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Biocatalyse

\

Enzymes : au cceur du métabolisme et de la reprogrammation cellulaire

Agroressources

 Incorporation de fonctions
enzymatiques - naturelles ou non -
dans les systemes cellulaires ou
acellulaires

“A
) 3

e Création de nouveaux circuits
metaboligues

« Extension champs d’applications
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Acces aux catalyseurs cibles

Les scénarios

Bioproduits

> G / S
b’gx
@- @ |
k / Bioenergie, Bioraffinerie,
Pharma, Médecine, Biotech,

Chimie verte
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Exploration de la Biodiversité

Exploitation de la diversité naturelle

Premier reflexe
Le ou les catalyseurs recherchés existent-ils dans le monde vivant ?

GenBank, SWISSPROT, 12 rrlillic\)ns gle sequences protéiqu,es
UniProtKB, BRENDA,Expasy, 5% a 10% correctement a}nnotees
KEGG, BioCyc, etc 16 000 structures 3D d’enzymes
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UniProtKB, CAZy -

Magrane M. and the UniProt consortium
Database, 2011: bar009 (2011).
Cantarel BL et al. (2009) Nucleic Acids Res 37, 233-38
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Exploration de la Biodiversité

\
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Insertion de genes hétérologues dans des systemes microbiens
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Exploration de la Biodiversité

Exploration fonctionnelle

N
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Genomic

vectors

Metagenomic library
|
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Exploration de la Biodiversité

Comparaison de méthodes : séquence ou fonction?

Tractus intestinal

>

Rumen bovin

| Clonage — Criblage -
156 000 clones
@ i ' bl 1 CAZyme
@ 27 CAZymes Accés aux active
actives séquences /1,4 Mb
Tasse et al., Genome reseafch, 2010 ]
) N\
- Clonage | Criblage
268 Gb 90 cl ¢ 00—
el Mkid clones
LD o g 1 CAZyme
i O \f' active/
27 755 génes 5Gb
codant pour des O 51 CAZymes
CAZymes 9 actives
putatives /
Hess et al., Science, 2011
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Exploration de la Biodiversite

J/ B

Ecosysteme intestinal — Recherche d’enzymes actives sur les fibres

Découverte

GHS7
Glucosidase
22 nouveaux assemblages ! Ga'adOS'dgi; .
GHS8
74 nouvelles d’enzymes GH31 Cellulase
. : Licheni
% 9 nouvelles familles Glucosidase i e gy
Xyflan
|\ Y, a3 esterase
|

= r:>|:>ca::>v:|>

70 kbp [x] 10000 15000 20000 5000 35000
— —> —> — i
5000 | 10000 15000 2000 #Mn 350 40000
GHQ2 . T SusD
Mannosidase Starch binding
GH43 .
’ GHS .
Xylosidase Cellulase \
Arabinofuranosidase
LISBP
GH10 Esterase -
Xylanase
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Acces aux catalyseurs cibles

Les scénarios

Bioproduits

> G / S
b’gx
@- @ |
k / Bioenergie, Bioraffinerie,
Pharma, Médecine, Biotech,

Chimie verte
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Ingénierie

/

Objectifs du modelage ou de la conception d’enzymes

e Lever des verrous liés aux faiblesses des enzymes naturelles
Accroitre la stabilité (Température, pH, Solvants non aqueux..)

Augmenter I'efficacite

A 4 =
7 = 7 = T ‘\“ > % 4 :)‘ ' : ”‘ /i
Réduire les reactions competitives 67“( p ok ay :*:5' Al
. . . . > : s _\\( ‘{' i\f.‘;— l:ﬁé; /
« Elargir leur potentiel applicatif 8,90,

Adaptation a de nouveaux substrats, non naturels

Adaptation a la catalyse de nouvelles réactions chimiques
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Ingénierie

Evolution moléculaire dirigée

/,Arnold FH, Acc Chem res, 1998

Tri par automates
Mutagénése Insertion vecteur Transformation
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Méthodes semi-rationnelles

,«/‘

Librairie

focalisée....

Ingénierie

 Alignements
séquences / Structures

(3DM, Kourist et al.
ChemBioChem 2010)

* Modélisation moléculaire

Sélection de
cibles in silico

Librairies de
tailles réduites

Efficaces pour 'adaptation a de nouveaux substrats

Méthodes CAST, ISM, Reetz et al. JACS, 2010
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Ingénierie

-

Outils d’aides a la rationalisation des librairies

GLUE-IT
Topib

Statistics of generated diversity
MAP203D /PEDEL-AA
Library size and completeness

Statistical potential based method
SDM /ProMuSic2.1
Empirical Force field
FoldX /PEAT-SA /CUP-SAT

Hotspot identification

ConSurf 2010 / ConSurf DB

JET / Hotsprint database

Hotspot wizard/ Selection

Literature based protein mutant data
MD /ProTherm /MuteinDB

SVM Tree and SVM regression |

Protein superfamily based MSA
3DM/The Lipase /
epoxide hydrolase/
Hallkaane dehalogenase

AUTO-MUTE
Evolutionary conservation
SIFT

Effets mutations

NCalcul énergie

Analyse | | Analyse 3D
interaction

protéine liga

[-Mutant2.0 / Mupro
Decisiontree (DT)

Random Forest (RF)
ProMAVA/ MuD

Support Vector Machine

iPTREE-STAB /WET-STAB

libre Flexibilité

Protein s d interface

Laccase/P450/PHAd
epolymerase/lactamase
Engineering Database

igand Binding site
3DL ligand /ProBis / SiteComp
TRITON
Protein interaction
Pic /COCIMAPS
Residue depth and stability
DEPTH / SRode

Patch finder / ConPlex
Protein flexibility

RosettaBackrub / tCONCORD / FLEXPred /Elnemo

WEBnm@/FlexServ /HINGEprot /DynDom3D

Adapté de : Verma et al., Comp.
Struct. Biotech. J. 2012




Ingénierie

Principaux verrous

CATALYSE
(turnover) N\
GS ,RuBisCO == |3 Liaison/Relargage
Chvmotrvpsine ™ & Déplacement Ve ~
Y P Mouvements Ligand
Dihydrofolate _ g Domaines [] e
Reductase ) [] e
S > P
Actylcholinesterase == [ ] ’\&
Cyclophilin A = ) * Maitrise de la flexibilité
Carbonic anhydrase == [us et des changements
Mouvements conformationnels
Catalase = Boucles Rotation » Nature des interactions
ns| " Sine/ .
Rotations chaines protéine/protéine
Méthyl latérales
. J
ps
Echelle de temps Reaction VLIibarizt(;?]r;S

v chimique

Source: adaptée de Henzler-Wildman and Kern, Nature, 2007



Ingénierie

/

Approche globale de design

\

~

Dynamique / Mouvement

S S - B

AL

(in house algo)

Lafaquiére et al., ChemBioChem, 2009
Barbe et al., Proteins, 2009

Champion et al., J. Am. Chem. Soc., 2009
Barbe et al., Proteins, 2011

Carrasco-Lopez et al., J. Biol. Chem., 2011
Arab-Jaziri et al., FEBS J. 2012

Guérin et al., J. Biol. Chem., 2012
Champion et al., J. Am. Chem. Soc., in press



Ingénierie

Remodelage de transglucosidases

Conception de vaccins synthétiques LISBP

Y]
OllgosaCChandeS INSTITUT PASTEUR
OMe
OMe Amylosucrase
mutants _ Me o
Me O S HO
@]
"o HO OH 44%
HO OH
0
OH
2 (EAY)
AS 1228Y
%Conversion
OH (at-methyl-L-RhaOMe)
OH 0
o) 20 000 variants HO
HO 5 OH
+ s ;
HO o
AcHN o
OAll kcat/Km X iy
400
Protected acceptor . ]
Champion et al., J. Am. Chem. Soc., 2009 % conversion

(a-allyl-D-GlcNAc)

Guérin et al., J. Biol. Chem., 2012
Champion et al., 2012, J. Am. Chem. Soc., in press



Ingénierie

Enzymes optimisées pour de nouveaux circuits metaboliques

. . . Techniqu . L,
Organisme Organisme Technique e de Produit Propriétes
source hote d’ingénierie . synthétisé modifiées
criblage
Polyhydroxyalc | Aeromonas | Escherichia | Souche Fluo PHA=polyesters Efficacité
anoate (PHA) punctata coli XL1- mutante rescence | utilisés en catalytique de
synthase Red plasturgie la PHA synthase
(x4,8)
Géranylgéranyl | Archaeglob | Escherichia | PCR a Colorimé | Astaxanthine Rendement en
diphosphate us fulgidus | coli TOP10 | erreurs et trie sur lycopéne, (x2)
synthase (GPS) StEP gélose
AveC Streptomyc | Streptomyc | DNA MS Doramectine Rendement en
es es shuffling, EP- Doramectine
avermitilis avermitilis | PCR a (x 23)
erreurs
GPS (cf. ci- Taxus Escherichia | Mutagenese | GCMS Lévopimaradiene | Rendement
dessus) et la canadensis | coli dirigée et a = précurseur de |évopimaradien
|évopimaradie | (GPS) et saturation ginkgolides e (x2600)
ne synthase Ginko (traitement
(LPS) biloba (LPS) troubles veineux)

Foo JL et al. Biotechnology advances (2012)
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Conception de novo

Conception Assistée par ordinateur

Réaction stéréosélective &
bimoléculaire

(diels-alder)
Design (Siegel et al, Science 2010)
nouveau Elimination de Kemp o
repliement (Rothlisberger et al, Nature
Khulman et al, 2008)

Science 2003

. De novo design
Structure en hélice

protéine fixatrice RNA ligase
Criblage librairie de
de Zn’_ Hg , repliement inactif
Regan et al. Biochemistry
1990 Seelig B and Szostak, .
Dieckmann, JACS, 1997 Nature, 2007 Retro-aldol enzymgs
De novo Jiand L. et al,
design Science, 2008)
protéines ]
hélicoidales
Regan et al.
Science 1988
Hecht et al.,
Science 1990

1988 1997 2007 2008 2010
2003
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CAO de Diels-alderases

Conception de novo

Y,

Diene + Dlenophlle - Cyclohéxenes chiraux

207

T
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Théozymes : Modéles 3D de la réaction I
(états de transition)

10%

Siegel

Création de librairies
de modeéles 3D
(protéines/réactions
catalytiques)

1 N6

1V

Optimisations du site
actif de chaque couple

84 néo-enzymes synthétisés
50 protéines solubles

et al, Science 2010: Lutz S., Curr. Opin. Biotechnol., -



Conception de novo

Conception assistée par ordinateur de Diels-alderases

Diene + Diénophile - Cyclohéxénes chiraux

rmsd = 0.5 A

Modéle prédit <

, Modele/X-ray

[B-propeller
scaffold

Catalyseurs Kcat | KMm,... | KM 4ome | KCat Kcat

ht |mM mM KMgere | KM gicnophite
Néo-Diels-alderases 0.1 |35 146 146 0.0008
Néo-Diels-alderases optimisees || 2.13 ] 1.3 72.8 72.8 0.455
Anticorps catalytique 02111 1.7 1.7 0.058

Source: Siegd et a., Science, 2010 //Lassila et a, PNAS,2010



Acces aux catalyseurs cibles

Les scénarios

rtificielles

IS VeIl
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Criblages

Critiq UES pour le succes de la découverte, conception ou ingénierie d’enzymes

Techniques in vitro détection en dehors du contexte cellulaire

criblage en milieu liqujge
RMN |

HPLC

- Fluorescence

‘ Colloque Biologie de synthese ‘
11 décembre 2012




Criblages

Critiq UES pour le succes de la découverte, conception ou ingénierie d’enzymes

Techniques in vivo : détection dans le contexte cellulaire

1) antibiotid
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Criblages

Criblage in vivo: ingénierie des Riboswithes

A C Fe Ligand absent
~$"  Ribozyme active
[] i "’:A Fluorescence low
GFP Bl \;,\‘
Ribozyme
cleavage
AAA
Conformational
equilibrium
[]
AAA
Ligand
. ®
binding I Ligand present
B \ Ribozyme inactive
f AAA Fluorescence high
OGP0 \ .
+ — e
. \ /
Output Domain  Input Domain RNA Switch R
(Ribozyme) (Aptamer) \ -

Source : Michener et al., Metabolic Engineering 2012

Dixon et al. PNAS 2010 Colloque Biologie de synthese

17 décembre 2012



Découverte /Ingénierie /Conception

Pour une re-programmation cellulaire réussie

1.

Comment progresser ?

Intensification des acquisitions de
connaissances

Séquence/Structure/Dynamique/Activité
pour fiabiliser les techniques in silico design

2. Maitrise de la cinétique in vivo

pour faciliter la modélisation et régulation des
cascades métaboliques

Ag roregsources
L - .

=%—’>‘_'§‘_‘9 -
&> 8
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