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Une grande diversité d’enzymes

Les activités enzymes répertoriées ce
o

» Encore beaucoup a découvrir : « enzymes » dans i ®
Uniprot = 7,642,015 unreviewed et 59,200 reviewed PrOt ..
soit 0,8% (sur 230,328,648 protéines)

» 8282 EC numbers dans BRENDA (autant de réactions

%Y BRENDA |

chimique différentes

9

ECI: OxydorEdUCtases EC4: Lyases The Comprehensive Enzyme Information System
EC2 : Transferases EC5 : Isomerases
EC3 : Hydrolases EC6 : Ligases

L'alanine racémase est une isomérase (EC 5), en particulier une racémase (EC 5.1) agissant sur
I'acide aminé (EC 5.1.1) alanine (EC 5.1.1.1)

» Seule une faible proportion est utilisée en synthése :
un fort potentiel pour la chimie verte a explorer !

brenda-enzymes.org — 02/03/2022 - uniprot.org — 02/03/2022
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— Interactions moléculaires

— Diversité structurale
importante




1 A : /\/\/\/NH2
— Interactions moléculaires HoN
/'\ 1,6-Diaminohexane (Nylon-6,6)

H,N 0
Ry R> . s |
= Diversité structurale 0 NH,

: 0]
Amines , HzNW e
. uran-Z,5-diylaimetnhanamine
w 5-(Aminomethyl)furan-2- Precu rseurs de

carboxylic acid

polymeres

NH, O /©/H/\OH N ol
N
N/\r/N\N ON HN;/[O f \|\|1 NH
F &N %/ Cl~ ~Cl

3-(Diethylamino)propylamine (DEAPA —

Sitagliptine CFs Chloramphenicol “(’L?:;[{?;gleo)r durciceur résines époxy)
(Médicament contre le diabéte) (Antibiotique a large spectre)
PR /< Molécules .
. (0] N (0] . . 3-(Dimethylamino)propylamine (DMAPA —
O_ .. = H : J H bloaCtIVES additif pour détergeant, peinture)
\)j(\u \g/\u I N /\O ’
(\ 0 | ! Precurseurs
o \n/\ -
P N
iver
o " o CoH divers
Enalapril

Carfilzomib (Médicament contre I'hypertension)
(Thérapie ciblée anticancéreuse)



Voies d’acces aux amines chirales

Hydrogénation
Hy, Rh-L* OMe  MeO
AcO mAC Quant
ee =97,5% L-Dopa (S,S)-DIPAMP
Traitement contre la maladie de Parkinson
Vineyard et al., J. Am. Chem. Soc. 1977, 99 (18), 5946.
Amination réductrice
F ® F O
E NH, salicylate < ‘
O O H,, Ru-L* NH, O O PAr;
N - N PAr
N =\ N =\, 2
: kjur N F CNr % <O O
\< Sitagliptine \< 0

Prositagliptine CF, 91 %, ee = 99,5 % CF3 )-DM-SEGPHOS

Médicament contre le diabeéete

Steinhuebel et al., J. Am. Chem. Soc. 2009, 131 (32), 11316. 0



Voies de synthese biocatalytique

Dédoublement cinétique ’ Désymétrisation

NAD(P)H

— A

R1
imine-réductase

R2

0 NH,

,U\ NH3
R1™R2 > Rl R2
NAD(P)H
Amine-déshydrogénase

NHCOR H,O NH, NHCOR

A RNt i

Hydrolase

R1 R2

Transaminase




Les transaminases

Les transaminases (TA)

» Utilisent le Phosphate de Pyridoxal (PLP)

comme cofacteur
» Mécanisme de type ping-pong bi-bi
» Subdivisées en 2 grandes familles :
- a-TA : Alpha-aminoacides

- Amine-TA : Tout type d’amines

Transammase

R1
Accepteur

carbonylé NH,
R35\R4 RSJJ\R4
Donneur Coproduit
d’amine carbonylé

Transaminases

0
> HO_OH

HO _Ps
Y oo
N~ PLP

Transaminases m Substrat commun

d’amines
NH2

/\

ou

Amine chirale




Synthese enzymatique de la sitagliptine
Les transaminases
par MERCK

R /‘ \
Ru(OAc),
(DM-segphos) | 91% yield
Ha | 99.5% 00 transaminase/PLP |
ammonium salicylate s 13 HaPO,
: e B
13esalicylic acid salt iPNH,  acolone .95 a8
(©)Improvement over
\an Generation Process!”! : (d)3rd Generation Process!'®! f
11 cycles de mutagénése / 27 mutations
Performances accrues + meilleure tolérance aux solvants (DMSO, Acétone, etc.) o

Savile et al., Science. 2009, 329 (5989), 305.



Recherche de nouvelles transaminases



Boite a outil biocatalytique

NH,
NH,
R NH,
HO,C OH
OH Phényléthylamine _—
Aa B-hydroxylés Building blocks
O Nouvelles NH,
Rsﬂ\m applications R3)\R4
NH, Précurseurs Nouveaux Cibles NH,

HOzC/H< carbonylés Biocatalyseurs valorisables )W<

tert-Leucine Building blocks

NH,

L2 A
N
Hozc)\/ HOL |

=
Homophénylalanine

Homoalanine

—> Applications tres variées (Boite a outil)
— Amélioration des connaissances sur les TA




RATIONAL DESIGN DIRECTED EVOLUTION
1. Computer alded design

|

2. Site-directed mutagenesis

1. not applied

2. Random mutagenesis

0000000
0GOS 0000
@ 0000000

Library of mutated genes
(>10,000 clones )

3. Transformation

3. Transformation

4. Protein expression

4. Protein expression
5. Protein purification

5. not applied
6. not applied

IMPROVED 6. Screening and selection
-stability  [5S
ENZYME - selectivity | S50
- affinity 155, 0
- activity I e

e
.............

.............

Constructed mutant enzyme 7. Biochemical testing

Selected mutant enzymes

Prokop & Damborsky, Loschmidt Laboratories, Masaryk University, Brno, Czech Republic




Nouvelles transaminases EXp|Orati0n génom Iq ue

S OO

. >P00509|Escherichia coli|Aspartate transaminase
ATGTTTGAGAACATTACCGCCGCTCCTGCCGACCCGATTCTGGGCCTGGCCGATCT
GTTTCGTGCCGATGAACGTCCCGGCAAAATTAACCTCGGGATTGGTGTCTATAAAG

. ATGAGACGGGCAAAACCCCG...
>Q9A67 1|Caulobacter cresc |Histidinol-phosph i f
ATGCCCAAGCCCGGGATCATGGACATCCACGCCTATGTCGGCGGCAAGTCCAAGG
TCGAGGGCATCGCCCATCCGGTGAAGCTGTCGAGCAACGAGAACATCCTGGGCA
GCAGCGACAAGGCCAAGGAC...

°
« Transam’n ases ), . >F2XBU9|Vibrio fluvialis|Omega transaminase
. ATGAACAAACCGCAAAGCTGGGAAGCCCGGGCCGAGACCTATTCGCTCTATGGTT
L X I I T J # TCACCGACATGCCTTCGCTGCATCAGCGCGGCACGGTCGTCGTGACCCATGGCGA
. GGGACCCTATATCGTCGATGTG...

>P19938|Bacillus sp.|D-alanine transaminase
ATGGGATACACTTTATGGAATGACCAAATCGTGAAAGATGAAGAAGTCAAAATTG
ATAAAGAAGATCGCGGTTATCAATTCGGTGATGGCGTATATGAAGTTGTGAAAGTAT
ATAACGGTGAAATGTTTACTGT...

.>...

- 8 1075000 séquences
Bases de données '.\---------.q.-------

génomiques et protéiques ’
internationales ’

oo ®

'-----------------*

|

L
h Reviewed (3,119)
Swiss-Prot

Environ 0.3%

Unreviewed (1,092,944)

e Banque de
500 ~ 1000 enzymes @)

uniprot.org — 08/03/2022



Stratégie de sélection des enzymes

. . Sets de référence
Sélection

d’enzymes

Littérature A{

Bibliographie

Alignement
des séquences

Activités proches
de celles désirées

Larges collections
de génes candidats

Proximité de séquences

- V 4 LY 4 V 4

- Proximité de propriétés Clonage &

- surexpression
L J
|

NH,
R2 R1 5\ RZ
SN

Applications ‘ W

en syntheése Banques de TA Q

0
I

R1

Criblages




Nouvelles transaminases Utilisation du clustering

v’ Diversité de séquences

v’ Large spectre de

substrats

v’ Thermostabilité, etc. ?

Set de référence (18 enzymes)

» Grande variété Uniprot BLAST . )
d’applications Metagenome | >30% d’identité %e"”ﬂfrbnul N m@@‘*‘-’&
» Nouvelles
propriétés 10000 Séquences
| o « Clustering »

1 1 (80% d'identité)

}

Disponibilité
Cluster « 1 » Cluster « 2 » Cluster « n » dans la souchothéque

N\ | |

é >P00509|Escherichia coli|Aspartate transaminase
ATGTTTGAGAACATTACCGCCGCTCCTGCCGACCCGATTCTGGGCCTGGCCGATCT

GTTTCGTGCCGATGAACGTCCCGGCAAAATTAACCTCGGGATTGGTGTCTATAAAG
ATGAGACGGGCAAAACCCCG...

>Q9A67 1|Caulobacter cresc |Histidinol-phosphate aminotransaferase
ATGCCCAAGCCCGGGATCATGGACATCCACGCCTATGTCGGCGGCAAGTCCAAGG

TCGAGGGCATCGCCCATCCGGTGAAGCTGTCGAGCAACGAGAACATCCTGGGCA
GCAGCGACAAGGCCAAGGAC...

>F2XBU9|Vibrio fluvialis|Omega transaminase
ATGAACAAACCGCAAAGCTGGGAAGCCCGGGCCGAGACCTATTCGCTCTATGGTT
TCACCGACATGCCTTCGCTGCATCAGCGCGGCACGGTCGTCGTGACCCATGGCGA

\’ GGGACCCTATATCGTCGATGTG... 4

462 génes a cloner




Nouvelle banque de transaminases

—> Set de référence : 18 Enzymes
séquences candidates
genes a cloner

protéines confirmées

Diversité :

14000 -

Fréquences des %

OKDNOOQ'OKDNOO#OKDNOOQ'OKD
A NN NI TN O O~ [celie) Be)]

% d'identité entre deux protéines

Heuson et al., Applied Microbiology and Biotechnology. 2016, 100 (1), 397.

PSerTA' 2

Diverses

D-AlaTA

Dendrogramme de TAM(A)

y, Diverses

= AspTA

HisPTA

Diverses



Nouvelles transaminases

Criblages et résultats

Donneur

Donneur

Enzyme

Banque Classes de TA Test . . s TA ciblées
principal secondaire  Auxilliaire
L-ACS --- --- L-a-BASTA
Direct - ACS
TAM(A) -V D-ACS --- --- D-a-BASTA
Couplé - ACS L-Glu L-ACS AspTA L-a-TA
TAM(C) v Couplé - ACS D-Glu L-ACS AspTA D-a-TA
TAM(D) ]| Direct - HPT HPT --- --- HypoTA

3 banques avec 800 enzymes / Criblage sur 19 accepteurs

= 50000 tests enzymatiques




Diverses
BCAT
Classe I/l j

D-AlaTA

Heuson et al., Applied Microbiology and Biotechnology. 2016, 100 (1), 397.



Aller plus loin dans I'exploration ?

Sets de référence

Littérature Collections de

génes candidats

>Q9A671 [HisPTA /////
>F2XBU9 |w-TA /////_ N
>P19938 |D-AlaTA ////
A Amélioration de la
- connaissance des TA
- °
- Criblages
-
.
.

&
N

Banques de TA Q

NH,
R2 R15\R2

Applications ‘

en synthese
Y Criblages

o
I

R1




Nouvelles transaminases

Nouveaux outils
en machine learning

Informations structurales

et fonctionnelles issues des bases
de données et de la litterature

Utilisation du Machine Learning

/M

>P19938 |D-AlaTA /M
Nouveaux algorithmes de prédiction d’activité
basés sur les séquences des enzymes

PR

Sélection rationnelle des génes
codant pour les enzymes

les plus prometteuses

mf
Y W\
"'.llllll \

-
ot
-
~
N
N
4
4

s

NH,

R1 3\ R2
Nouvelles banques

rationnelles d’enzymes

issues de la Biodiversité

Criblages a hauts débits des

Mellor et al., ACS Synth. Biol. 2016 5 (6), 518.
Carbonnel et al., Bioinformatics. 2010, 26 (16),

activités enzymatiques

2012.



Nouvelles transaminases

Alphafold2 — Prédiction de structures

» Gagnant du CASP14 (2020)

Bases de

[ ]
données P.O
de séquences © @ l

Sequence

inconnue
MPYPRDNEERTSPPMKLLI

Multiple Sequence Alignment

>Inconnue |M|
>F2XBU9 M
>P19938 M

\d

Position-specific
score matrices

MEYPRD

Protein Data Bank in Europe

Protein Data Banks
BPDBe |~

Jumper et al., Nature. 2021, 596, 583.
https://github.com/deepmind/alphafold - https://alphafold.ebi.ac.uk/

La révolution AlphaFold?

"'t’\ﬁ-\

AlphaFold

Module MSA
-T>
> |
|
— L] -_— -_— -_— -_— *-
Recyclage

Templates

Structure prédite

A

000

Module
Structurel




Nouvelles transaminases Utilisation de Colabfold

P’- 4 " i n I r r B Az 4 >tr|B9AZ94|B9AZ94_9BURK Aminotransferase, class Ill superfamily OS=Burkholderia
ed Ct o de a St UCtu e de 9 9 multivorans CGD1 0X=513051 GN=BURMUCGD1_4017 PE=3 SV=1

Sequence coverage Predicted IDDT per position
16000 1.0 100
14000 |
0.8 80 A
12000 | -
@
3
m = [
" 10000 L 0.6 2 5 604
[0} > o
o s =
(= "‘-:’ he]
g 8000 - S 9
o k=] 2
& Lo48 40
6000 - Te &
[
=
2 — rank_1
40007 —— rank_2
20 -
—— rank_3
2000 A —— rank_4
— rank_5
0 T — T T — T T T e 0 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 0 200 400 600 800
Positions Positions
colored by chain colored by pLDDT

pLDDT : 96,71
pTMscore : 0,96

Structure prédite e

https://github.com/sokrypton/ColabFold



Vers une véritable visualisation 3D

Aller plus loin sur la compréhension ?

plDDT: = Very low (<50) Low (60) W= OK (70) Confident (80) == Very high (>90)

I

|l
| |
L

i
]
!
]
|
|
|
!
|
ELEGOO MARS 28 ‘

Impression 3D SLA



Application des nouvelles enzymes



Synthese de 'Homopheénylalanine

O
HO,C
OPBA
1Eq
NH2 NHZ
HO,C A3D9 IL-GIn D-Gin A3B9 HO,C
1Eq
L-HPhe D-HPhe
20G
Quant. (100 mM) HO H Quant. (50 mM)
ee >99,5 % Hozcddfo ee > 99,5 %

NHAc NH,

HO,C LAA _ HO.C
o) L-HPhe
1) KCN/NH,CO3
150 mM
[ .-
HO,C 2) NaOH M NAAR R =99%
OPBA 3) Ac,0 ee >99%

NHAc

Hozc/\/\©

N-AcétylHPhe

Heuson et al., Advanced Synthesis & Catalysis. 2019, 361 (4), 778. / Ahmad et. al., Biotechnol. Adv.. 2009, 29, 286.



Synthese de 'Homopheénylalanine

O
HO,C
OPBA
1Eq
NH2
HO,C A3D9 IL-GIn D-Gin A3B9 HO,C
1Eq
L-HPhe D-HPhe
Quant. (100 mM) HO H Quant. (50 mM)
ee >99,5 % Hozcddfo ee >99,5 %
(o) NH,
mPDH
HO,C / \ s HOZC)\/
OPBA © L-HPhe
NADH NAD
510 mM (Fed-Batch)
é / R =99%

Zhang et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 2013, 97 (19), 8487. / Hall & Bommarius, Chem. Rev. 2011, 111, 4088.
Heuson et al., Advanced Synthesis & Catalysis. 2019, 361 (4), 778. / Ahmad et al., Biotechnol. Adv. 2009, 29, 286.




Cascades Aldolases-Transaminases

Synthese de y-aminoacides
> Précurseurs de composés a activité NH, OH

biologique
» Motifs complexes avec beaucoup de R1 R3

carbones asymétriques

R2
» Synthése en cascades avec :
- Aldolases : création d’une liaison C-C y-aminoalcools
(aldolisation)
- Transaminases : Transfert d’'une amine
(0) (0) ) NH,
Aldolase Transaminase
R2 K R2 / \ R2
NH, (0)
R4§\ R3 R4JJ\ R®




Boucles Aldolases-Transaminases

Utilisation de boucles enzymatiques

> Economie d’atomes NH, OH

» Controle cinétique ou thermodynamique R1%/& R3
» Rendements accrus R2

> Stéréosélectivité _
y-aminoalcools

o) NH,
A A
Enzymes avec
R2 R2 V4 [ . 7
des sélectivités
Aldolase Transaminase

(issues des
o] NH,

criblages)
RA( R1ﬁ\(
R2 R2
©



Boucles Aldolases-Transaminases

0 NH, |
Pyruvate Alanine
HOZCJ\ HOZC/S\

Pyr-Aldolase a-Transaminase

0 NH,

Hoch\/ HOZC;\/

NH, OH NH, OH NH, OH NH, OH
HOZC/k/'\COZH HO,C CO,H  HO,C™ > “CO,H HO,C CO,H
L-syn-4-HGlu L-anti-4-HGlu D-syn-4-HGlu D-anti-4-HGlu
92 % 95 % 65 % 69 %
syn/anti : 98/2 syn/anti > 2/98 syn/anti : 94/6 syn/anti : 6/94

Analogue du glutamate hydroxylé : analogue de neurotransmetteur, peptidomimétiques, etc.

Guérard-Hélaine et al., Chem. Comm. 2017, 53 (39), 5465. @
Laurent et al., ACS Catal. 2020 10 (4), 2538. / Gourbeyre, Thése, 2021.



Cascades Aldolases-Transaminases

Synthese de la 4-hydroxyisoleucine et dérivés

» Acide aminé potentialisateur de la sécrétion
d'insuline

» Rendement atteint dans la littérature avec une
cascade linéaire : 21%

> Stéréochimie a controler

NH,

0
Hozck R® Hozc)V R®

TA
AL
0 NH,
HOZC)K_;/ HOzc/'\:./
R? R?

Ogawa et al., Biosci. Biotechnol. Biochem. 2007, 71 (7), 1607.

NH, OH

HOQC/'\:/E\

NH,

Hozc)\/

Conversion : 97 %
syn/anti : 4/96

NH,
HO,C™ ™

™~

Conversion : 65 %
syn/anti : 18/82

4-Hydroxyisoleucine (Hile)

NH,

HOZCJ\/

Conversion : 85 %
syn/anti : 15/85

NH,

Hozc)\/

~
Conversion : 46%
syn/anti : 17/83



Applications des enzymes

Réduction des colits énergétiques, matiére et économiques

Combinaison chimie-biologie :
la catalyse hybride

Matériaux Multi-
-catalytiques Hybrides

One-Pot/One-Step

One-Pot/Two-Steps

Two-Pots/One-Step

Two-Pots/Two-Steps

s

1P1S

\

O-O*I
$-0O—¢




Applications des enzymes

Applications

» Trés peu d’applications décrites
» AMFC : Oligopeptide trimére cyclique
» Production de nouveaux polyamides/polyimines

et autres polymeres

@)
0 O

o O \/Ho

\ |
\ /
---NH HN\Jo

Polyamide d’AMFC

Ir=

Voies de synthése

Synthese de Furfurylamines

0 0

HO QL ) NH, o7 LT M,
HMFA AMFA
o Ho

N T N o T
FDMA AMFC

» Amination réductrice (nécessite de nombreuses protections/déprotections)

o Récente nouvelle méthodologie sans protection

» Biocatalytique (transamination)

o Deux études seulement, aucune méthodologie pour ’AMFC, 'AMFA, et la FDMA

Lankenau & Kanan, Chem. Sci. 2020, 11 (1), 248.

Chakraborty et al., Tetrahedron Lett. 2002, 43 (7), 1317. / Sharma et al., J. Mol. Struct.: THEOCHEM. 2006, 764, 1.
Dunbabin et al., Green Chem. 2017, 19 (2), 397. / Petri et al., Catal. Commun. 2018, 114, 15.



Applications des enzymes Synthese hybride de TAMFC

Combinaison de Pt@SiO, et de Cv-TA@EziG™ OPAL

0]
. : 0] OH . I 0] 0]
HMF || AFCA ||/
Amine Step 2: Reductive amination OH o CH
0, donor Y Carbonyl . .
\“gxif’k coproduct o o HO o o
=0~ ; e\ NH. HFca Ly roca Ly

i OH OH
KE?)—//O 6;’}(/:3"0?_'28 KE/)_/( Cv-TA@EziG™ OPAL o NH.
, PH 8, 30/°C; pH 8}
Hmp  NaP Buifer AFCA " Nap/Buffer I o O O o O
' /
sl Bl P DcaAF || amvrc Iy

OH
Donneur : (§)-Methylbenzylamine (1:1) Donneur : Isopropylamine (10:1)
104, o o o ® o | 100% 104{y o L 100%
—_ —_ ) ) )
s s o
E . E .
2 8- - 80% | & 8- - 80%
- c t=] c
8 S 3 8
3 6 - - 60% £ | @ 6 - - 60% £
c o c o
() g () %
< i | 0 - c i | 0, -
S 4 40% = S 4 40% =
s s
£ 21 - 20% £ 2 - 20%
o o
c c
[] []
o 0 I T T T T = r 0% o 0 I T T = r 0%
Oh 24h  40h  48h  52h Oh 24h  40h  48h  52h

Lancien et al., ChemCatChem. 2021, 13, 247-259.



Matériaux multi-catalytiques hybrides

" N°454 - SEPTEMBRE 2020

Y &y ren = PR MMCH tri-catalytique a base de
I aCtual,lte 8 /S Metal-Organic Frameworks (MOF)

& ) e ® ) ! y A
=% ' chimigue 7 25,
" #

Rl
LE JOURNAL DE LA SOCIETE CHIMIQUE DE FRANCE

CH,NO, +

MMCH /@/\/Noz
OCHs HaCO

CalA + Pd-NPs@Co-ZIF-67

Heuson et al., L’ Actualité Chimique. 2020, 454, 7.
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