]

;",‘\\/N—Ar vall91
o} 4 Ao *

——
Hapténe 2 |

ProlL96

et légéres de I'anticorps

7z NS

ArgH97

39-A11

AsnH35

Les marqueurs H et L des résidus acides aminés se référent respectivement aux chaines Iourdesm\

/

s

Figure 9 — Réaction de DA catalysée par Vantico! = 39-Al1l dirigé contre 'hapténe bicyclique 2

39-A11 contenant I'hapténe 2 (PDB ID : 202W) )
I
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des cycloadditions d’homo-DA [71] [72], d’hétéro-DA [73], ainsi
~ que de aza-DA [74] [75]. Parmi tous ces exemples, il faut citer Qo
— les anticorps développés pour catalyser la réaction de DA du 2 /ey \ \
(trans-1-N-acylamino-1,3-butadiéne] avec le N,N-diméthylacry- mn e ¢
- lamide conduisant a "adduit 3 (figure 10), réaction qui a égale- p 0 y ;
- ment été utilisée comme modéle pour la conception de DAases ;r T LAkt e 12 -
par une approche in silico (§ 3.2). | ’
Des anticorps ont été générés en utilisant deux stratégies
10 [71] [72]. La premiére, rapportée par Gouverneur et al., impli-
11 quait la génération d’anticorps monoclonaux dirigés contre
I deux diastéréoisomeéres d’un hapténe bicyclique rigide utilisés
,,,,,, 13~ comme analogues d’ET pour cette réaction (4 et 5 sur la, / :
14  figure 11a) [71]. Wmanticorps/ 7D4/ dirigé contre 'hapténe 4 L f{' //
15 s'est avéré capable de catalyser péférentiellement I'addition :
~16  selon la voie favorisée endo/et alors qu’un autre anticorps, Y. 4
17 22C8, dirigé contre I'hapténe 5, catalysait la réaction selon la
18 voie défavorisée exo pour donner sous des formes énantiomé-
g’ riqguement pures les produits d'addition cis et trans (Tableau 1,

ot
oL
23
DA P
o e
SieuiE (9
oy L
2B R. _NH o
29

e /—Q-coon
DanC T Ay R §—o

VONOUTD W N

e S

4355 trans-(3R, 4R) :
FIN = R

o]

: 45 2 exo-3RR

trans-(3S, 4S)

exo-35%

% 55 7 endo i

=4

cis-(3R, 4S)

25 9uids endo-3RS

,,,,63 ¥ e \’C‘Q cis-(35, 4R)
64 mon L

endo-35R

67 Figure 10 - Différents isoméres pouvant étre obtenus par la réaction de DA du 4-carboxybenzyl trans-buta-1,3-diéne-1-carbamate

b8 etdu N, N’ _diméthylacl‘y|amid«ezl(x = NHCOR et Z = CONMe,)

e B

b
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Hapténe 4 (Ab 7D4)

| endo _|

“7>CONMe2

13G5

j—NHCOR"

s
Pl
7 .

i

:"; CONMe,

Fe

/O\/ NHCOR"”

Hapténe 6 (Ab 13G5)
R?{o\/\/COOH

Hapténe 7 (Ab 4D5)

R §—OCOOH

o o}
R,Sg\o/\)J\o_N; :
o]

TyrL36

Hapténe 5 (Ab 22C8)

/ﬂ |;CONMe2

o]
NH
-
)

@ par les anticorps 22C8 et 7D4 dirigés contre les hapténes bicycliques 4 et §

Argloi

AsnH50

P
@ par les anticorps 13G5 et 4DS dirigés contre les hapténes @ et 7 dérivés du ferrocéne/@xcture RX
du 13@5 avec Vinhibiteur 1-carboxy-1'-[(diméthylamino) carbonyl] (PDB ID : 1A3L)

b4

Figure 11 - Réaction de DA du 4-carboxybenzyl trans-buta-1,3-diéne-1-carbamate et du N, N’ -diméthylacrylamide catalysé

entrées 1 et 2). La comparaison des structures aux rayons X
des hapténes 4 et 5, avec les structures calculées des états de
transition correspondant aux voies endo et exo, a montré qu’ils

- constituaient d'excellents mimes de ces états de transition. Le

principal résultat de cette étude est donc la génération d'un
catalyseur pour la réaction de DA selon le processus exo ciné-
tiquement défavorisé. Dans ce cas particulier, il a été suggéré

- que lénergie de liaison devait &tre utilisée pour rediriger la

réaction selon le chemin de plus haute énergie. Les besoins
énergétiques pour le contrdle de la stéréochimie dans les rdac-

- tions de DA sont généralement d’environ 20 kcal.mol™!, &ner-
- gie qui peut &tre facilement fournie par la liaison des substrats

a l'anticorps.
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Tableau 1 - Parameétres cinétiques et régio- et stéréo-sélectivités observées pour la réactjon DA
du i-carbamyl-trans-1,3-butadiene 4-carboxybenzyl et le N, N’ -diméthylacrylamide catalysée
des anticorps monoclonaux (entrée 1-4) et enzymes artificielles (entrée 5-9) ;
U
! Constant;de Pt Efficacité catalytique | Efficacité molaire
% endo:exo du 1*",ordre
Entrée Catalyseur a -3 EC EM
\fee (%] o | men [heat K U020 o/ Az pin-ay ez, s7] (M)
fae Ea ‘Nu ¥( e = LAS 2N LQ?L\\ VA é“x’i‘/
1 7D4 SHgoAm qUEmENE 3,44 2108 [35] 48
[endo-3RS > 98 o]
i t
2 22¢8 i S 3.1 604 [10] 18
[ex0-355 > 98 %]
i o exo > 98 % = g
3 13G5 [ex0-355 > 95 %] L5 nd e>9
= 5 endo > 98 % »
4 4D5 [endo-38S > 95 %] 3,48 nd 4/9
5 DA_20_00 - 1,66 3,6 [0.06] 4
DA_20_10 2 35 366 [6] 94
v endo uniqi;é'ment o
7 DA_20_20 [en do-3R‘*'\> 99 %] 75 2 040 [34] 199
8 CE6 G A% 36,7 5220 [87] 97
E 9 CE20 S 23 v 180 32 400 [540] 478

Dans une autre approche originale pour produire des anticorps
a activité DAase qui puissent catalyser la formation d’exo- ou
d’endo-cycloadduits, Janda et ses collégues ont utilisé des hap-
ténes 6 et 7 dérivés du ferrocéne [72]. Ces hapténes flexibles,

_ avec des noyaux cyclopentadiényles capables de tourner libre-

ment en solution, ont été congus en supposant que le systéme
immunitaire pourrait geler un conformére qui imite I'état de
transition de la réaction de DA. L'anticorps 4D5 dirigé contre
I'hapténe 7 catalyse I'endo-cycloaddition favorisée (tableau 1,

. entrée 4). L'anticorps 13G5, dirigé contre 6, s’est avéré capable
de catalyser la réaction d’exo-cycloaddition défavorisée entre le
diéne,correspondant et le diénophile (figure 11b) avec une dias-
s téréo{sélectivité (tableau 1, entrée 3). La structure cristalline du
- Fab 13G5 complexé & la forme acide de I'hapténe 6 a été déter-

-4

minée [76]. Elle a révélé que le ferrocdne était complétement

— enfoui dans l'anticorps, avec la rotation des cyclopentadiényles
- restreinte par des contraintes stériques imposdes par des

liaisons hydrogéne spécifiques au sein du site de liaison de

— lanticorps. L'anticorps 13G5, ainsi que d’autres anticorps

- monoclonaux issus du méme processus d'immunisation, ont pu

étre utilisés par Cannizzaro et al. a des fins synthétiques pour

produire l'adduit de DA énantiomériquement pur [77]. Des

~ calculs de mécanique quantique ont ensuite été itilisés pour
rationaliser les effets des différents ré-)sidus catalytiques sur les

états de transition et sur I‘énantiosélectivité observée. Ces - ‘7

- études suggerent que I'hapténe 6 utilisé pour le criblage d’anti-

4

corps ressemble beaucoup au complexe de Van der Waals des

réactifs.

Un anticorps monoclonal est une glycoprotéine pro-
duite par une seule et méme lignée de lymphocytes B qui
se trouve activée en présence d’un antigéne. L'anticorps
monoclonal posséde une affinité spécifique envers cet anti-
géne qui est le plus souvent une autre protéine.

8-2021
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4.2 Enzymes générées par une approche
in silico

B La stratégie generale pour concevoir une enzyme in

silico consiste a optimiser par des calculs I'ET de la réaction
~ désirée, puis & générer des sites actifs minimaux contenant
- des reSIdus d'acides aminés judicieusement sélectionnés pour
stabiliser cet ET par des interactions non covalentes. Ces sites
actifs minimaux sont nommés « théozymes ». Des protéines
10 qui s’adaptent a ces theozymes et leur fournissent une protec-
11 tion contre le milieu extérieur sont ensuite sélectionnées in
12 sifico pour &tre ensuite optimisées. L'ensemble d’algorithmes
13 et d'outils de prédiction de structures macromoléculaires
14 ROSETTA, dont le développement a été initié par le groupe de

WENOUTAWN

15 David Baker & l'université de Washington, a été au centre du
ig travail détaillé ci-aprés.

18 ¥ Le seul exemple de DAase généré par cette approche
19 a été décrit par le groupe de David Baker [78]. La réaction
20 modle choisie est celle déja utilisée pour développer des

21  anticorps catalytiques : il s'agit de la réaction de DA entre

22  le 4-carboxybenzyl-trans-1,3- -butadiéne-1-carbamate et la

23 N,N-diméthylacrylamide pour produire I'énantiomére endo-3
D4k (ﬁgure 10). Suivant la procédure décrite ci-dessus et sché-
25  matisée en figure 12, la structure de I’ET de plus basse
26 énergie conduisant au produit endo- 3RS 5 4té optimisée
27  par calculs et des résidus d’acides aminés ont été introduits
A pour activer le diéne (une glutamine ou une asparagine
29  pour effectuer une liaison hydrogéne avec le groupe N-H du
30  carbamate) et le diénophile (une sérine, une thréonine ou

31  une tyrosine pour engager une liaison hydrogéne avec l'oxy-

32  géne du groupement carbonyle de I'amide). Pour chacune

33 de ces structures calculées, un ensemble de conforméres a

34 été généré en permettant la rotation autour de certaines

35 liaisons et en variant les paramétres géométriques des liai-

36 sons hydrogéne.
el

38

39 T e TR
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— la liaison des substr:
~ stratégie pour améliorer les performances de la DAase a été

Les résultats obtenus conduisent a un ensemble de « théo-
zymes » constitué des sites actifs minimaux capables de cata-
lyser la réaction désirée. Ces théozymes ont ensuite été
confrontées a une banque de 207 protéines de structures dif-
férentes en utilisant le programme RosettaMatch [79] [80].
Les protéines hotelsélectionnées ont ensuite été optimisées ;
pour cela, des mutations ont été effectuées in silico afin
d’optimiser les interactions avec les états de transition ciblés

- [79] [81] &i sur la base de la géométrie du site actif et de

la stabilisation de I'ET. Les génes synthétiques correspondants

~ ont été commandés et les protéines ont été exprimées dans

Escherichia coli. Deux d’entre elles se sont avérées capables
de catalyser la réaction de DA désirée. Dans les deux cas, les

_ acides aminés catalytiques sont une glutamine et une tyro-

sine. Les performances catalytiques de la meilleure des deux
enzymes artificielle/ (DA_20_00) restent toutefois modestes

__ avecun Keap de 1,66 x 1073 min™t et un EM = 4 M (tableau 1,

entrée 5). Des expériences de mutagenése dirigée ciblant des

résidus du site actif ont été réalisées pour améliorer |'efficacité

tique menant a 'enzyme DA_20_10 (k.; = 35{[‘10'3

et EM = 94 M (tableau 1, entrée 6)). Il est a noter que,

ans tous les cas, le produit endo-3RS a été obtenu avec un
ee > 99 % confirmant la pertinence de I'approche.

# Aprées cette preuve de concept réussie, différentes stratégies
ont été employées pour améliorer les performances cataly-
tiques des enzymes générées par cette approche. Tout

~ d'abord, le groupe de David Baker a utilisé un jeu en ligne,
~ Foldit, pour améliorer I'enzyme DA_20_10 [82]. Développé en

2008, Foldit (plie-le en Anglais) est un jeu crowdsourcing (ou
production participative)/qui utilise la créativité et le savoir-faire
d'un grand nombre de joueurs volontaires, non nécessairement
experts, pour résoudre des tdches complexes centrées sur le
repliement des protéines, la prévision de structure et les interac-

_ tions protéine-protéine ou protéine-ligand [83]. Il a ainsi été
~ demandé aux joueurs d’améliorer les performances de la DAase

artificielle en remodelant certaines boucles du site actif, pour
que les substrats soient moins exposés au solvant et pour per-
mettre des interactions stabilisantes supplémentaires. Pour
cela, les joueurs ont été autorisés a supprimer ou a insérer des

_ résidus sur ces boucles, ainsi qu’a muter des résidus du site

actifs. De cette maniére, 70 000 séquences ont été générées et
les design de plus faibles énergies ont été visualisés et triés par
les chercheurs.

Au final, 4 designs ont été sélectionnés pour étre optimisés
par des joueurs « confirmés ». Les protéines ont été exprimdes
et testées pour étre a nouveau optimisées par les joueurs de
Foldit. Aprés plusieurs itérations, une enzyme possédant des
propriétés catalytiques nettement améliorées a été obtenue
(CE6){ tableau 1 entrée 8). La structure cristallographique de
ce varfant a été résolue et il apparait que la position des rési-
dus catalytiques est inchangée. Par contre, une structure héli-
coidale de 24 résidus (comprenant une large insertion de
13 acides aminés) gelst positionnée comme un couvercle au-
dessus du site actiff;;e qui confére une plus grande stabilité

ts a Vintérieur de la cavité. La deuxiéme

développée par le groupe de Banie| Hilvert (Zirich, Suisse)
[84]. Les auteurs ont réalisé plusieurs cycles d’évolution diri-
gée par « error prone PCR » (ePCR) 3 partir des séquences
des enzymes DA_20_10 puis CE6. Dans un premier temps,
en partant de DA_20_10, une mutation systématique de tous

- les résidus susceptibles d’interagir avec les substrats ou les

résidus catalytiques a été effectuée. Le meilleur mutant pré-
sente 6 mutations (sphéres vertes, figure 13.) Puis, aprés
8 cycles d’évolution dirigée par ePCR, le descendant le plus
actif (DA_20_20) cumule 13 mutations : les 6 mutations pré-
cédemment décrites, 5 en surface et 2 situdes dans le coeur

,_f;
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»b
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~ CE =540 M2 . s et ME = 478 M, figure 14f) et l'enzyme

@ cas de DA_20_20 : identification des mutations
générées par évolution des résidus du site actif
(sphéres vertes) et par évolution dirigée
de 'ensemble de la protéine (sphéres jaunes).
Les mutations sont reportées sur ia structure

de enzyme DA_20_00 (PDB 311C) %

@ cas de CE20 : mutations précédentes combinées
a celles du couvercle introduites par les joueurs Foldit,
et aux mutations générées par ePCR sur la protéine

entiére (boules rouges) et sur le couvercle (boules bleues).

et al [8

“avec permlssmn de la reference

Les mutations sont reportées sur la structure j /
de I "enzyme CEG PDB 3U0S) lgure reProdulte ﬁ L j/ 4

Figure 13 - Optimisation des DAases générées in silico

hydrophobe de la protéine (sphéres jaunes, figure 13). L'effi-
cacité catalytique de DA_20_20 est 5,5 fois plus élevée que
celle de DA_20_10 (tableau 1, entrée 6). Afin d’améliorer
- davantage les propriétés des DAases artificielles, les 13 muta-

~ tions obtenues ci-dessus ont été introduites dans I'enzyme CE6

générée par les joueurs Foldit, et le variant a été soumis a plu-

~ sieurs tours d’évolution dirigée. Le descendant le plus perfor-

mant, CE20, présente des substitutions additionnelles dans la
séquence de la protéine entiére et dans celle du couvercle
(sphéres rouges et bleues, figure 13). Les propriétés catalythues
de CE20 sont nettement améliorées (keyr = 180 #1073 min,
affiche une efflcacité catalytique pr‘es de 100 fois supérieure a
~celle du design initial (tableau 1, entrée 9). Ce variant a

permis la synthese a plus grande echelle (Jusqu’é 30 mg) du
" produit emdo-3R® en solution aqueuse et a température
ambiante avec plus de 90 % de conversion.

La structure de CE20 en présence d’un analogue de subs-
- trat a été résolue par diffraction des rayons X et permet de
mieux comprendre les bases structurales des améliora-
tions évolutives (figure 14a). Les résidus catalytiques et la
- forme du site actif ont été congus avec succés dans les théo-
- zymes initiaux, en effet les chaines latérales des résidus cata-
lytiques (Tyri34 et GIn208) adoptent des positions similaires
- dans les descendants successifs (figure 14b). Par contre, la
- stabilisation du substrat dans la poche catalytique a été opti-
misée. La premiére enzyme DA_20_00 avait un site actif trés
ouvert dans lequel les substrats n’étaient pas étroitement liés
- (figure 14c). L'insertion d‘un couvercle (CES)f-&lgure 14d) et
~ des évolutions de ce couvercle et du site actif ont conduit &
— une enzyme (CE20) affichant une poche hydrophobe profonde

OLQS'«CY'YH 2o & {‘W.Oa /

) He evw\
(idem
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k

1% iC 4:})
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~ dans laquelle les substrats sont parfaitement logés (figure 14e).
Il est intéressant de noter que les performances de CE20 sont
comparables a celles des DAases naturelles. En effet, |'effica-
cité catalytique (EC) de CE20 (540 M~2571) est comparable
a celle de MaDA (120 M%s™1), la seule DAase catalysant une
réaction de DA intermoléculaire (§ 3.1).

@ structure cristallographique
de CE20 (pdb: 405t)

avec le substrat lié

de DA_20_00 et CE6

i, (en vert) ont été
~ placés manuellem
Co farnd N a la méme position
NLPUPN 67 que le substrat

dans la structure
h\c 7 C\ y e de CE20 (noir)
NS

GIn208

Tyri34

(b) détails du site actif et résidus Tyr314
et GIn208 en interaction

avec le substrat.

( Evolution des sites actifs des variants
=

600+ = z'
b i
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@ évolution des efficacités catalytiques
des variants.[Ky; et Ky,

sont les constants de Michaeli:

pour le diene et le diénophileZ

et k,; est la constante

catalytique du premier ordre,

figure reproduite avec permission .

de la référenceﬁ:ei.sme:k et al.j[849
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- 68ies Figure 14 - Comparaison des DAases générées in silico
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L’évolution dirigée est une biotechnologie mimant I'évo-

% lution naturelle de fagon accélérée afin de modifier les pro-
AE priétés d’une protéine par modification de la séquence de
5 ~ son géne et?sélection des variants,degirgs.. L’e\(olutlo_n d}rl-
¢ Qée consiste 5 créer de la diversité génetique a partir d'un
o géne initial et & sélectionner les meilleurs variants pour une
8 propriété donnée (stabilité, activite, etc’.)., 1l existe plusieurs
qFE techniques pour créer de Ia diversité génétigue.
10
ci 11 s
12 Error-prone PCR (ePCR) est une méthode de PCR
13 (Polymerase Chain Reaction) utilisant une polymérase peu
14 fidale permettant de générer des mutations aléatoires dans
}_g une séquence d’ADN.
A7
18,4
19: 4 L’jfﬁcacité catalytique (EC) est le rapport entre la
~.20 vitedse du premier ordre Keat (s 1) et le produit des
21 constantes de Michaelis du diéne (Kudiener M1y et du
%% diénophile (Kudienophiler M.
24
752 - 4.3 Opportunités et limites
27 La conception in sifico d'enzymes artificielles a abouti, apres
28 plusieurs optimisations successives, & des exemples de DAases
%8 _ artificiellee remarguablas présentant des propriétés cinétiques
31 comparables 2 celles des enzymes naturelles. Ceci a été accom-
ok pli gréce a (i) la conception pertinente d‘une enzyme in silico et
oiE (i) différentes étapes d’optimisation (in silico et par évolution
24 dirigée). Ceci permet de souligner l'importance des techniques
e d’évolution et d’optimisation dans la conception de biocataly-
36 seurs efficaces. Il est & noter que, au travers du jeu en ligne
2 Foldit, la créativité humaine et la production participative ont
38 permis de répondre avec succés a un défi & 'échelle moléculaire.
20 Cotte approche est désormais utilisée 3 plus large échelle. En
40 effet, la conception in silico d’'enzymes se retrouve régulierement
41 face a de nouveaux défis, qui sont proposés aux joueurs de Foldit
42 (environ 200 000 joueurs en 2012 et plus de 850 000 jewreurs en
43 2021). Il est notamment actuellement proposé aux joueurs de
44 concevoir une protéine avec une activité antivirale contre le
12 coronavirus SARS-cov-2.
47 Malgré les perspectives offertes par les anticorps catalytiques
48 pourla catalyse des réactions DA, cette approche est limitée a
49 une seule famille de structure protéique, et a été abandonnée
50 au profit de la conception in silico d’enzymes artificielles. En
51 effet, la difficile synthése des molécules d’hapténe, la produc-
52 tion d'anticorps monoclonaux spécifiques par immunisation de
53 mammifereslainsi que I'impossibilité & optimiser les catalyseurs
54 obtenuse%pparaissent comme des limitations sévéres au déve-
b5 loppemenht de DAases a base d'anticorps. Cependant, cette
56 approche pourrait redevenir intéressante a la lumiére des pro-
57 grés récents dans la production d’anticorps monoclonaux par la
58 technologie de phage display, contournant ainsi le long proces-
59 gus dimmunisation et offrant la possibilité de faire évoluer les
~gg< anticorps vers de meilleurs catalyseurs [85].
6%
63 La technologie de phage display est une technique de
64 microbiologie modifiant Te génome d’un bactériophage par
65 fusion d’un géne d’une protéine de surface du virus avec un
66 géne codant pour des protéines souhaitées. Ces protéines se
67 trouvent exprimées et ainsi affichées a la surface des virus
68 permettant leur criblage pour une propriété recherchée.

e/
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- La production d'anticorps monoclonaux contre un ana-
logue stable de I'ET a permis la production d’anticorps
catalytiques ou AbZymes capables de catalyser sélective-
ment et efficacement la réaction de DA.

- La détermination in sifico de théozymes (sites actifs
minimaux contenant les résidus d‘acides aminés sélection-
nés pour stabiliser I'ET), associée a des méthodes d’évolu-
tion dirigée des protéines a permis I'élaboration de DAases
artificielles avec des activités encore supérieures.

Artificielles

A notre connaissance, aucune métallo-DAase naturelle n‘a
encore été mise en évidence. En effet, alors que la macropho-
mate synthase contenant du magnésium(Il) avait été initiale-

- ment considérée comme une métallo-DAase, il a été démontré

plus tard qu’elle catalysait une addition séquentielle de type
Michael-aldol [86] [87]. Néanmoins, les premieres hypothéses
proposant que le mécanisme de fonctionnement de cette enzyme

- implique la coordination bidentate du diénophile sur le magné-

sium(II) ont certainement inspiré la préparation de métallo-
DAases artificielles. La grande majorité de ces derniéres ont été
congues pour la catalyse de la cycloaddition de 2-azachalcones

- (8a — f) sur des cyclopentadiene (CP) (figure 15). Le méca-
- nisme de catalyse proposé débute par la coordination bidente

du diénophile 8a —f sur le centre métallique par l'azote et
'oxygéne des groupements pyridine et carbonyle, respective-
ment. En raison de l'acidité de Lewis du métal, cette coordina-

- tion appauvrit le diénophile en électrons et le rend donc plus

réactif (figure 2). Comme il a été démontré que le cuivre(Il)
était le métal de transition biocompatible le plus efficace pour la

- catalyse de cette cycloaddition, la plupart des métallo-DAases

artificielles ont été préparées en incorporant du cuivre (II) ou

- ses complexes dans des protéines (§ 2).

5.1 Utilisation de cavités protéiques

Ce paragraphe décrit quelques exemples majeurs d’enzymes
artificielles obtenues en incorporant des métaux de transition
ou leurs complexes dans des protéines. Il existe trois straté-
gies pour préparer de telles métallo-enzymes artificielles :

- l'ancrage supramoléculaire d'un cofacteur métallique dans une

- protéine, via la stratégie « hote-invité » ou la stratégie « cheval de

Troie Tn/
sl crage par liaison covalente d’un cofacteur métallique a

— une protéine (et

~'insertion d/'én jon inorganique dans une protéine par liaisons
de coordination (figure 16).

— 5.1.1 Ancrage supramoléculaire

L'insertion supramoléculaire de cofacteurs métalliques

~ dans les protéines peut &tre réalisée en suivant soit la stra-

tégie « hote-invité », soit la stratégie « du cheval de Troie »
(figure 17a et 17b). La premiére stratégie repose sur l'affi-

quue;' andis que la seconde repose sur la liaison covalente
du cofacteur métallique & une entité connue pour se lier for-
tement a la protéine hote.

_ nité irgrinséque d’'une protéine pour un cofacteur métal-

i Le premier exemple de métallo-DAase artificielle préparée en
suivant la stratégie hote-invité a été rapporté par Reetz
et al. [88]. Puisque les albumines sont des protéines qui

9’/"/ {
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- peuvent lier différentes molécules, notamment les complexes

métalliques, un complexe de phtalocyanine de cuivre(II)
hydrosoluble (10,(figure 17)) a été incorporé dans différentes
albumines sériqlies. Pour la métallo-DAase & base d'albu-
mine de sérum bovin (BSA < 10), les produits de la réaction

de DA ont été obtenus avec une conversion de 80 %, un

rapport endofexo de 96:4 et un excés énantiomérique (ee) “

de 93 % (Tableau 2, entrée 1). La catalyse a ensuite é&té
explorée avec d'autres sources d’albumine sérique en parti-
culier humaines et porcines (HSA et PSA). Les métallo-

~ protéines obtenues ont fourni des conversions atteignant

respectivement 89 et 87 %, mais sans amélioration ni du rap-
port endo:exo ni de l'ee. La DAase BSA « 10 a ensuite été uti-
lisée pour cribler la réaction avec les autres substrats (8b-e).
C'est pour le diénophile 8d que les meilleurs résultats ont été
obtenus avec 91 % de conversion et un ee de 98 %.

La stratégie du cheval de Troie a été utilisée avec succés
pour générer une métallo-DAase basée sur un variant de la
néocarzinostatine (NCS) [89]. La NCS est un membre de la
famille des énediyne-chromoprotéines qui lient un chromophore

® Editions T.L
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Figure 15 — Diastéréo- et énanticéélectivités de la réaction DA des 2-azachalcones (8a-f) et le cyclopentadiéne (CP)
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~ conversion, un rapport endo:exo de 81:19

@ ancrage covalent

@ ancrage par coordination

Figure 16 - Les différentes stratégies utilisées pour préparer des Dielsflderases artificielles

- énediyne spécifique. Un variant de la NCS (NCS-3.24) a été

développé pour changer son affinité pour son chromophore
énediyne naturel en affinité pour la testostérone. La NCS-3.24
a été placée en présence d’un complexe 1,10-phénanthroline
de cuivre(II) lié a la testostérone (1ia (ﬁgure 18). La forma-
tion de I'enzyme artificielle (NCS-3.24'C 11a) a été mise en

~ évidence par l'extinction de la fluorescence intrinséque de la

protéine lors de la liaison du conjugué testostérone- complexe
de cuivre(Il) (11a). La catalyse de la cycloaddition de 8a et CP
par NCS-3.24 c11a a fourni des produits avec 83 % de

4amais sans ee
(tableau 2, entrée 2). La modélisation moléculaire a révélé que
le complexe métallique était situé a la surface de la protéine
interagissant avec seulement quelques résidus d’acides aminés,

_ rationalisant ainsi la mauvaise sélectivité de la réaction.

Ghattas et al. ont préparé et caractérisé une métalloenzyme

- artificielle basée sur le récepteur d’adénosine Ayp intégré dans
- la membrane cytoplasmique de cellules humaines vivantesﬁO]
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—— (tableau 2, entrée 3).

© Editions T.1.

] - \—4 — ey
70 Tableau 2 - Diastéréo- et énantio-sélectivités obtenues par la catalyse de la réaction de DA de 8a
13 et le cyclopentadiene par les différentes métalloDAases artificielles =
A3 - ? ?
5 . Rapport Excés éniantomeére
2:7 Entrée Catalyseur Kear ot kops [TOC] Conversion (%) s d%l:exo ee (%)
LHEE e
g 1 BSA — 10 3'7f e U b/ 80 96:4 93 (nd)
S of [B2€] X
10 5 NCS3.24 c1la | 0,1¥M Lt.min~t/[4 °C] JJ 83 81:19 pas d'ee
%é : Asp c11b Nd 28 82:18 19 (endo-13RR)
i z SCP-2L_V83C-13 = I 88:12 25 (endo-1355)
e 4 SCP-2L_V83C-14 Nd 87 93:7 4 (endo-135%)
16 SCP-2L_A100C-13 43 92:8 pas d'ee
17 SCP-2L_A100C-14 76 95:5 5 (endo-137R)
18 FhuA-15a 64 98:2
19 5 FhuA-15b Nd 69 96:4 pas d'ee
%(1) FhuA-15¢ 15 66:34
g0 i : GTL_S114C-16 0 99 99:1 18 (endo-13RR)
223 ¢ GTL_S196C-16 98 99:1 92 (endo-13RR)
24 _1aRRy .
1 . LmrR_M89C-16 e 55 63:37 8% (?9{'04?&?# )i
BT LmrRERERC 17 b o 97 (endo-1355)
§§~ A3_Y26C-16 16 92:8 7.5 (endo-13R%)
AT, - v ATERLIC Ao 04 11 86:14 62 (endo-137%)
31 A3_A3)_F119C-16 15 93:7 52 (endo-13RR)
32. (A3_A3)_F119C-18 38 92:8 5 (endo-13R%R)
33 M e
Sa gt U tHisF-HHD Nd 73 93:7 46 (nd)
e TE T o TRpEHH 99 92:8 15 (nd)
i 10 o Wb pTEpCHH Nd 89 94:6 < 4 (nd)
38 mTFPCHH [pH = 6] 97 93:7 26 (endo-13%%)
zg_ bPP_Y7H 96 3
B i bPP_Y719P 10,2 ML, min~ /(5 eelldl 65 95:5 6
2 bPP_Y719M >99 83 (endo-13RR)
44 12 ACCO-Cu 50 # 1073 min"1,/(4 °C) Sl s 99:1 95 (endo-137R)
45 NB-20 4 : ;i 292 90:10 pas d'ee
46 - > -
AT 13 NB4-Pyr [conf. (R)] / Nd 56 95:5 69 (endo-1355)
/" NB6-Pyr [conf. (S)] | 40 92:8 nd ,
49 ot = l | 0
50 A
i Y \
52  Pour cela, la stratégie de cheval de Troie a été suivie et un . \/
53  antagoniste du récepteur a été lié de maniére covalente au ’\‘C‘
54 complexe 1,10-phénanthroline de cuiyre (II) via un espaceur o~ v
55 court ou un espaceur long (11b- @gure 18). L'affinité du M
56 récepteur pour ces conjugués a été ¥valuée par compétition
57 avec un radioligand et des constantes de l'ordre du nanomo-
58 laire, similaires ainsi & celle de I'antagoniste initial, ont pu &tre
59 mesurées. De plus, le temps de résidence des conjugués dans
60 |e récepteur a été estimé a plus de trois jours en utilisant une
61 approche de microscopie de fluorescence. Les cellules portant
62 |es enzymes artificielles ont été utilisées pour catalyser la
63 cycloaddition de DA de 8a-c et CP. Les résultats ont révélé
4 qu‘aucune sélectivité n’était observée avec le conjugué le plus
65 |ong (11c), suggérant que le complexe se trouvait a I'extérieur
- de la poche de liaison du récepteur. Avec le conjugué le plus
B court (11ib), un ee de 28 Y% a été relevé avec le substrat 8¢
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(NO3),

X

lisée en association avec la NCS-3.24 uif cen

: < =y : —d.
/Figure 17 - Complexe phtalocyanine-cuivre(II)( utilisé en association ayec / I'alb’umine sérique et la molécule cheval de Troi;;)(ér] 3
f uti € catalytique en bleu,|testostérone ligand de NCS-3.24 en violet et

paceur en rouge
——t

Y e
Ve e e 4
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& lu’. 2. A4 4 et

; Récepteur de I'adénosine Ay ‘

iib

iic

@ cellules HEK vivantes molécules cheval de Troie §

exprimant le récepteur A, ,

présentant un centre catalytique
en bleu, un espaceur en rouge et Uun antagoniste de A,p en violet

5

Figure 18 - Métallo-DAases artificielles basées sur le récepteur de I’'adénosine Agp intégré dans les membranes cytoplasmiques de

- cellules humaines vivantes

Un antagoniste d’un récepteur membranaire ou
nucléaire est une molécule qui interagit avec ce récepteur
pour bloquer la liaison de son agoniste naturel diminuant
ainsi I'effet physiologique de ce dernier.

5.1.2 Ancrage covalent

—  Cette stratégie repose sur la réaction d’une chaine latérale
d’un résidu d’acide aminé de la protéine héte, généralement la
- fonction thiol d’un résidu cystéine (soit déjad présent, soit
introduit par mutagenése dirigée), avec des ligands ou com-

-~ plexes contenant un substituant maléimide ou un halogénoalkyle.

Cette bioconjugaison a été employée avec les ligands
2,2-bipyridine, 1,10-phénanthroline, et terpyridine. Méme si,

~ dans quelques cas, l'ancrage direct des complexes sur la pro-
~ téine hote est effectué, dans la majorité des cas, la stratégie
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privilégiée implique la fixation covalente du ligand a la proté-
ine hote avant I'ajout de I'ion métalliqgue (cuivre (II) générale-
ment).

La bioconjugaison est une stratégie chimique aboutis-
sant & la formation d’une liaison covalente entre deux molé-
cules dont au moins une est une biomolécule.

5.1.2.1 Ancrage covalent dans des cavités naturelles
de protéines

Une métallo-DAase artificielle a été préparée en utilisant un

- complexe-(n6-aréne) de ruthénium (II) (12) et la papaine

comme matrice protéique (figure 19a) [91]. La réactivité de
cette métalloenzyme artificielle a été évaluée pour la catalyse
de la réaction de DA entre l'acroléine et CP. L'environnement
protéique a en effet accéléré la réaction (& 0,2 mol% de
charge, kops = 14,6 X 1073 . min~! et ME ~ 3 M), mais aucun
ee n'a été détecté. Ceci a été expliqué par le fait que le résidu
cystéine qui était utilisé pour lier le complexe était situé a
I’entrée de la poche catalytique a la surface de la protéine, le
complexe ancré et les substrats pouvant alors seulement inte-
‘agir avec quelques résidus protéiques, ce qui conduisait a un
mauvais contrle de la sélectivité de la réaction. Ce travail
illustre l'importance de la protéine comme matrice/ainsi

~ que le choix de la position d’ancrage du complexe.

Plusieurs matrices protéiques ont été ensuite utilisées pour
ancrer des catalyseurs et un bon nombre de DAses artificielles
ont été évaluédes pour la catalyse de la réaction modéle de

: cycloaddition DA des 2-azachalcones (8a—f) et CP.

Kamer et al. ont utilisé la cavité hydrophobe de forme cylin-
drique du domaine de type 2 de la protéine de transport de

— stérol (SCP—ZIL) de l'enzyme multifonctionnelle de type 2
'ancrage covalent de .

(MFE-2) comme matrice_protéique p

complexes métalliquest Pour cela les résidus cystéines issus
des variants V83C et A100C ont été liés a la 1,10-phénanthro-
line (13) ou a la dipicolylamine (14) portant une fonction
maléimide. Aprés métallation avec du cuivre(II), les métallo-

- DAases artificielles correspondantes ont fourni des perfor-
"~ mances catalytiques plutdt modestes (figure 19 ,{tableau 255

entrée 4)] 92];

Le groupe d’Okuda a utilisé une variante relativement robuste
du composant A de la protéine transmembranaire de transport

de I'hydroxamate Ferrigue (FhuA) pour préparer des métallo-

DAases artificielles? L'unique résidu cystéine de FhuA, C545, a

portant des espaceurs plus ou moins long/entre la terpyridine
et le groupement maleimide (15a—c). Le ‘meilleur rendement
a été obtenu avec l'enzyme comprenant l'espaceur le plus
court, probablement a cause d’une faible flexibilité du com-
plexe métallique dans le ceur du tonneau B de la protéine.
Néanmoins, aucune énantiosélectivité n'a été observée suggé-
rant qu'il n'y avait pas d’orientation préférentielle des substrat

dans le tonneau B de FhuA (figure 19c$ (tableau Z/entrée 5)@

Dans une approche originale, Palomo et ses collaborateurs
ont généré une grande quantité d’'une métallo-DAase artificielle

_ été conjugué avec des complexes de terpzridine de cuivre(II)

—— en conjuguant le complexe 1,10-phénanthroline de cuivre(II)
- 16a 3 la lipase de Geobacillus thermocatenulatus (GTL) liée a

des sepabeads (environ 10 rhg-par-g de sepabeads,qui sont des

— polymeéres sphériques absorbants et fonctionnalisés développés

par la société Mitsubishi)l Premiérement, les deux cystéines
natives de GTL ont été éliminées par mutagenése dirigée et un
résidu cystéine a été introduit geitf au niveau du site catalytique
(S114C), ou dans une poche (S196C) qui était suspectée, par
modélisation moléculaire, &tre bien adaptée pour accueillir les
substrats. Deuxiémement, les variantes enzymatiques ont été

)
by
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1 surexprimées et purifiées par immobilisation sur sepabeads via

2. une liaison covalente unique au NH,-terminal de la protéine

3 (SB-NHy) ou via une liaison covalente multiple & une région

4 riche en lysines de la surface protéique (SB-Lys). Enfin, I'intro-

5 duction du complexe (16a) a conduit aux métalloenzymes artifi-
g— - clelles immobilisées. La catalyse a été testée pour la cycloaddition

8

9

1

i

—— DA de 8a et CP. Pour les deux variantes, Iimmobilisation a tra-
~ vers la région riche en lysines a abouti aux meilleurs résultats.
—— En particulier, I'enzyme artificielle SB-lys-GTL296-16 a fourni
une conversion de 98 %£n rapport endo/exo de 93:7 et 92 %  , l} :f
~1L ee (figure 19¢%§ableau 2 entrée 6) [94]. Ce résultat reflete de T
~ nouveau l'importance de la modélisation moléculaire dans la

A conception des enzymes artificielles.
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{en rouge) qui ont fait ’objet d’'une mutation
ponctuelle en cystéine
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~-—»~6-Z—»~—4ﬁgure 19~ § fatrices protéiques utilisées dans les DAases artificielles avec, a gauche, des ligands ou des complexes métalliques
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5.1.2.2 Ancrage covalent dans des cavités générées
a l'interface de diméres protéiques
Une autre fagon de concevoir des métallo-DAases artificielles
repose sur l'insertion du complexe métallique dans les poches
hydrophobes générées aux interfaces de diméres de protéines.

Deux exemples utilisant cette approche ont été rapportés

~ dans la littérature. Le groupe de Roelfes a utilisé le régulateur

de résistance multidrogue lactococcique (LmrR) pour générer

~ des métallo-DAases artificielles contenant du cuivre [95]. Un

résidu cystéine a été introduit par mutagenése dirigée (M89C)
pour permettre la liaison des ligands dérivés de 1,10-phénan-
throline ou de 2,2'-bipyridine portant des groupes fonctionnels
bromoacétamide (16b et 175,(figure 20a). Etant donné que
LrmR dimérise en solution,’ la mutation a été choisie afin

~ d'introduire deux complexes de cuivre (II) a linterface du

dimére a une distance suffisamment grande I'un de 'autre pour
dviter une interaction complexe-complexe. Chaque dimére de
protéine fournit ainsi deux catalyseurs DA indépendants. Aprés

_ métallation avec du cuivre(Il), la catalyse a été testée sur les

substrats 8a, 8e ou 8f et CP. C’est la métallo-DAase artificielle
a base de 1,10-phénanthroline (LmR_M89C-16) qui s’est avé-
rée la plus efficace. Le meilleur résultat a été obtenu avec le
substrat 8a (tableau 2, entrée 7). Il est intéressant de noter
que LmrR_M89C-17, basé sur la 2,2-bipyridine, a conduit 3
I"énantiomére opposé endo-98R avec ee de 66%. Ce résultat
met en évidence l'importance des rdles synerdiques du com-
plexe et de la protéine héte dans le contréle de la sélectivité.

Di Meo et al. [96] ont préparé des enzymes artificielles, y
compris des DAases a l'aide de aRepA3, un membre d’une
famille de protéines artificielles basées sur un motif répété
hélicoidal a thermostable [96] ; aRepA3 forme un dimére stable
avec une large cavité dans laquelle deux positions, une sur

~ l'extérieur de la cavité (Y26) et une au centre (F119) ont &té

changées indépendamment en résidus cystéine. Un ligand
1,10-phénanthroline portant un groupement bromoacétamide
(16b) a été attaché de manigre covalente a la cystéine de chaque
variant de la protéine (figure Zj(lb). L'enzyme A3_Y26C-16 porte

~ donc deux ligands situés sur/bords de la cavité (C26) et peut

coordonner deux équivalents de cuivre(Il) par dimére. Les pro-
priétés catalytiques de cette métallo-DAase se sont avérées
décevantes avec un faible ee (tableau 2, entrée 8). Dautre part,
la fonctionnalisation des cystéines C119 du centre de la cavité
(A3_F119C-16) conduit a une métalloprotéine ol un seul ion
cuivre(Il) est coordonné par les deux ligands phénanthroline
fournis par les deux monoméres indépendants. Ceci est en

accord avec la faible conversion observée en catalyse, I'ion

cuivre(II) présentant une sphére de coordination saturée est
incapable d'interagir avec le substrat 8a. Afin d’améliorer |'effica-
cité du systéme, une enzyme chimérique formée par le domaine
A3 natif et A3_F119C portant une seule cystéine a été générée
[97]. Aprés bioconjugaison avec la phénanthroline et métallation

par le cuivre(II), (A3_A3’)_F119C-16 ne contient qu’un seul>

équivalent cuivre (II). Cependant, bien qu’une conversion accrue

- ait été obtenue, la présence d’un seul ligand phénanthroline dans

la cavité a diminué les contraintes stériques, ce qui expliquerait
la chute de I'ee & 5 %. En utilisant le ligand terpyridine (18) plus

une conversion moindre mais Ain ee de 52 %.

 volumineux, la métalloDAaseéA3_A3’) F119C-18 a conduit

5.1.3 Ancrage par coordination

Cette stratégie d’introduction d'un cation métallique dans une
matrice protéique repose sur ['utilisation de ligands protéiques
endogénes, par exemple, ceux du site actif d’une métalloprotéine
(sous sa forme apo), soit ceux artificiellement introduits par
mutagenése dirigée.
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@ dimére cRep A3_A3 (PDB ; 3LT]) montrant les résidus Y26 (en bleu) et F119 (en rouge) qui ont fait 'objet
d’une mutation ponctuelie en cystéine

_ Figure 20 - Deux exemples de DAases artificielles obtenues par ancrage covalent de complexes de cuivre au sein de la cavité hydrophobe

générée a I'interface de diméres protéiques

 5.1.3.1 Site de coordination introduit par mutagenése

Inspirés par les sites naturels de liaison des métaux de tran-

- sition, Reetz et al. [98] ont muté la sous-unité synthase ther-
- mostable de I'imidazole glycérol phosphate synthase (tHisF) de
" Thermotoga maritima pour obtenir un site du type His/His/Asp
~ capable de lier un ion cuivre(Il). En paralléle, tous les autres
~ résidus histidine ont été mutés en alanine pour éviter la liaison

non spécifique du cuivre en dehors du site actif artificiel. La

" catalyse de la cycloaddition de DA de 8a et de CP par l'enzyme

modifiée a abouti & une conversion allant jusqu’a 73 %, un rap-

~ port endo/exo de 93:7 et un ee de 46 % (tableau 2, entrée 9).

En suivant une approche similaire, Fischer et al;ont utilisé
une version monomérique, pH- et thermo Stable de la proté-
ine fluorescente Clavularia (mTFP1) (9917 Des expériences de

- mutagenése ont d’abord été réalisées pour éliminer les résidus
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d'histidine et méthionine natifs et pour supprimer les séquences
flexibles N- et C-terminales. Les variants 1197C/Y200H/Y204H
(mTFPCHH) et 1197E/Y200H/Y204H (mTFPEHH) ont été géné-
rés, et les protéines contenant du cuivre ont été utilisées pour
catalyser la cycloaddition de 8a et CP a différents pH allant de
3,5a7,5. Les deux enzymes artificielles sont faiblement énan-
tio- et régiosélectivites. Des mutations supplémentaires ont
été introduités dans mTFPCHH au bord de la poche catalytique.
Ces changements au sein de la seconde sphere de coordina-
tion ont conduit a une augmentation de l'ee de 4 a 26 % a
pH 6 (tableau 2, entrée 10).

Un troisiéme exemple a été obtenu en utilisant le polypeptide
pancréatique bovin (bPP), une petite hormone de 36 acides
aminés qui adopte une structure dimérique en solution (figure 21)
- [100]. Aprés suppression des résidus 31 a 36 qui induisent une
- perturbation de la structuration de la bPP, des acides aminés
coordonnants ont été introduits pour permettre l’inse{?on du
cuivre(II) [101]. Ainsi, en se basant sur de la modélisation
- moléculaire [102], la tyrosine Y7 a été remplacée par des
~ acides aminés tels qu’une histidine, ou des acides aminés non

- protéinogénes 3- et 4-pyridylalanine (19™ et 18P). La posi-
tion 7 est située a l'interface du dimére et a une distance de la
- deuxiéme sous-unité qui permet la coordination des deux rési-
dus & un seul cation métallique. En utilisant les variants
bPP_Y7H et bPP_Y719P, la catalyse a montré un trés faible ee
(tableau 2, entrée 11). En revanche, avec un rendement quan-
titatif et un rapport endo/exo de 95:5 et un ee de 83 %, le

—— variant bPP_Y719™ a conduit & une métallo-DAase trés perfor-

- mante. Cependant, la mutation Y7X conduit a une diminution
importante de la dimérisation, et dans les conditions cataly-
tiques, le catalyseur se trouve principalement sous une forme
monomeérique. Dans ces conditions, comme la liaison du cuivre
-~ (II) a une seule pyridine est faible, il a été proposé qu’en plus

de 19™ d’autres résidus dans le peptide étaient probablement
- impliqués dans la liaison du cuivre (II).

— 5.1.3.2 Substitution du cation métallique endogéne

Ghattas et al.!%it remplacé par du Cu(Il) le Fe(II) natif au
site actif de I'oxg aseyde |'acide 1-aminocyclopropane carboxy-

~ lique (ACCO) 03}. L'enzyme reconstituée au cuivre (II)

(ACCO-Cu) a été utilisée pour catalyser la cycloaddition de DA
_ de 8a-c et CP/et a fourni le produit endo-9a™* avec un rende-
ment quantitafif et un(eé > 99 % [tableau 2, entrée 12). Cette
~ performance sans précé éte rationalisée par modélisation

moléculaire, qui a suggéré qu’une seule coordination de 8a
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Figure 21 -~ Structure RMN du bPP (PDB ID: 1BBA) montrant
I'hélice a avec les résidus tronqués (en bleu) et le résidu Y7

— {en rouge}, remplacé par His ainsique par les acides aminés
non protéinogénes 19P et 16M
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1

@ structure protéique avec les résidus His177,
Glu179 et His234 (en rouge) impliqués

C&:\JJL“:L JEIN uou.&ﬁ \S{fw\ (‘\DMLQ‘Q’

dans la complexation du cuivre (II) (sphére orange)

dans le site actif de YACCO-Cu
des expériences de dockil

g

"~ Figure 22 - Structure cristalline de I'ACC oxydase (PDB : 1W9Y)

dans le site actif était possible et qu’un seul chemin était acces-

~ sible pour que le CP réagisse avec 8a ainsi positionné, menant
" ainsi & un seul isomére (figure 22)

~ 5.1.4 Méthodes mixtes aas SRR

e

Le @Loupe de Hé};ﬁ développé une approche mixte

_ entre covalente et supramoléculaire pour générer des métallo-

) DAases artificielles en utilisant des nitrobindines (NB) comme

- matrice (figure 23). Les NB appartiennent & une famille de
- protéines ubiquitaires présentant toutes un tonneau B qui
- comporte une cavité hydrophobe dans laquelle se trouve un

cofacteur hémique relativement labile/[99], Plusieurs variants
NB1-6 ont été préparés ; tous contiennent un résidu cystéine
en position 96 (C96)(figure 23). Dans un premier temps, sui-
vant une approche d’« ancrage covalent » classique, un ligand

" terpyridine 18 a été lié 3 la cystéine C96 [104]. En présence

de sels de Cu(II), le variant/NB4 a catalysé la réaction de DA

" avec des performances modestes et Sans e§ (tableau 2,

entrée 13). Afin d’améliorer les performances des catalyseurs
et contraindre les complexes de cuivre dans la poche cataly-

~ tique, du N-(1-pyrényl)maléimide (20) a été ancré sur la cys-

téine C96. La stéréosélectivité de la réaction de greffage s’est
révélée régie par les différents environnements fournis par les
variants de NB1-6, le pyréne se trouvant ainsi lié dans la

~ cavité de la protéine en conformation soit (R) soit (S), selon le
_ variant NB (figure 23). L'affinité des protéines pour 8a est

ainsi augmentée en raison des interactions entre les noyaux

_ aromatiques du substrat et le fragment pyréne. L'addition de
. CP et de sel de cuivre (II) aux NB-Pyr — 8a préorganisés a

conduit a la formation d'enzymes artificielles. Le variant NB4-

- Pyr pour laquelle la configuration (R) est privilégiée donne de

meilleurs résultats avec une conversion de 56 %, un rapport
endo:exo de 94:6 et 69 % ee. Le variant NB6-Pyr pour
laquelle la conformation (S) est privilégiée conduit & des per-

~ formances plutét modestes.
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@ structure en tonneau-§§ @ fesTstructures d’énergie minimisée
avec le résidu C96 (en rouge) de NB4-Pyr dans les configuration-R et -
sur lequel le pyréne (20) ou le dérivé avec@(aza en violet)

de terpyridine (18) ont &té greffés
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Figure 23 - Structure cristalline de la protéine nitrobindine (PDB ID: 3WJB)

_ 5.2 Opportunités et limites

La stratégie la plus simple pour générer une métalloenzyme

=R artificielle consiste en |’ « ancrage par coordination » en utili-
37  sant des chalnes latérales d‘acides aminés pour lier un cofac-
38 teur métallique. Les acides aminés coordonants peuvent soit
39  constituer un site de liaison métallique déja existant, soit &tre
40  introduits par mutagenése. La stratégie de I'ancrage covalent
41  du complexe conduit @ un positionnement stable et précis du
47  cofacteur métallique dans la protéine. Néanmoins, il est
43 encore difficilement envisageable d'utiliser cette stratégie pour
44 des applications en biocatalyse utilisant des cellules entiéres,
45 car cette approche reste encore limitée par le développement
46 d’outils de chimie bioorthogonale permettant la modification
47  sélective de la protéine désirée in vivo. L'utilisation d’acides
g aminés non naturels constitue certainement un des outils
49  majeurs pour atteindre cet objectif [105][106][107]. Enfin,
50  linsertion supramoléculaire d’un cofacteur métallique s’est
51 avérée possible et a fourni avec succés des métallo-DAases
52  pour la catalyse avec des cellules entiéres [90]. Ces résultats
53 offrent des perspectives inédites pour la préparation de métal-
54 loenzymes artificielles jin vivo a base de récepteurs confinées a
55 “un organe et permettant la catalyse de réactions exogénes.
56 i Ceux-ci pourraient &tre utilisés pour une synthése ciblée en
57  catalysant des cascades de réactions de concert avec des

58 enzymes naturelles [108]. Tl est a noter que 'une des limita-
59 tions actuelles de cette stratégie est I'affinité intrinséque que

60 la protéine doit avoir pour le complexe métallique, limitant
61 ainsi le panel de structures protéiques possibles, et laissant la
62 possibilité de relargage du catalyseur (ou de l'ion métallique)
_63 _ en cas de faible affinité.

b4 De fagon plus générale, |'une des difficultés principales
'25—“ dans le développement d’une métalloenzyme artificielle
ng —— est le choix de la matrice protéiques et dans de nombreux cas,
e e les métallo-DAases artificielles (en l'absence d’optimisation)

ont montré des efficacités et des sélectivités inférieures aux
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autres DAases. Cette difficulté est retrouvée au-dela de la
réaction de DA et constitue I'un des verrous pour l'obtention de

 métalloenzymes artificielles efficaces. En effet, les métalloen-

zymes artificielles ont été largement développées pour cataly-
ser des réactions redox pour lesquelles un centre métallique

_ redox-actif est nécessaire-[109] [110][111][112][113]. Si le

choix de la matrice protéique reste une difficulté, I'optimisation
des catalyseurs obtenus (et donc des interactions catalyseur-
substrats-matrice) est une stratégie incontournable pour viser
des applications en biocatalyse. Bien que des stratégies d’opti-
misation aient été appliquées pour améliorer les propriétés de
certaines métalloenzymes artificielles[114][115][116], aucune
stratégie similaire n'a été utilisée dans le cas des métallo-
DAases. Cela peut &tre d(i au fait que la réaction de DA a été
utilisée par les chercheurs comme réaction modéle pour obte-
nir des données fondamentales, tester une matrice et la posi-
tion du cofacteur dans la cavité, évaluer l'effet des contraintes
et de la flexibilité autour des substrats, etc. Il est également
probable que cela soit lié & une limitation dans le choix des

_ substrats. En effet, la plupart des exemples ont été développés

pour catalyser la réaction modéle du CP avec les azachalcones,
ces derniéres fournissant un motif de liaison a l'ion métallique.
Pour étendre la gamme de substrats accessibles, une interac-

_ tion de faible affinité entre le substrat et le métal serait

suffisante si elle était combinée & des interactions avec des
résidus de la cavité catalytique. A cette fin, les outils émer-
gents pour le design in silico de sites métalliques dans des
matrices protéiques devraient permettre la conception et/ou

_ l'optimisation de métallo-DAases avec un panel de substrats
_ étendu [62].

La chimie bioorthogonale est |'étude des réactions
chimiques qui peuvent se produire a l'intérieur des systémes
vivants sans interférer avec les processus biochimiques
natifs de ces systémes.

A retenir

- Aucune métallo-DAase naturelle n‘a encore été mise
en évidence.

- La grande majorité des DAses artificielles est compo-
sée de métallo-DAases artificielles.

- L'insertion supramoléculaire d’'un cofacteur métallique
a fourni une métallo-DAase artificielle qui fonctionne dans
des cellules vivantes.

6. Conclusions et perspectives

Compte tenu des préoccupations éco-conscientes publiques
et gouvernementales, la maitrise des biocatalyseurs gagne en
importance et un nombre croissant de biocatalyseurs avec des
applications industrielles ont vu le jour. Bien qu’il ny ait pas
encore d'applications industrielles, les enzymes artificielles
s’avérent comme ['un des principaux outils de la biologie syn-
thétique, car elles apparaissent comme essentielles pour élar-
gir le répertoire de réactions chimiques accessibles au monde

- biologique, permettant la catalyse des réactions abiotiques

dans des conditions écologiques. Poussés par I'importance des
cycloadditions de DA dans la synthése chimique, les chimistes
ont utilisé plusieurs stratégies pour la préparation de DAases
artificielles. Dans l'ensemble, de belles réalisations ont été

- obtenues avec plusieurs exemples de DAases hautement

sélectives, et méme, dans certains cas, des DAses fournissant
le produit exo défavorisé avec une stéréosélectivité presque

3/
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totale. Il apparait que la DAase artificielle la plus efficace est
la CE20 dérivée d'une stratégie de conception de novo aprés
plusieurs étapes d’optimisation [84]. Cet exemple met I'accent
a la fois sur la puissance de la conception informatique et sur
la nécessité d’optimiser I'enzyme aprés la conception initiale.
Les progrés récents des techniques d’évolution dirigée

- [117][118][119][120], ainsi que le développement d’outils de

calcul de plus en plus précis [62] devraient permettre d’amé-
liorer les performances catalytiques et la stabilité des enzymes

_ artificielles, et de nombreux exemples présentés dans cette

revue doivent &tre considérés comme des preuves de concept.

En résumé, aprés la sélection dune réaction DA cible, plu-
sieurs stratégies ont été suivies pour préparer des enzymes
artificielles qui peuvent étre divisées en deux approches princi-
pales : i) sélectionner ou concevoir une protéine qui stabilise
I'ET de la réaction DA sé+ecti-en-né§ (immunisation ou conception
computationnelle) ou ii) sélectionner une cavité protéique pour
recevoir un cofacteur pour catalyser la réaction. Dans cette der-
niére stratégie, l'un des principaux défis est le choix de la
cavité. L'optimisation de I'enzyme apparaissant comme essen-
tielle, le réglage fin de la cavité sélectionnée sera alors une
étape cruciale vers l'utilisation de cette deuxiéme stratégie.
L'enzyme optimisée pourrait ensuite &tre insérée a l'intérieur de
cellules ou sur des cellules en utilisant des outils allant de
I'expression génétique, la délivrance de protéines & l'intérieur
des cellules ou l'ingénierie de la surface cellulaire. Au-dela de la
réaction DA, les stratégies décrites ci-dessus peuvent étre sui-
vies pour développer des enzymes artificielles et mettre en
ceuvre un bon nombre de réactions abiologiques en biocatalyse.

7. Glossaire

métalloenzyme artificielle
Métalloprotéine préparée en laboratoire et qui peut catalyser

- une réaction chimique ciblée.

variant de protéine
Aussi appelé « isoforme de protéine », membre d’'un ensemble

- de protéines trés similaires qui proviennent d’un seul géne ou

d’une seule famille de génes et sont le résultat de différences
génétiques dues a des mutations, délétion... Alors que beaucoup
remplissent des rdles biologiques identiques ou similaires, cer-
taines isoformes ont des fonctions uniques.

évolution dirigée

Biotechnologie mimant I’évolution naturelle de fagon accélérée
la séquence de son géne et /sélection des variants désirés.
L'évolution dirigée consiste & cPéer de la diversité génétique a

partir d’un géne initial et a sélectionner les meilleurs variants
pour une propriété donnée (stabilité, activité, etc.). Il existe plu-

_ afin de modifier les propriétés d’é.me protéine par modification de

_ sieurs techniques pour créer de la diversité génétique.

hapténe

Petite molécule synthétique liée a une macrobiomolécule
(protéine, polysaccharide/.) pour former un antigéne. L’anti-

 géne déclenche une répbnse immunitaire s'exprimant par la
~ production d’anticorps qui se lie & la partie haptene.

bioconjugaison

Stratégie chimique aboutissant a la formation d’une liaison
covalente entre deux molécules dont au moins une est une
biomolécule.

chimie bioorthogonale

Etude des réactions chimiques qui peuvent se produire a
I'intérieur des systémes vivants sans interférer avec les pro-
cessus biochimiques natifs de ces systémes
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S docking ou amarrage moléculaire

—2 Méthode de modélisation moléculaire qui calcule I'orientation
———— préférée d’une molécule vers une seconde lorsqu’elles sont

4 ies.
i D
LR

7z 8. Sigles, notations et symboles

£eiS
Symbole Description Unité
e Constante de vitesse |s7!
catalytique (modeéle
de Michaelis Menten)
Ky Constante de Michaléﬁs mol.L™1
EC Efficacité catalytiqde | mol=2.L.2.s71Zar deux
substrats
ME Molarité effective mol.L™1 éar deux sub-
strats
ee Excas énantiomérique | %
N
e
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