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Des enzymes sur mesure, réve ou réalite ?

eut-on, a partir de la connais-
Psance que nous avons des méca-

nismes enzymatiques, créer des
systémes artificiels qui présentent des
propriétés similaires a celles des
enzymes, a savoir spécificité du sub-
strat, accélération de la vitesse de
réaction et nombre de cycles cataly-
tiques quasi illimité ? Répondre a
cette question est une facon de tester
nos connaissances sur la catalyse
enzymatique mais également de satis-
faire une demande trés forte de
I'industrie des biotechnologies et de
la chimie fine. Ces domaines sont en
effet confrontés a des réactions diffi-
ciles a réaliser par des voies chi-
miques conventionnelles et pour les-
quelles les enzymes naturelles ne
sont pas adaptées ou n’existent tout
simplement pas. En particulier, la

création de nouvelles enzymes a acti-
vité hydrolytique représente un enjeu
important avec des applications trés
diverses. L’utilisation de protéases est
ainsi largement exploitée dans le
cadre de I'analyse du protéome et
dans le traitement d’affections car-
diovasculaires. Dans un tout autre
domaine, il a fallu améliorer les
lipases dans leur stabilité et pour leur
résistance a la protéolyse afin de pou-
voir les utiliser dans les lessives et
dans un certain nombre de procédés
industriels. Enfin, il convient d’ajou-
ter les nombreuses estérases optimali-
sées pour un usage en chimie phar-
maceutique. Différentes approches
sont aujourd’hui explorées pour
créer de nouveaux biocatalyseurs
avec des spécificités et des efficacités
variées.

Les anticorps catalytiques,
des enzymes produites
par le systtme immunitaire

Parmi les différentes stratégies déve-
loppées pour créer de nouveaux bio-
catalyseurs, les anticorps catalytiques
occupent une place de choix depuis
1986 avec un tres large spectre de
réactions catalysées [1, 2]. Cette
approche consiste a préparer des anti-
corps monoclonaux dirigés contre des
molécules stables, mimes de 1’état de
transition de la réaction que ’on sou-
haite catalyser (figure 1). Les anticorps
les plus affins pour ces analogues de
I’état de transition sont capables de
catalyser la réaction correspondante
avec des facteurs d’accélération par
rapport a la réaction spontanée de
l'ordre de 10° a4 10 A titre de compa-
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Figure 1. Principe d’obtention d’anticorps catalytiques a activité estérase. Les anticorps sont engendrés contre des
phosphonates qui sont des mimes de I'état de transition de la réaction d’hydrolyse d’ester. Aprés une étape de
fusion, les hybridomes peuvent étre criblés en fonction de I'affinité pour ces mimes de I’état de transition ou direc-
s (ement pour l'activité catalytique. =+ : état activé et transitoire.
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raison, les facteurs d’accélération
mesurés pour les enzymes s’échelon-
nent entre 10° et 10'7 [3]. Les applica-
tions des anticorps catalytiques les
plus prometteuses a ce jour se trou-
vent dans le domaine de la synthese
asymétrique en chimie. Pour certaines
réactions stéréospécifiques, de telles
accélérations permettent d’envisager
I’obtention d’excés éniantomériques
supérieurs 2 98 % parfois difficilement
accessibles par les voies de syntheése
classiques [4].

La détermination de la structure tri-
dimensionnelle d’anticorps sélection-

nés pour leur affinité pour des phos-
phonates et présentant des activités
de type estérase a permis récemment
de comparer les mécanismes cataly-
tiques proposés par le systeme immu-
nitaire a ceux des estérases naturelles
[5-7]. Ces derniéres présentent des
mécanismes catalytiques relativement
complexes au cours desquels on
observe a la fois une stabilisation du
groupement oxyanion de l'état de
transition et la participation concer-
tée de plusieurs acides aminés lors de
I’attaque nucléophile de la liaison
ester. Le mécanisme de la plupart des

anticorps catalytiques a activité hydro-
lytique est relativement plus simple
que celui observé pour les estérases
naturelles: il semble ne faire interve-
nir que la stabilisation de 1’oxyanion,
I’attaque nucléophile de la liaison
ester s’effectuant par une molécule
du solvant. Cette différence de méca-
nisme semble étre a I'origine de la
différence d’efficacité des anticorps
catalytiques et des enzymes pour une
réaction donnée (figure 2).

Une des limites de cette approche
réside certainement dans le fait que
les analogues d’état de transition ne
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Figure 2. Comparaison des efficacités catalytiques des enzymes et des biocatalyseurs. Dans un mécanisme simple
de Michaelis-Menten, k., est la constante cinétique de conversion du complexe enzyme-substrat vers le complexe
enzyme-produit et K, est la constante de dissociation apparente du complexe enzyme-substrat; K., ... €st la
constante cinétique de la réaction spontanée en absence d’enzymes ou de biocatalyseurs. * Concentration en aldol
donneur fixée a 5% v/v. ** Concentration en amide fixée a 3,1nM. *** K_,, de la subtilisine sauvage 500fois plus

faible que la subtiligase.
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sont pas des mimes parfaits de I’état
de transition de la réaction que 'on
souhaite catalyser. Les premieres tech-
niques de crible de ces anticorps, uni-
quement fondées sur le critere d’affi-
nité pour I'antigene utilisé, laissent la
possibilité de passer a coté de cataly-
seurs plus efficaces bien que ne pré-
sentant pas la meilleure affinité pour
ces analogues d’état de transition.
Afin d’éviter ce biais, des méthodes de
cribles ont été développées, fondées
sur la mesure directe de 'activité cata-
lytique de I’ensemble des milliers
d’hybridomes obtenus apres immuni-
sation [8]. La structure tridimension-
nelle des trois anticorps a activité esté-
rase les plus efficaces isolés par ce type
de crible montre que ces anticorps
utilisent le méme mécanisme de stabi-
lisation des oxyanions de I’état de
transition que les anticorps obtenus
par les autres cribles. De facon surpre-
nante, pour tous ces anticorps, les
acides aminés impliqués dans la cata-
lyse sont de nature identique et se
superposent parfaitement en termes
de structure [9]. Ces résultats sugge-
rent que le répertoire immunitaire
dirigé contre un analogue d’état de
transition n’est capable de proposer
qu’un nombre limité de solutions
catalytiques pour une réaction
comme ’hydrolyse d’ester.

Afin de se rapprocher des enzymes
dont le mécanisme met en jeu des
acides aminés nucléophiles dans un
grand nombre de réactions, une
approche différente a été proposée.
Elle consiste a utiliser lors de I'immu-
nisation, a la place d’analogues d’état
de transition, des molécules chimi-
quement réactives qui sélectionnent
préférentiellement les anticorps qui
possédent des acides aminés nucléo-
philes avec lesquels elles peuvent for-
mer un complexe covalent [10].
Cette approche a été utilisée avec
succes pour créer des activités nou-
velles de type aldolase. Les anticorps
sélectionnés possedent une lysine
nucléophile au niveau de leur site
actif et présentent un mécanisme et
une efficacité similaires a 1’enzyme
naturelle qui est impliquée dans la
glycolyse [11]. Ces anticorps présen-
tent un intérét biotechnologique cer-
tain car ils catalysent un spectre de
réactions bien plus large que
I'enzyme naturelle.

Faire évoluer in vitro
des enzymes naturelles...

Les avancées spectaculaires réalisées
dans les domaines de la mutagenese
dirigée et aléatoire et de la détermi-
nation des structures tridimension-
nelles par RMN ou cristallographie
rendent aujourd’hui possible le déve-
loppement de I'ingénierie d’enzymes
sur des bases rationnelles. Pour
«redessiner » le site enzymatique
d’une enzyme, il est indispensable de
bien connaitre son mécanisme cataly-
tique et de disposer de sa structure
tridimensionnelle, éventuellement
complexée a des intermédiaires de la
réaction. A partir de la structure, plu-
sieurs stratégies ont été explorées:
modification de un/plusieurs
résidu(s) pour augmenter la catalyse,
modification du site de liaison du
substrat pour changer la spécificité
de I’enzyme, ou encore modification
de résidus ne participant ni a la cata-
lyse, ni a la reconnaissance du sub-
strat, dans le but de changer les pro-
priétés de stabilité et/ou de solubilité
de I'enzyme (réaction en présence
de solvants organiques, a pH acide
ou basique...).

Les protéines modifiées de maniere a
étre plus stables sont nombreuses
(subtilisine, lysozyme, phospholipase
A2 [12]). La paranitrobenzyle esté-
rase constitue un exemple intéressant
d’enzyme modifiée pour répondre a
une exigence précise dans la synthese
organique des céphalosporines [13].
Apreés plusieurs étapes de mutagenése
aléatoire et de criblage, le groupe de
Frances Arnold au Caltech a dirigé
I’évolution d’une estérase de maniere
a catalyser la déprotection d’intermé-
diaires pnitrobenzyle ester de ces anti-
biotiques en présence de 15 %-30 %
de diméthylformamide. L’utilisation
de cette enzyme permet d’éliminer
une étape de déprotection en pré-
sence de zinc qui pose des problémes
en termes de recyclage des déchets.
Les exemples de création d’activités
enzymatiques complétement nou-
velles sont encore trés peu nom-
breux, en dépit des multiples
approches qui ont été développées.
L’une d’entre elles consiste a engen-
drer, a partir du gene d’une protéine,
une banque de variants par mutage-
nese aléatoire et a les cribler pour

lactivité recherchée. Cette technique
a permis, par exemple, de sélection-
ner des variants anticoagulants a par-
tir de la thrombine [14]. L’évolution
des connaissances en mati¢re de
mécanismes et de structures des pro-
téines permet d’envisager désormais
une approche plus ambitieuse qui
consiste a introduire une nouvelle
activité enzymatique dans une pro-
téine a partir de I'analyse rationnelle
de sa structure tridimensionnelle. Les
deux réalisations les plus significatives
dans ce domaine sont la création
d’une ligase a partir de la subtilisine
[15] et d’une nitrile hydratase a partir
de la papaine [16] (figure 2). Dans les
deux cas, le site enzymatique existant
a été en quelque sorte «détourné » de
maniere a effectuer une réaction chi-
miquement proche. Le groupe de
J.A. Wells a Genentech a converti une
sérine protéase, la subtilisine BPN’, en
ligase en changeant le résidu cataly-
tique Ser??! en cystéine et Pro*® en
alanine [15, 17]. Cette nouvelle
enzyme nommée «subtiligase» per-
met de relier des fragments pepti-
diques avec des rendements de cou-
plage supérieurs a ceux obtenus par
la plupart des techniques chimiques
classiquement utilisées, sans l’utilisa-
tion de groupements activateurs ou
de préassociation des fragments a
assembler. Le couplage de peptides
synthétiques sur une protéine ou un
fragment de protéine représente une
technique puissante pour introduire
des acides aminés non naturels dans
les chaines protéiques a des fins
d’études fonctionnelles/structurales
ou d’ingénierie d’enzymes. En outre,
cette technique ouvre la voie a la syn-
these peptidique de protéines inac-
cessibles de maniére recombinante
car toxiques pour I’h6te d’expression.
La nitrile hydratase a été concue a
partir d’une cystéine protéase, la
papaine, en modifiant le site actif de
maniere a effectuer une réaction
d’hydrolyse, chimiquement proche
de la réaction protéolytique naturelle
[16]. Pour ce faire, un résidu acide a
été introduit dans le site actif dans
une position appropriée pour pou-
voir servir de donneur de proton a
I’azote du nitrile. Le nitrile est
d’abord converti en une amide qui
peut elle-méme étre hydrolysée en
acide. Cette enzyme offre une alter-

m/s n°6-7, vol. 14, juin-juillet 98



native intéressante aux méthodes chi-
miques classiques qui se font dans des
conditions drastiques.

Une nouvelle voie:
Iimportation d’une machinerie
catalytique au sein d’une protéine [18]

Une nouvelle approche dans la
conception de mimes enzymatiques a
été récemment proposée. Elle repose
sur I'idée que I'on peut créer une
activité totalement nouvelle au sein
d’une protéine qui en est dépourvue
en y important la machinerie cataly-
tique adaptée.

Les endoprotéases coupant sélective-
ment au niveau d’un acide aminé
unique sont particulierement utili-
sées dans le séquencage et la carto-
graphie des protéines. La majorité
des protéases commercialisées cou-
pent des liaisons peptidiques de
facon peu ou non spécifique. Alors
qu’il existe vingt acides aminés diffé-
rents, on ne compte que 4 ou 5 endo-
protéases strictement spécifiques.
L’enjeu de ce travail était 'obtention
d’une endoprotéase spécifique de la
liaison peptidyle-prolyle (X-Pro). Un
mécanisme fréquent chez les hydro-
lases repose sur une triade cataly-
tique, composée des trois acides ami-
nés Sérine (Ser), Histidine (His) et
Aspartate (Asp). Ces trois résidus
adoptent une géométrie spatiale tres
précise bien que les structures qui les
portent soient différentes [19]. En
effet, les protéases, dites protéases a
sérine comme la subtilisine, la tryp-
sine ou différentes carboxy-pepti-
dases possedent des spécificités de
substrat et des architectures fonda-
mentalement différentes mais agis-
sent toutes par un mécanisme qui
met en jeu cette triade catalytique
(figure 3). On retrouve également ce
motif catalytique dans un certain
nombre d’estérases et de lipases. Le
mécanisme de cette triade est particu-
lierement bien connu, peut-étre un
des plus étudiés a ce jour (figure 4).
La cyclophiline est une enzyme
dépourvue d’activité hydrolytique,
qui catalyse l'isomérisation cis-trans
des liaisons X-Pro des protéines et
posséde donc un site de liaison spéci-
fique des chaines peptidiques conte-
nant une proline [20]. La structure
tridimensionnelle de son site actif est
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Figure 3. Structure de la triade catalytique dans les protéases a sérine.
Structures 3D de la trypsine (A) et de la subtilisine (B) complexées avec des
inhibiteurs naturels (vert). La triade catalytique (C) constituée des acides ami-
nés sérine (jaune), histidine (orange) et aspartate (rouge) est conservée dans
ces deux enzymes en dépit d’un repliement général différent. (D) Modele du
site actif de la cyclophiline aprés importation de la triade catalytique par

mutagenése dirigée.

connue a la fois dans I'état libre et
complexé avec des peptides ([21]
pour une revue). La premiére partie
de I’étude a consisté a analyser les
différentes structures de cyclophiline
afin d’identifier les positions suscep-
tibles de recevoir la premiére compo-

sante de la triade catalytique, la
sérine. Quatre positions ont été rete-
nues dans un rayon relativement
large autour de la liaison peptidique
afin de tenir compte d’éventuels
réarrangements du site actif de la
cyclophiline apres mutation. Deux de
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Figure 4. Mécanisme catalytique de la triade catalytique. A. Attaque nucléophile de la sérine sur le carbone du car-
bonyle de la liaison peptidique et déprotonation de la sérine par I’histidine. B. Stabilisation de I’histidine chargée
positivement par I’aspartate et coupure de la liaison peptidique. C. Attaque nucléophile d’'une molécule d’eau sur
I'acyle lié de fagon covalente a I’enzyme et (D) relargage du produit.

ces mutations Ala91Ser et GIn56Ser
présentent une activité hydrolytique
significative sur un dérivé chromo-
phorique du peptide alanine-proline.
Le mutant Ala91Ser accélére I’hydro-
lyse du dipeptide d’un facteur 107.
Pour comparer les résultats obtenus
avec des protéases naturelles, le fac-
teur d’accélération observée pour le
mutant de la susbtilisine dont I’histi-
dine et 'aspartate de la triade cataly-
tique ont été mutés en alanine est de
I'ordre de 10* [22]. Cela suggere un
positionnement particuliérement
efficace de la sérine introduite dans
la cyclophiline vis-a-vis du carbonyle
de la liaison a hydrolyser.

Les mutations consécutives en histi-
dine et en aspartate ont été effec-
tuées, tout en respectant autant que
possible les criteéres d’angles et de dis-
tances de la triade catalytique cano-
nique (figure 3). Des mutations semi-
conservatives ont pu étre réalisées sur
les acides aminés Phe 104 et Asn 106.
Le triple mutant Ala91Ser -
Phel0O4His — Asnl06Asp, appelé
cyproase, présente une activité hydro-
lytique extrémement élevée (k.,/Km
= 0,7 x 10* M~'s!) pour une enzyme
concue en laboratoire, proche de
celle mesurée pour des protéases
naturelles (figure 2). Cette nouvelle
enzyme fonctionne-t-elle comme les
protéases a sérine ? Deux expériences

e cffectuées classiquement pour les pro-
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téases semblent I'indiquer. L’utilisa-
tion d’un réactif chimique spécifique
des nucléophiles inactive en quelques
secondes la cyproase; ce résultat
conforte I’hypothese selon laquelle la
sérine introduite dans le site actif rela-
tivement hydrophobe de la cyclophi-
line a un fort caractére nucléophile.
La mesure des constantes michae-
liennes, k,, et Km, de la cyproase en
fonction du pH révele la titration
d’un acide aminé de pKa égal 4 6,5 en
accord avec la participation de I'histi-
dine introduite en tant que base. Des
études cinétiques supplémentaires et
la caractérisation de la structure tridi-
mensionnelle de la cyproase sont
actuellement en cours afin de préciser
son mécanisme.

L’activité de 'enzyme ainsi créée a
été testée sur une protéine. L’ana-
lyse, par séquencage et spectrométrie
de masse, des produits de coupure
obtenus confirme la spécificité de
coupure en amino-terminal des pro-
lines et la faible spécificité pour les
résidus situés en amont et en aval. La
cyproase est donc non seulement
une endopeptidase mais aussi une
endoprotéase. Or, la proline est un
acide aminé particulierement intéres-
sant car relativement peu abondant
et souvent situé a la jonction des
structures secondaires et des
domaines des protéines. Les résultats
obtenus permettent d’envisager 'uti-

lisation de cette nouvelle enzyme
pour le séquencage et la cartogra-
phie des protéines, avec des exten-
sions possibles dans le domaine du
diagnostic. Des applications pour-
raient également se dessiner dans le
traitement des produits alimentaires
(correction de I'amertume des pro-
duits laitiers et des jus de fruits).

Perspectives

D’autres protéases tres spécifiques
pourraient étre prochainement créées
suivant cette méme méthode de
greffe de motifs catalytiques. L’analyse
tridimensionnelle des sites actifs de
protéines complexées avec leur ligand
naturel ouvre en effet de nombreuses
perspectives de création d’activités
hydrolytiques ou de ligation spéci-
fiques. D’un point de vue fondamen-
tal, cette méthode représente une
voie unique pour comprendre une
des énigmes de 1’évolution des
enzymes: la sélection naturelle d’un
nombre trés restreint de motifs cataly-
tiques en dépit de la grande variété de
substrats et des structures tridimen-
sionnelles des protéines. Plus concre-
tement, cette approche devrait pou-
voir fournir dans un avenir proche
des solutions enzymatiques originales
aux problémes rencontrés dans les
secteurs pharmaceutique, diagnos-
tique et thérapeutique ®
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Ser :
His :
Asp :
Asn :
Gln :
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