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Avant-propos

« Les espéces qui survivent ne sont pas les espéces les plus fortes, ni les plus intelligentes, mais
celles qui s'adaptent le mieux aux changements »

Charles Darwin.

La théorie de I'évolution de Charles Darwin au XiXsiécle, établit que la plupart des
individus d'une population sont différents les des autres. Certains d'entre eux sont mieux
adaptés a leur environnement que les autres etdente fait, de meilleures chances de
survivre et de se reproduire. Ces caractéristigaeantageuses sont héritées par les
générations suivantes et, avec le temps, deviendemtinantes dans la population. Ce
processus progressif et continu dont la force maj&st la sélection naturelle, résulte en
'apparition de variations phénotypiques et ultinegty de nouvelles especes. Sur base de
cette théorie est née celle du néodarwinisme guchehle concept original de Darwin en
attirant I'attention sur la fagon dont la variatibiologique est générée. Dans ce cas est exclu
I'héritage génétigue comme un mécanisme d'évolutieh la reproduction sexuelle
(recombinaison) est proposée comme le mécanismeeftant de créer, a chaque génération,
une population d’'individus différents. Enfin, laétirie synthétique incorpore aux théories
précédentes les mécanismes liés aux organismespotes pour qui la reproduction sexuelle
est remplacée par une reproduction asexuelle gsipfi binaire, et la recombinaison se fait
par des mécanismes de transferts horizontaux (gaisjon, transformation...). Aussi, les
transitions dans I'évolution se font de maniéredgedle et les nouvelles especes évoluent a
partir d’especes préexistantes par un processtigtiese maintiennent & chaque étape de leur
adaptation spécifique [1].

Cette évolution de la théorie de Darwin est lié& dacouvertes successives, réalisées en
parallele, de I'existence d’un lien entre un genare protéine, de '’ADN comme support de
'information génétique, de la génétique bactéreerh de la structure de 'ADN (Watson et
Crick, 1953), qui ont permis I'’émergence de ladgié moléculaire.

Linus Pauling est a l'origine de I'utilisation d&gjuences de protéines pour la reconstruction
d'arbres phylogéniques, et il propose avec Emilek@&ikandl, en 1965, le concept d'horloge

moléculaire. Des comparaisons de séquences d'asidass conduisent a la constatation que






les mesures de la divergence des séquences soéleesrau temps et de la méme maniére
gue l'on peut retracer la phylogénie des especeanteés, on peut retracer des chemins
évolutifs de protéines. Ces observations a I'éehmibléculaire montrent que la variabilité des
protéines serait apparue selon un processus Damibévolution.

Les protéines remplissent des fonctions tres digerde catalyse, de transport, de
communication, de signalisation, de reconnaissaicee structure, c’est pourquoi elles
peuvent étre considérées comme les outils majauraahde vivant a I'échelle moléculaire.
Au cours de I'évolution, les accumulations de mamat ont fait diverger les genes entre les
especes. De la provient la diversité des proté@ndées par ces genes.

De par I'importance des protéines dans le mondantj\elles occupent une place importante
dans le domaine industriel, agricole, médical oatdmhnologique, ou dans le domaine
académique, pour la compréhension des liens eigstarire la structure et la fonction des
protéines ou la compréhension des mécanismes #dsajui ont permis la spécialisation et
I'optimisation de leurs fonctions. Ainsi, les teddues visant a changer les propriétés des
protéines, principalement basées sur le principsvidén de mutation et de sélection ont été
grandement développées.

Le cadre de cette these s’inscrit dans la compeétierdes liens existants entre deux familles
de protéines, les PBPs (Penicillin Binding Protpetdesp-lactamases, en essayant de recréer
artificiellement une activité de tygelactamase a partir d'une PBP.

Dans cette introduction, seront présentés dangemier temps quelques principes généraux
de I'évolution naturelle des protéines. Un chapitoacernant I'ingénierie des protéines nous
permettra d’avoir une meilleure vue des applicatien stratégies élaborées pour la création
d’enzymes ayant une propriété recherchée, des dlxies permettant de créer un ou
plusieurs mutants d’'une méme protéine (banqueslbectons), et enfin des techniques qui
vont permettre de sélectionner un mutant ou criblee collection de mutants. Dans la
derniére partie, les PBPs et l¢gslactamases seront présentées, ainsi que les liens

phylogénétiques existant entre elles.
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Principes d’évolution naturelle des protéines

Les protéines sont des éléments primordiaux des &tvants car elles sont impliquées dans
pratiquement tous leurs aspects fonctionnels ettstraux. Afin d’accomplir leurs différentes
fonctions au sein d’'un étre vivant, les protéinesstituent une large gamme de molécules
spécifiques et efficaces. Leur diversité est istéeur versatilité structurale et fonctionnelle,
réalisée a travers la diversité des séquences udsgrar la polymérisation d’acides aminés
distincts.

Cependant, 150 génomes comptent un million de ségsgeprotéiques distinctes, dont 85%
sont classées en 50 000 familles. Chacune de gelefacomporte la méme composition en
domaines structuraux. 80 % des séquences de cesrgmsont réparties en seulement 5000
types de domaines [2]. Dans ce chapitre, nous saalemter d’expliquer brievement comment
le large répertoire d’enzymes existant a pu ét#é ér partir d’'un nombre limité de domaines
structuraux, et les implications pour les relatiensre les protéines d’'une méme famille ainsi

que les différents modeéles d’évolution possibles.

Définitions
Pour plus de clarté, quelques définitions de terdues la signification peut varier suivant le

contexte et d’'un auteur a l'autre, sont données.

Similarité : la similarité est généralement utidispour donner une vue quantitative sur le degré de
ressemblance entre deux protéines. Pour quanéfigqualifier cette similarité, un score est
généralement calculé. Trois types d'opérateursrdestormation de séquence peuvent étre
différenciés :

— la substitution : un acide aminé est remplacé&ipautre.

— I'insertion : un ou des acides aminés sont irsséafs une séquence.

— la délétion : un ou des acides aminés sont édisnitune séquence.

On regroupe les insertions et délétions sous lmeaegénérique d’indels ou encore gaps. Un
score peut étre calculé pour chacun des alignenpogsibles entre les deux séquences en
utilisant un codt déterminé pour chaque événemealutf. Les colts de substitution sont

variables en fonction de la fréquence d'observaties mutations d’'un acide aminé donné vers

un autre.
Homologie : des enzymes homologues dérivent d'wéme commun et sont structurellement semblables.
Domaine : Un domaine structural est I'unité la phetite qui possede les caractéristiques que leut p

associer a une protéine : il est compact, il a asurchydrophobe, il est capable de se replier



indépendamment du reste de la protéine et peuipdonctionner indépendamment du reste de
la structure.

Famille : une famille d’enzymes est un groupe dienes homologues qui catalysent la méme réaction.

Superfamille :  d’un point de vue structural, unpestamille est composée de protéines qui partdgeméme
repliement tridimensionnel et de faibles identdésséquences, mais dont la structure et dans de
nombreux cas, la fonction, suggérent qu’une origimelutive commune est probable. Gerlt &
Babbitt donnent une dimension fonctionnelle a lpestamille et la définissent comme un
groupe d’enzymes homologues qui catalysent i) lanen&éaction avec des spécificités de
substrat différentes, ii) des réactions différerqaspartagent un méme attribut mécanistique,
permis par la conservation de résidus du site gdiifréalisent les mémes fonctions dans tous

les membres de la superfamille [3].

L’évolution de nouvelles fonctions protéiques

L’évolution du répertoire de protéines a requisv&ntionab initio de nouvelles protéines. Un
des mécanismes possibles pour I'invention de ntes/@rotéines est I'arrangemedd novo

de petits peptides structurés. Un tel mécanisme @eea représenté dans la nature par la
famille des glycoprotéines antigel, composées ertiepale la répétition d’'une unité
fondamentale constituée d’'un tripeptide (Thr-Ala#Ala),. Les structures polymériques
constituées de la répétition du tripeptide auraiéwmblué a partir de I'amplification de
fragments de 9 nucléotides a partir d’'un élémedanbpour le trypsinogene [4]. Cependant,
ce type de création est inefficace et des créatideszymesab initio utilisant des
mécanismes de ce type sont peut étre encore passibhis il est clair que les mécanismes
dominants pour I'expansion de I'éventail protéigoat la duplication de génes, la divergence
et la recombinaison.

Deux causes possibles pour la création d’enzymesgsgamécanismes sont : i) un ensemble
de domaines dont les fonctions sont assez var@assupporter une forme de vie basique a
été créé, il était alors plus rapide de produireal@velles protéines avec différentes fonctions
par duplication, divergence et recombinaison, fig dois que les procédures de correction
d’erreurs lors de la réplication de I'’ADN et desknthése des protéines ont été développés, le
processus d’inventioab initio des protéines est devenu trop difficile pour éffecace. En
conséquence, un petit nombre de protéines a ééaréépart, et méme les génomes les plus
simples sont le produit de duplication et recomisiora extensives [5].

Le domaine comme unité de base

La maniere la plus efficace d’évoluer de nouveftaxctions et propriétés est le remodelage
d'une protéine existante. Les protéines sont ciugss de domaines d’une taille variant

généralement de 100 a 250 résidus qui sont dedsudiévolution dont la séquence peut étre
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dupliguée et/ou subir des phénoménes de recombmatdors que les petites protéines sont
constituées d’un seul domaine, les grosses sorstitgies d’'une combinaison de domaines,
de cette maniere, 2/3 des protéines procaryotesceostituées de 2 domaines ou plus. Une
famille de domaines est alors composée de petitdsipes, et/ou de parties des plus grosses,
issues d’'un ancétre commun. Les mécanismes domimgmtproduisent I'augmentation du
large éventail protéique sont : i) la duplicatian sBquences qui codent pour un ou plusieurs
domaines, ii) la divergence de séquences dupligp@esies mutations, des délétions, et des
insertions, pour produire des structures modifgagisont de nouvelles propriétés adaptatives
et peuvent étre sélectionnées, et dans certainsirésrecombinaison de genes qui résulte en
un nouvel arrangement de domaines [5]. D’autresamémes existent et sont détaillés dans
le paragraphe suivant.

Ces phénomenes donnent naissance a des famillpsotdénes dont les relations entre les
membres les plus distants ne peuvent étre détgutdda comparaison directe des séquences
et seule la résolution de la structure tridimensédie permet de déterminer leurs liens de

parenté [2].

Les réarrangements majeurs responsables de la diversité des protéines

Des changements mineurs pour explorer I'espaceédeesce local par mutagenese de
positions individuelles sur une structure établire prouvé leur efficacité en permettant une
adaptation aux changements environnementaux etpamisant des fonctions existantes

(Figure 1-a). Ainsi, deux protéines différant deelguies acides aminés pourront par exemple
avoir des propriétés de thermostabilité differentegpression de sélection environnementale
(milieu chaud) ayant permis a I'une de fixer dedatians lui permettant de s’adapter a ce
milieu particulier (voir page 26). Cependant, legaéventail de structures protéiques est issu
de réarrangements majeurs par duplication de ggeesiutation circulaire, fusion, délétion

et insertion de grands fragments, créant ainsialeelles combinaisons structurales avec de

nouvelles fonctions potentielles.
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Figure 1 : origine de la diversité des protéinkes :différents mécanismes d’évolution divergentend’ protéine.
Les couleurs différentes signifient une fonctioffétente. Schéma adapté de [6].

La réorganisation, I'optimisation et le développem&une nouvelle fonction par duplication
du matériel génétique est un des mécanismes fomdamede I'évolution des protéines.
Mécanistiquement, la duplication de génes peutrétikkisée durant la réplication de I'’ADN et
les phénoménes de recombinaison durant la méiosrsude transferts horizontaux de
matériel génétique. En fonction du mécanisme, 2esopn tandem ou isolées de la séquence
parentale sont générées (Figure 1, b). Dans les cis) trois schémas sont envisageables : i)
la forme dupliquée est inactivée par accumulatienmditations, ii) I'absence de contraintes
fonctionnelles facilite 'accumulation de mutatiolteales et conduit a une différentiation
fonctionnelle, iii) les produits des deux génes ntiannent I'activité sauvage. La seconde
issue mene a l'évolution d’'une nouvelle fonctionh,est illustrée par ce qui est réalisé en
évolution dirigée. On recherche généralement uneeite fonction dans une protéine en la

soumettant a une certaine pression de sélectiois, d@ercher a garder intacte son activité
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naturelle (voir page 30). Dans ce modele, une gérae bifonctionnalité d’'un méme géene
peut précéder I'événement de duplication ou unéeamintient la forme ancestrale et I'autre
adopte la nouvelle fonction. Ceci mene au concegirdmiscuité, important en évolution des
protéines. On parle de promiscuité lorsque deuivites catalysées par le méme site actif,
'une principale et I'autre secondaire, coexist&dns un contexte évolutif, I'efficacité de la
réaction secondaire est plus faible par rappoatr@action principale, mais assez élevée pour
fournir un avantage sélectif. Par rapport aux ereg/ractuelles, I'activité de promiscuité
pourrait étre le vestige de la fonction a partitatpielle est issue une nouvelle enzyme ou son
plus proche homologue. L’hypothése posant que negnees possédant un spectre large de
spécificité ou une promiscuité dans leurs activibésnissent ou ont fourni de bons points de
départ pour I'évolution de nouvelles fonctions @ &rmulée par Jensen. Il propose que,
contrairement aux enzymes modernes, les enzymestipes possedent des spectres de
spécificité tres larges. La versatilité catalytiqueermis a quelques enzymes d’atteindre une
multitude de fonctions qui étaient nécessaires p@w@survie des organismes ancestraux [7].
De cette maniére, I'évolution de nouvelles foncsigmécede la duplication des génes. Cette
hypothése est toujours d’actualité et ses mécasisimsi que les issues de ce modele pour
I'évolution des protéines aussi bien de maniéreineie que par ingénierie sont étudiés. Il
s’'avere que la théorie d’évolution divergente pEarutement d’activités de promiscuité est
aussi bien illustrée par différentes familles dgnes, comme la famille des enzymes a
tonneau 4/f)s [8], que par I'ingénierie d’enzymes, générant piegéines généralistes a partir
de protéines montrant une certaine promiscuité [9].

La duplication en tandem résulte de I'expressior2 ampies ou plus du géne sur une méme
chaine polypeptidique. Une telle multiplicité pnéise différents avantages comme
'augmentation de la stabilité, I'apparition de melles fonctions coopératives, I'apparition de
sites de liaison dans la nouvelle cavité forméelpapntact des deux domaines, I'émergence
de longues structures répétitives comme les pregdibreuses et enfin, la production de sites
de liaison multiples en série augmentant la sprigfiet I'efficacité de la protéine. Cette
duplication en tandem peut ensuite étre permutéalairement, réorganisant ainsi I'intégrité
structurale et fonctionnelle de la séquence pdenta

La permutation circulaire d’'une protéine résultel@rmrelocation de ses extrémités N et C
terminales a l'intérieur de la structure exista(f@ure 1, b et Figure 4, e page 16). Les
avantages de ce mécanisme au niveau de I'évolagosont pas clairs, des expérientces

vitro ont montré gu’elle affecte la stabilité conformatielle de la protéine.
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L’oligomérisation est I'association non covalent rotéines homo ou hétérologues et joue
un role important dans la fonction enzymatique (Feégl, e). L'oligomérisation d’'une
protéine peut d’'une part changer son activité. D&apart, 'agglomération de structures avec
des interfaces hydrophobes exposées augmentaibtéthermodynamique et peut créer des
cavités a l'interface protéine-protéine qui peuvaotommoder le substrat ou des sites de
liaison et de régulation. Il existe des cas spécdialigomérisation ou des homodimeres sont
formés par échange de domaines 3-D ("swapping"ki @ésulte de la réorganisation
structurale entre protéines multi-domaines idemtsqsans rupture de lien covalent. La
structure échangée peut aussi bien étre une steusticondaire comme un domaine entier.
Les avantages de ce type d’échange sont probabidaeossibilité de créer des phénomenes
de régulation et d’augmenter la stabilité strudtura

La fusion de genes va permettre entre autres lpétativité d’enzymes individuelles, la
stabilisation des protéines et des fonctions delagign avancée (Figure 1, d).

Le recrutement de domaines est la réorganisatiosodis-unités protéiques ou domaines

individuels, générant une versatilité fonctionneléss protéines (Figure 1, c).

Evolution divergente et fonction enzymatique

Dans la plupart des cas, des enzymes divergentee@nt une méme fonction, mais il
arrive que la fonction de I'enzyme diverge ellesauli existe trois mécanismes principaux
pour I'évolution divergente d’'une fonction protégjdont deux reposent sur des hypothéses
en concurrence.

Les deux premiers modeles répondent a la questimarge : "Comment les processus de
duplication, de divergence et de recombinaisonasept-ils dans la formation ou I'extension
de complexes physiques de protéines ou de voiegbol&ues ? " Dans la voie métabolique
d’'une petite molécule par exemple, de hombreuset®ipes ont les mémes contraintes en
termes de mécanisme fonctionnel ou reconnaissamilostrat. Ainsi, on s’attendrait a ce
gu’'une fraction de ces protéines soient liées hesswaux autres. Deux modeles de chemins
évolutifs sont développés a partir de cette idée.

Le premier modeéle élaboré par Horowitz en 1945 @sepgue, parce que les intermédiaires
d’'une voie métabolique gardent des similaritéstdectire, 'enzyme évolue par duplication
et divergence de protéines dans lesquelles le nsfgarcatalytique a été changé et quelques
propriétés de liaison au substrat gardées. Il si @@ suggéré que les chemins métaboliques

évoluent de maniéere rétrograde : lorsque le subdinae enzyme d’'une voie métabolique est
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épuisé, une nouvelle enzyme évolue pour fournirsabstrat a partir d’'un précurseur
disponible, par évolution de I'enzyme qui utilisesubstrat [10].

De cette maniére, I'évolution est contrainte deemigt une spécificité de liaison, car la
nouvelle et I'ancienne enzyme doivent partagerlaacité a lier des substrats similaires. Les
mécanismes des réactions catalysées par les enzyigiesle et évoluée ne sont pas liés, et
la nouvelle et I'ancienne enzyme appartiendraiendes membres de suprafamities
fonctionnellement distinctes, c'est-a-dire des gesud’enzymes homologues qui catalysent
des réactions totalement différentes et dont leislugé du site actif, méme s’ils sont conserves,
n'ont pas les méme fonctions. Ce type de mécaneshéres bien illustré par les enzymes
PRAI (PhosphoRibosylAnthranilate Isomérase) et ISGRIndoleglycerol Phosphate
Synthase) impliquées dans la voie de synthese ygtophane. Ces enzymes partagent un
méme repliement en tonneauf)s, présentent 22% d’identité de séquence, et catatyss
réactions présentées en Figure 2. Le produit dinéye de la PRAI est le substrat de I'InGPS,

et la PRAI pourrait avoir évolué a partir de I'In&P

PRAI

Figure 2 : réactions catalysées par la PRAI eh@RS deux réactions consécutives dans la voieadyrithese
du tryptophane, illustrant le concept de supraf@sifonctionnellement distinctes [3].

! Dans un contexte structure-fonction une suprafansiélon la définition de Gerlt & Babbitt est urogpe
d’enzymes homologues qui catalysent des réactidfésahtes et ne partagent aucun attribut mécayisti et
des résidus conservés dans le site actif assunedis fonctions différentes.
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Le second modele, selon Jensen, propose que lgmeszoient recrutées le long de voies
métaboliques, avec les enzymes dupliguées congdetean fonction catalytique mais
évoluant vers différentes spécificités de subdffht La nature sélectionne une protéine a
partir d’'un pool d’enzymes dont le mécanisme faufairéaction partielle ou la stratégie
requise pour la stabilisation d’intermédiaires gdéguement non favorables ou d'états de
transition. L’évolution altere alors les autresataéristiques mécanistiques et/ou la spécificité
de substrat pour que la réaction soit catalysée ame compétence améliorée. L'ancienne et
la nouvelle enzyme seraient membres de superfamiiécanistiquement diverses, c'est-a-
dire que des groupes d’enzymes homologues vonlysatades réactions différentes mais
partager un méme attribut mécanistique permis ga@ohservation des résidus du site actif
gui ont les mémes fonctions chez tous les membnasedméme famille. De la méme
maniere, la nature sélectionne peut-étre un angéira la capacité de catalyser la nouvelle
réaction, a un niveau relativement bas mais suiffigeour fournir un avantage sélectif a
'organisme (promiscuité). L’évolution ultérieuree da protéine permet d’améliorer les
compétences de I'enzyme et la voie métaboliquegtihisée. Ce mécanisme évolutif a pu
étre recréén vitro. Les voies métaboliques de I'histidine et du togbhtane requiérent des

enzymes catalysant un réarrangement d’Amadori (Eigu

S
N"V \N—R;hcse--@
R=
ProFAR u:{' \ PRFAR
NH, f
R I R
®-0-CH, 0 HN @®-0CH, o, HN
HisA
TrpF
OH OH H
R= Coz
PRA ’ CdRP

Figure 3 : réactions catalysées par la ProFAR isaseédans la voie de biosynthese de I'histidina @RA
isomérase dans la voie de biosynthése du tryptephdd], illustrant le concept de superfamilles
mécanistiquement diverses.

Un "ancétre commun" & ces enzymes, catalysant @tttion mais avec une spécificité plus
large en acceptant les substrats des voies deésgtte I'histidine et du tryptophane, a pu

étre créé et caractérisé (voir page 26) [11].
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En examinant les fonctions des membres des ditigsefamilles de domaines pour des
enzymes impliquées dans des voies meétaboliqueseti'eg molécules cheE. coli, on
observe que dans presque tous les cas, c’est lanmpwe catalytique ou les propriétés de
liaison au cofacteur qui sont conserveées et laifsgée de substrat changée. Ceci suggere
gu'il est plus facile d’évoluer de nouveaux siteslidison a des substrats que de nouveaux
mécanismes catalytiques [5]. Les travaux d’évotutiosigée menent aux mémes conclusions,
il est plus facile de changer une spécificité dastat que de créer une nouvelle activité sur
un support protéique (voir page 25).

La troisieme hypothése pour I'évolution de nougefienctions reposerait sur la conservation
de l'architecture du site actif. L’évolution seraipportuniste et capable de recruter un site
actif capable de supporter des réactions altemmtigt pouvant utiliser des groupes
fonctionnels du site actif dans des contextes nigtignes et métaboliques différents.
L’'ancienne et la nouvelle enzyme seraient par d&fin membres de suprafamilles
fonctionnellement distinctes, comme le type d’enggnayant évolué selon le systeme
proposé par Horowitz [3]. Ceci peut étre illustiglr pleux enzymes, la KGPDC (3-Kéto-L-
Gluconate 6-Phosphate DéCarboxylase) et I'OMPDC otf@ine 5’-MonoPhosphate
DéCarboxylase) sont des enzymes qui catalysentéaesions différentes dans des contextes
métaboliques différents. Malgré une faible identie¢ séquence (< 25%), ces deux enzymes
partagent une méme structure dimérique de tonnéf)g (dont l'interface est conservée, en
particulier, un motif Asp-X-Lys-X-X-Asp est retroavdans les deux enzymes, et d’autres
résidus du site actif sont conservés, méme s'iéssurent pas un rble similaire dans les
catalyses respectives de ces deux enzymes. Sudbases données, il est proposé que ces
deux enzymes sont un exemple typique d’évolutianreerutement de I'architecture du site
actif [12, 13].

La plasticité des sites actifs

Nous venons de voir que si une divergence de famaii accompagné une divergence de
séquence, dans beaucoup de cas, les membres @iomke fde protéines partagent une

caractéristique fonctionnelle comme une propriédiagison a un substrat ou une stratégie
mécanistique de catalyse. Mais des enzymes honmedogeuvent aussi catalyser des

réactions tout a fait différentes, avec un mécaeisatalytique parfois différent. Ceci est di a
des modifications fonctionnelles réalisées a tmvées changements de caractéristiques
structurales au voisinage du site actif, ou par desngements de structure qui peuvent

affecter les interactions entre domaines ou soitégsinLa situation inverse ou de mémes
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réactions chimiques sont réalisées de différentasieres est plus rare. Dans ce paragraphe,
nous verrons des exemples d’enzymes homologueslgsguelles des groupes fonctionnels
différents, non conservés par rapport a leur positians la séquence primaire ont le méme
réble mécanistique dans la catalyse. Ainsi, deuxitemis ou plus au méme probléme ont
évolué en une seule et méme superfamille d’enzyhessorigines possibles de la variabilité

des résidus dans le site actif d’'enzymes homologoesillustrées dans la Figure 4 [14].
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Figure 4 : hypothéses pour la non-équivalence égdus fonctionnels qui jouent le méme rble catpg dans

des enzymes homologues, reproduit de [14]. Chaqueef représente une structure protéique, et chaque
"division" de la structure protéique représente position de la structure ol un résidu fonctionpelt étre
situé. Les cercles noirs et colorés représentesntélgeidus fonctionnels, et ceux qui ont la mémeéetswnt un

réle identique dans la catalyse. "F" ou"F1" dénbtkss fonctions particuliéres, et "optF" la mémectmn mais
optimisée. "newF" dénote une nouvelle fonctionNt &t "C" représentent les extrémités N et C-teaids.
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La migration de résidu fonctionnel (hopping) cotesisn I'évolution dans le site actif de
nouveaux groupes qui prennent le réle d'un ancésidu. Ceci peut se faire dans le but
d’optimiser une fonction. Le "hopping" pourrait augésulter de la mutation du résidu
catalytique et du recrutement d’un nouveau résgdur@nt une fonction équivalente, sans but
d’optimiser la catalyse ou la stabilité (Figurea}, Dans les deux cas, il sera possible de
retrouver des vestiges de I'ancien résidu ou |lagrée du futur résidu catalytigue chez des
enzymes homologues. Enfin, 'apparition de nouvedsidus catalytiques alternatifs pourrait
faire évoluer 'enzyme vers de nouvelles foncti¢fgure 4, b).

Le deuxieme mécanisme pouvant étre a l'origineadadsticité du site actif est I'optimisation
indépendante de lignées phylogénétiguement difféseurant I'évolution, différents acides
aminés peuvent étre recrutés dans des famillematiest pour néanmoins évoluer vers le
méme type d’enzyme (Figure 4, c). C’est un casqtypid’évolution convergente, qui peut
étre illustré par les familles des protéases anseiCes familles d’enzymes partagent une
méme triade catalytique dont les chaines latérdtement au site actif une géométrie
similaire, alors que les repliements tridimensidae par conséquent, les séquences, ne sont
pas homologues [15].

La divergence d’'une enzyme suivie par un phénondeneonvergence fonctionnelle pourrait
étre une des explications de la plasticité du aiti. Une activité enzymatique particuliere
aurait évolué deux ou plusieurs fois pendant I'étioh a I'intérieur d’'une méme superfamille
par des moyens indépendants (Figure 4, d). La lardiésf-lactamases illustre bien ce
phénomene, les-lactamases de classe A et D par exemple ont édauéaniére divergente
et parallele & partir d'un ancétre commun. Les [@es ont acquis leur mécanisme
catalytique par recrutement d’un résidu acide sswréune boucle, les secondes ont acquis la
capacité de carboxyler un résidu du site catalgtigour assurer la méme fonction (voir page
74).

Enfin, la permutation circulaire d’'une enzyme dude& réarrangements génétiques pourrait
étre a I'origine de la migration apparente desiiéscatalytiques (Figure 4, e).

Dans la plupart des cas, des analyses de strudtlireensionnelle des protéines homologues
permettent d’'identifier les vestiges de résiduslgtijues ou les nouveaux résidus, et des
mutations ponctuelles peuvent générer des actigitéestrales ou nouvelles selon le cas. Ce
genre de migration peut aussi étre généré de neaaiéficielle. La KDPG aldolase (2-Kéto-
3-Déoxy-6-PhosphoGluconate aldolase) est une enappartenant a la famille des enzymes
a tonneaud/p)s. Le résidu clé de la catalyse est une lysineréaton d’un double mutant
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repositionnant cette lysine sur un bfirdifférent et de maniere symétrique par rappora a s

position initiale permet d’élargir la spécificité dubstrat de cette enzyme [16].

Evolution convergente ou divergente ?

Les structures protéigues similaires sont issuasa@tres communs qui ont été dupliqués et
ont évolué de maniére divergente (protéines honu@®gou sont apparues plusieurs fois a
partir d’ancétres différents par évolution convertggprotéines analogues). Ces structures ont
alors pu se recombiner entre elles de différentemiénes pour fournir la diversité
fonctionnelle représentée a travers l'univers poote,

La procédure généralement acceptée pour distirgntee divergence et convergence est de
compter le nombre de caractéristiques communessétpence en ADN des génes, la
séquence en acides aminés, la structure tridimemsiie, les interactions enzyme-substrat,
les mécanismes catalytiques et enfin, la positemrdsidus catalytiques dans les segments de
chaines polypeptidiques (non transposés). Si lgeres de similarité de séquence sont
acceptables, le reste suit dans la plupart destées protéines sont des homologues.

La démarcation entre divergence et convergence lesuprotéines dont les séquences sont
moins de 25-40 % identiques (“twilight zone") restatiere a débat [17]. Les protéines qui
ont divergé a partir d'un ancétre commun vont géleénent préserver les éléments de cet
héritage en termes de fonction, structure et sémudParce que les structures tertiaires sont
relativement robustes aux perturbations de séqudeserepliements protéiques sont bien
conservés et évoluent plus lentement que les ségseen acides aminés, et il est
généralement accepté que des protéines adoptaméunme repliement sont homologues.
Cependant, des séquences convergentes vont aussitewdance a adopter un méme
repliement protéique, qui sera alors convergensque le nombre de repliements possibles a
partir d’'une séquence donnée est limité. De mérag, abntraintes extérieures (physiques,
chimiques...) vont forcer la convergence du replietn€eci a été confirmée récemment par
la détermination de la structure du premier domair@éique créé&le novo[18-20]. Une
banque de chaines polypeptidiques composées dei@&saaminés aléatoires, comprenant
6.10" clones a été soumise a des sélections par ARNpiagligvoir page 51) pour une
fonction de liaison a I'ATP. De cette maniére, geaprotéines avec des constantes de
dissociation (K variant de 100 nM a 10 uM ont été sélectionndesaractérisées [19]. La
cristallisation de I'une d’entre elles, 'ANBP (Afitial Nucleotide Binding Protein) montre
que la protéine comporte un site de liaison & anZic’*, et bien que la structure générale de

la protéine ne ressemble a aucune autre connugégian du site de liaison présente une
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grande similarité avec la région d’'une autre pradiant le zinc [18, 20]. Dans ce cas, les
contraintes chimiques et géométriques de liaisoAraménent a une structure convergente du
site de liaison.

Ainsi, lorsque les séquences de deux domainesiquet sont comparées, une similarité
significative est une forte preuve de I'existencendancétre commun. En l'absence de
similarité de séquence, il était jusqu’ici accepdé défaut que des conservations de structure
et de fonction sont la preuve d’évolution divergedé part I'improbabilité de la convergence
de structure et de fonction. Cependant, des domaraéiques non liés pourraient adopter le
méme reploiement a cause de contraintes physidaesglection pour une méme fonction ou
par hasard [21]. Ainsi, il est nécessaire d’étes forudents dans cette zone ou les séquences

sont peu semblables avant de parler de convergende divergence.

Comment reconnaitre des protéines homologues ?

Au vu des mécanismes d’évolution, on peut considgue des protéines issues d’un méme
ancétre commun ont pu diverger au point que lequesdéces ne partagent plus une identité
suffisante pour étre reconnues comme telles. Aulifierents niveaux sont a étudier pour
trouver les homologues de protéines.

Pour des protéines dont I'identité de séquencsugsirieure ou égale a 20%, des programmes
d’alignements de séquences deux a deux qui redmrates fragments homologues en
ignorant les insertions, comme FASTA et BLAST stit a fait appropriés. L'étude des
structures 3-D des protéines a cependant montréegteins homologues ont divergé au point
gue la similarité de séquence devient non sigrifieaLes programmes d’alignements deux a
deux ne sont plus alors capables de reconnaitréareslogues et la reconnaissance de ces
homologues n’est possible qu’en construisant deBlpide séquences qui utilisent des jeux
d’homologues connus d’'une famille de protéines pdéterminer les contraintes sur les
changements évolutifs. Des programmes tels queLpSEB construisent des motifs ou profils
de résidus spécifiqgues en analysant automatiquedesnalignements multiples de séquences
et caractérisant la préférence de tel ou tel ré&siduaque position.

Cependant, méme ce type de programmes ne pernfieisgaas de retrouver les homologues
d’'une protéine et on doit se tourner vers la stmgcB-D. La plupart des méthodes se basant
sur la comparaison des propriétés structuralegé@sgus pour trouver des homologues sont
lentes et ne sont pas adaptées a des comparaigpasde €chelle. Alternativement, on peut
alors utiliser des protocoles comparant les strastusecondaires entre protéines pour

lesquelles le nombre est d'un ordre de grandeus pletit que celui des résidus. Ces
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protocoles ont l'avantage de permettre la réabsati’'un grand nombre de comparaisons

entre des protéines non liées pour tester statestignt si la similarité est significative [2].
Le nombre croissant d’entrées dans les banquesrdeds de structure 3-D (PDB) nécessite

une gestion de ces données afin de classer le€imsthomologues en rapport avec leur

structure.
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C’est ce qui est réalisé par deux principaux systerde classification, CATH (Class,
Architecture, Topology or fold, Homologous familg} SCOP (Structural Classification Of
Proteins). Afin de classer des protéines en famille structures homologues, les protéines
doivent d’abord étre découpées en domaines, puis @omaine est attribué un repliement.
Alors que pour la classification SCOP, les domapreséiques ne montrant pas d’homologie
de séquence évidente a d'autres domaines, sonhiglédt classés manuellement, la
classification CATH utilise une combinaison de gdgres manuelles et automatiques afin de
définir et classer les domaines protéiques. Un @kemst donné pour la classification CATH
dans la Figure 5.

Il existe aussi des systéemes de classificatiorttstre-fonction [22]. L'un d’entre eux, appelé
le Structure-Function Linkage Database (SFLD) adéwéeloppé pour capturer I'information
sur les attributs mécanistigues partagés (comme rdastions partielles), les résidus
catalytiques conservés, les structures et les iforgt pour des superfamilles d’enzymes
mécanistiquement diverses [23]. La classificati@s familles de protéines en fonction du
mécanisme de divergence des fonctions serait uih intéressant pour les recherches de
protéines homologues.

Malgré les avancées dans les bases de donnéegramicka classification des familles de
protéines, et I'augmentation incessante des en®& de nombreuses protéines restent a
découvrir, et avec elles probablement des donndreles mécanismes d’évolution naturelle
des protéines. Cependant, alors que ces mécansimegncore mal connus, de nombreux
chercheurs tentent de "dépasser” ce que I'évoluiadarelle a accompli en quelques dizaines,
centaines, milliers voire millions d’'années, enaotéen quelques semaines de nouvelles

fonctions protéiques.

L’évolution divergente des protéines, concept de diversité

conformationnelle

Outre les mécanismes d’évolution étudiés précédemrd@utres éléments sont susceptibles
d’entrer en jeu. Un élément en particulier attiretra attention, c'est la diversité
conformationnelle des protéines.

Les modeles d’évolution vus jusqu’ici présentenstiacture tridimensionnelle des protéines
comme les éléments les mieux conservés. Généralelaestructure primaire d’'une protéine
dicte sa topologie et sa fonction, et des changsmaimulatifs de la séquence menent a
I'évolution de la structure et des fonctions deptatéine. Cependant, les boucles dans les

protéines adoptent des conformations différentegéatralement seule la structure du cceur
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protéique est conservée. De plus, certaines pestépeuvent adopter des conformations
différentes, I'exemple le plus connu étant le pméaoe d'allostérie ou la liaison de la
protéine a son ligand va entrainer un changemensadeonformation, présumant d'une
certaine adaptabilité de la conformation des pneti

Il existe aussi des exemples pour lesquels dességs trés similaires ou méme identiques
vont adopter des structures partielles différertasstructure du double mutangN/L,N de

la protéine répresseur Arc est un exemple de pigstile la structure des protéines ou le
mutant adopte un nouveau reploiement en héligetemplace le feuille antiparalléle de

la structure native. Le simple mutant comportamhigation N;L peut adopter I'un ou l'autre

reploiement et existe sous forme d’équilibre dyrgaraien solution (Figure 6) [24].

Wild-type Arc Switch Arc

Figure 6 : répartition des résidus hydrophobesoddifes entre la surface et l'intérieur de homodaeséde la
protéine Arc sauvage et mutante (switch Arc). Umgrésentation MOLSCRPT des résidus 8-46 est mgntrée
avec la plus grande différence structurale (rés&lig) colorée en rouge, et les chaines latéralastérieur et

en surface colorées en bleu et cyan respective@éht

De méme, la protéine Mad2, impliquée dans la réguadu cycle cellulaire comporte une
séquence “"cameéléon”, c'est-a-dire qu’elle adoptex damnformations en équilibre a I'état
natif, N1-Mad2 et N2-Mad2. Un cceur compact commaprésente environ 70% de la
protéine et le reste subit des changements confammels majeurs comme le reploiement et

la translocation de la structure C-terminale (Fegudy [25].
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N1-Mad2

Figure 7 : structure en rubans de N1-Madl et N2Makux états natifs de la protéine Mad en éqeilihes
brins # sont représentés en bleu, les hélieesn vert et les boucles en gris. Les éléments tstiauex qui
subissent des changements majeurs entre les carisNl et N2 sont indiqués en jaune et orange [25]

La manifestation extréme de la diversité de conédiom des protéines se retrouve dans les
protéines "moonlight” ou "protéines multi-tachelslies sont par définition des protéines qui
ont la capacité d’exécuter plus d'une fonction, aapmpment non liees. Dans les cas
classiques de "moonlighting”, ces phénoménes detifondistinctes peuvent étre interprétés
dans le cadre classique structure-fonction, enba#int des fonctions additionnelles a des
surfaces de liaisons de protéines globulaires qut distinctes du site responsable de leur
fonction primaire. Cette capacité a lier différepsstenaires pourrait étre initiée par différents
mécanismes comme I'expression de la protéine déigsemts types cellulaires ou dans des
compartiments cellulaires différents [26]. La glseophosphate isomérase par exemple
présente une activité enzymatique de conversionglduose-6-phosphate en fructose-6-
phosphate dans le cytosol et une fonction extrale@lé de cytokine en se liant a un récepteur
[27].

Cependant, il existe aussi des protéines qui agsarg en partie ou compléetement
déstructurées dans les conditions natives, maigtadibune structure parfaitement ordonnée
en présence de ligand, et la fonction méme de rcdSipes peut varier suivant qu’elles sont a
'état natif ou structuré [26]. De cette maniere, protéine CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Regultor) est un canal chlore imglapans la fibrose cystique qui est bloqué
et inhibé quand son domaine désordonné R de régulagst déphosphorylé. La
phosphorylation de CFTR par la protéine kinase duinun changement conformationnel de
R qui stimule I'ouverture du canal [28]. La proéipzfilol est un inhibiteur de kinase cycline
dépendante de 164 acides aminés dont les 94 asitdags du c6té N-terminal n’adoptent pas
de structure secondaire réguliére, on considére doe cette protéine a I'état natif est tres

désordonnée. Cette protéine est capable de s& liarcytokine Cdk (Cyclin-dependent
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kinase) et adopte dans ce cas une structure saluéfinie [29]. La protéine p21Cipl est
capable de reconnaitre différentes Cdk, elle sauie sous-unités cycline et kinase de la
cytokine activée et inhibe l'action kinase. Cepeniddiassemblage du complexe cycline-
kinase est aussi facilité par p21Cipl, et dansasg la protéine active la cytokine. Ainsi, la
protéine p21Cipl va inhiber ou activer la Cdk soia cas [26]. |l apparait que ces protéines
“intrinsequement déstructurées” sont des élémeamiraux dans les ensembles complexes
d’interactions protéine-protéine, en étant capablé@seragir avec des dizaines, voire des
centaines de partenaires [30].

Ces exemples signifient qu'il existe une alterr&tau concept de conservation de structure
Supérieur aux séquences et montre que des streigitoiiques peuvent évoluer et changer
[31, 32]. De cette maniére, une fonction pourragwwluer en méme temps que le repliement
tridimensionnel d’une protéine.

La diversité conformationnelle des protéines levenme hypothése qu’une protéine peut
exister sous forme d’'un ensemble d’'isomeéeres poukiantun ligand différent, la diversité

fonctionnelle pouvant alors aller au-dela de laedité de séquence.
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L’ingénierie des protéines : approches stratégiques et applications,

création de banques d’enzymes, criblage et sélections

La nature a évolué des enzymes pour catalyser ental étonnant de réactions. Cette
diversité suscite I'intérét des chercheurs cay Wsient la possibilité de répondre a différentes
demandes en élaborant des enzymes sur mesureegigin dationnel ou évolution dirigée. En
biotechnologie, le design d'enzymes et d'autresbliécules avec des propriétés améliorées
ou altérées a de nombreuses applications en meédetams l'industrie, I'agriculture, les
sciences environnementales , pour des revues|38)iB4]...Outre les applications pratiques,
les avancées réalisées dans le domaine de I'éooldirigée sont les moyens par lesquels les
chercheurs peuvent prouver qu'une structure preg€igrésente une certaine plasticité
fonctionnelle, importante pour la compréhension ldéeolution naturelle de nouvelles
activités protéiques. Ainsi, I'ingénierie des pigs va mimer la stratégie que la nature
utilise pour faire évoluer des protéines. Cellent évolué a travers des processus de
duplication de génes, de recrutements de domaifiasertions, de délétions et de fixation de
mutations ponctuelles multiples. Ces mémes prosesstréés en laboratoire cherchent a
recruter des fonctions établies et des propriégpradtéines existantes pour les incorporer

dans de nouvelles protéines par ingénierie.

Ingenierie des protéines : Approches stratégiques et applications

Design rationnel ou évolution dirigée ?

Malgré les avancées récentes en techniques d'iageérdes protéines, la conversion d'une
protéine X (protéine meére) en protéine Y ayant a&caqune nouvelle propriété, activité
enzymatique ou une capacité nouvelle a lier umtigaeste une tache difficile. Il existe deux
stratégies principales pour générer de nouvelleseimes. Le design rationnel permet de
générer de nouvelles protéines sur base de coanaéss structurales ou mécanistiques de la
protéine mere. Dans ce cas, un nombre limité dewvar (quelques dizaines) de la protéine
vont étre construits et chaque variant sera testé facquisition de la propriété recherchée.
L’évolution dirigée repose sur le principe Darwimid’évolution. Des collections de mutants

pouvant aller de plusieurs milliers a plusieurslianifls de clones vont étre générées par
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différentes techniques puis les protéines compbrtasa propriétés recherchées seront
identifiees par sélection ou criblage. Dans ce gragzhe, nous allons étudier comment ces
deux approches ont pu donner lieu a des protéiyast acquis de nouvelles propriétés ou
fonctions, mais aussi quelles sont leurs limiteae Wroisieme approche semi-rationnelle,
combinant les deux types de stratégie, est plugigga donner des résultats intéressants en

terme d’évolution d’activités enzymatiques.

Design rationnel

La stratégie de design rationnel est une approadiasnstochastique que I'évolution dirigée,
car elle consiste en l'utilisation de propriétéstaxt dans les enzymes et des connaissances
de séquence et de structure pour construire ungrenayant acquis de nouvelles propriétés.
L'introduction principalement de mutations poncteglet I'échange de structures secondaires
sur base d’études des relations structure-fonammprotéines ont permis le changement de
propriétés non catalytiques de protéines comme tleermostabilité, une résistance a un
certain pH ou la régulation d’'une activité. Cesmoées ont aussi permis d’agir sur I'activité
d’enzymes en modifiant leur spécificité, ou en ntéau améliorant des activités catalytiques
[35, 36]. Faire une revue exhaustive de touteseymes générées par cette stratégie est hors
des limites de cette introduction. Nous donneronscdquelques exemples récents et
représentatifs d’ingénierie illustrant I'activit@ms ce domaine.

Une des approches du design rationnel est d’utilese fonctionnalités d’enzymes issues de
différentes espéces et de les combiner entre &flesd’obtenir une nouvelle enzyme ayant
acquis les fonctionnalités optimales des deux pret2 Récemment, une forme
hyperthermostable d’avidine, une protéine liantbiatine avec une grande affinité et
largement utilisée comme outil biotechnologiquepa étre générée. Des comparaisons
structurales entre I'avidine de poulet et AVR4 (#vie-Related), une protéine de poulet plus
stable, homologue a l'avidine, ont permis d’ideatifdes régions de la protéine AVR4
semblant impliquées dans la stabilité. Une régie'avidine a été remplacée par 21 acides
aminés d’AVR4 et une mutation ponctuelle a étéomhtiite. La protéine chimeére résultante a
les mémes propriétés de liaison a la biotine mai§uplus grand de 27,6°C par rapport a
l'avidine sauvage [37].

Le design rationnel d’enzymes peut donner lieu s aaéliorations d’activités catalytiques,
ou des changements de spécificiérgens et alont montré qu'il était possible de "recreer”
un ancétre commun a la N'-[5'-phosphoribosyl-formoft5-aminoimidazole-4-carboxamide
ribonucléotide (ProFAR) isomérase (HisA) et a laogghoribosylanthranilate (PRA)
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isomérase (TrpF) [11]. Ces deux enzymes appartigranéa famille des protéines a tonneau
(Ba)s et catalysent un réarrangement d'’Amadori dangdies de synthése de I'histidine et du
tryptophane respectivement. Ceci suggere un mati&elution comprenant I'existence d’'un
ancétre commun généraliste catalysant la méme ehimaiis avec une large spécificité de
substrat (voir page 12). A partir de la ProFAR isoase, une mutation ponctuelle au niveau
d'une des boucles liant un bha une hélicex a permis de générer une enzyme portant les
deux types de spécificité, suggérant le "retowctBancétre commun. On note cependant une
perte d’efficacité de la catalyse pour le substattrel de I'enzyme. Dans ce cas, on a pu
prouver la plasticité des enzymes pour la spétfiale substrat, tout en recréant
expérimentalement un modeéle d’évolution possiblar ffévolution naturelle des enzymes.
Plusieurs aspects d’'une protéine peuvent parfais étnéliorés en méme temps. La
flavoenzyme pyranose 2-oxidase (P20x) est impliguns la transformation de
carbohydrates et a de nombreuses applications iemeclanalytique clinique, le suivi de
bioprocédés et la chimie de carbohydrates syniesiogSur base d’études précédentes sur des
homologues de la P20x deeniophorasp., et la détermination de la structure de cette
protéine, lintroduction d’une mutation ponctueke permis d’augmenter la stabilité a la
température et au pH, et d’augmenter I'efficaciéatytique de I'enzyme pour les substrats
principaux. L’introduction d’'une deuxiéme mutatiend’'une étiquette histidine en C-terminal
a entrainé la modulation de I'activité pour difiéi®e substrats. Ainsi, I'analyse des relations
structure-fonction pour cette protéine a pu éti@ngree plus en détails [38].

Enfin, le plus grand défi du design rationnel estgénierie de nouveaux mécanismes
catalytiques. On pense généralement que la chistite dacteur dominant de I'évolution de
nouvelles activités enzymatiques, par conséquestpdotéines avec des structures similaires
peuvent réaliser des réactions chimiques tresrdiftés aprés l'incorporation de nouveaux
groupes catalytiques. Ainsi, 5 mutations ponctgelians le site actif de la glutathione
transférase A2-2 caractérisée par une activitéhgtitne péroxidase ont été suffisantes pour
la transformer en gluthatione transférase A3-3aaarisée par une activité isomérase [39],
démontrant une certaine plasticité fonctionnelldadprotéine. Plus récemment, la chimie du
résidu His dans des réactions d’hydrolyse et des@stérification dans une structure protéique
modéle a été explorée. Sur base de la structuda dguthatione humaine GST Al-1 en
complexe avec son substrat, cinqg mutants compodsisubstitutions uniques ou multiples
pour I'incorporation d’histidines ont été prépasds d’introduire une activité hydrolytique.
Un des simples mutants catalyse I'hydrolyse du tsabgle la glutathione, et le résidu

histidine incorporé agit comme une base générale lpccatalyse [40].
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Un autre moyen de générer de nouvelles fonctiomgneatiques est d'assembler les éléments
nécessaires, comme la machinerie catalytique eitdale liaison au substrat, sur une matrice
macromoléculaire choisie. Le groupeBlenkovica exploré la possibilité de créer une activité
inexistante sur une structure protéique homologusme protéine comportant une activité
catalytique. Malgré une faible similarité de séqueeret aucune fonction commune, la
scytalone déshydratase et le facteur de transpotéaire 2 (NTF2) partagent des similarités
structurales, en particulier une poche hydrophah@ortante pour la liaison au substrat de la
scytalone déshydratase est située dans une régidaie de la NTF2, lui permettant de lier
faiblement ce substrat. L’introduction de quatretations et de I'hélice C-terminale de la
scytalone déshydratase dans le NTF2 a permis déreyémne faible activité scytalone
déshydratase [41].

En plus des données sur les structures tridimensil@s des protéines, le design rationnel
d’enzymes a pu tirer profit de méthodes informa&jwour générer des protéines ayant
acquis une propriété recherchée. Certaines prépribmme la stabilité d'une protéine
peuvent facilement étre améliorées par I'utilisatid’algorithmes de "packing" et sont
capables de prédire des séquences avec une cepigosion. Dans quelques cas, les
méthodes informatiques ont permis le design deépres récepteurs, ou de nouvelles
activités. Ceci est particulierement bien illusppar les travaux deHellinga [42, 43].
L'utilisation de différents algorithmes a ainsi pas de prédire des mutations capables
d’introduire une activité triose phosphate isomérdans une RBP (ribose-binding protein),
un récepteur ne comportant pas d’'activité cataigif@3]. Enfin, les chercheurs tentent de
faire du design de protéinds novoen créant de nouvelles structures tridimensioaag#4].
Une protéine de 97 résidus adoptant une nouvedl@dgie a ainsi pu étre créée, sa structure
tridimensionnelle étant en adéquation avec la ptié de structure utilisée [45].

Malgré tous les apports de la stratégie de desatjprnnel aussi bien pour la création de
protéines ayant acquis des propriétés recherchéepaur la compréhension des relations
structure-fonction des protéines, ou encore la céhgnsion des stratégies d’évolution
naturelle des protéines, cette approche composgdirdées. Le principal facteur limitant des
applications du design rationnel est que cette aghgr suppose généralement la
compréhension détaillée mais souvent inconnuealatans entre une séquence, sa structure
et sa fonction. De plus, la plupart des enzymegm&s par design rationnel n’atteignent pas
les performances catalytiques attendues a causebiEmes de repliement de la structure, de
dynamique ou de stabilité des protéines. La stimtggi s'impose alors pour dépasser ces

problémes est celle de I'évolution dirigeée.
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Evolution dirigée

La stratégie d’évolution dirigée consiste en laatioh de collections ou banques de variants
d'une enzyme dans lesquelles des clones ayant dgmigiés recherchées vont étre
identifiées. Le but de ceci est I'accumulation d&lioration des propriétés recherchées par
itération des étapes de mutation et criblage oectéh. Cette approche est devenue la plus
utilisée pour des modifications de propriétés dedines ou d’activités enzymatiques. De la
méme maniere que pour le design rationnel, cetdtégiie a permis entre autres d’améliorer
l'activité, la spécificité (énantiosélectivité imgle) ou la stabilité de nombreuses protéines
[46-48].

La stratégie la plus naive pour la constructiomd’lbbanque de protéines est la mutagenése
aléatoire de tout le géene, car elle ne requierttfiaformation structurale ou mécanistique de
la protéine. Différents cycles de mutagenese dhéatet sélection sont généralement
appliqués pour obtenir la fonction désirée. Latigdtgce des mutations bénéfiques est souvent
faible par rapport aux mutations déléteres. Seldesmutations bénéfiques uniques sont
additionnées a chaque tour de mutagenése et lakplitd d’amélioration de la propriété
diminue rapidement quand de multiples mutationg &tes. Ainsi, les approches basées sur
lintroduction de mutations ponctuelles aléatoisesit souvent limitées a des améliorations
par petits sauts. Une amélioration de la stratégtela recombinaison de genes comportant
des mutations intéressantes, permettant de créaowdelles enzymes avec une combinaison
de mutations bénéfiques. On espére alors introdigseemutations qui vont pouvoir agir en
synergie, cependant, ces effets synergistiques rmament observés pour des enzymes
construites sur des méthodes completement aléa{didg

Ainsi, I'évolution dirigée des protéines est effieapour une large gamme d’applications et
présente le double avantage de fournir aussi l@erptbtéines ayant des fonctions améliorées
gue des informations importantes pour la compréberdes relations structure-fonction. De
cette maniére, il est possible d’identifier desifass influencant I'activité ou la stabilité de

la protéine, loin du site actif et dont la fonctiaurait eété difficile a prédire.

Cette méthode d’évolution dirigée présente cependi@ux limitations principales. La
premiere est que des méthodes de sélection robmstesnt pas toujours disponibles pour
rechercher les clones les plus intéressants dartmbeues, et I'espace de séquence a explorer
est souvent trés grand. La deuxiéeme limitation eltecstratégie vient de la nature aléatoire
des mutations et du nombre limité de mutants @silpossible de créer et/ou de cribler si un
test individuel doit étre appliqué. En effet, siamsidére une protéine de 100 acides aminés,

le nombre de combinaisons si on a la possibiliténdéer chaque résidu vers les 19 autres
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acides aminés est de 39 soient 2.18 fois plus que le nombre d’atomes dans l'univers
(10%°). Sachant que la meilleure méthode de criblagmeed’analyser 10clones par heure,
il faudrait 2.13* années pour cribler toutes les combinaisons dantarde la protéine. Ainsi,
dans le cas ou une information fonctionnelle owcstirale existe, il est avantageux de

I'exploiter en concentrant les mutations ou ell@stdes plus efficaces.

Approche semi-rationnelle : des banques "intelligies"”

Une approche semi-rationnelle permet de constdee banques plus intelligentes, avec un
nombre de clones générés identique a celui d’upeoape totalement aléatoire [49]. Il existe
plusieurs stratégies de design semi-rationnel, tagjanné comme les stratégies précédentes
des résultats convaincants pour la création dedimed avec des propriétés améliorées, et
pouvant avoir des applications biochimiques, ingelés ou tout simplement fondamentales
pour la compréhension d’un mécanisme catalytiqueypample [33, 50].

La faible fréquence avec laquelle des mutationgtgumes sont introduites dans ou prés du
site actif d’enzymes créées par mutagenese aléatbile succes relatif du design rationnel
pour 'amélioration de la spécificité de substraggerent que des mutations aléatoires
limitées a des sections pertinentes de I'enzymeraibproduire des gains substantiels, on
parle alors de mutagenese ciblée. De cette mamgarsites actifs des protéines sont une cible
de premier choix pour l'introduction de mutationéadoires, cependant ce type de mutations
est souvent déstabilisant pour la protéine.

Une méthode de design semi-rationnel peut compediadrombinaison de mutations ciblées,
choisies sur base de connaissances structuralexgaple, et de mutagenese aléatoire. Une
autre approche est d’alterner de maniere cyclige® rdutations aléatoires et ciblées. Les
expériences d’évolution dirigée aléatoire vont pettre de mettre en évidence des résidus a
muter. La mutagenese de ces résidus de maniege ablsimultanée va dans la plupart des
cas, résulter en des effets synergistiques [50,Ai] de cibler quelques résidus a muter sans
passer par une étape préalable d’évolution dirigdesans informations structurales ou
fonctionnelles d’'une protéine, on peut corrélendagations d’'un géne d’intérét au niveau de
son évolution avec les divergences phylogénétigesséquences des membres d’'une famille
de genes.

Enfin, une derniere approche serait de combinemithodes d’évolution avec des approches
informatiques du design de protéines. Méme si léthates décrites ci-dessus vont permettre
de limiter le nombre de variants générés par rappbespace de séquence disponible, et que

I'on va cibler une aire de cet espace ou les clsadeeaéussite sont plus grandes, le nombre de
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variants que I'on peut générer est encore plusdgcare ce qu’'on est capable de passer au
criblage. Les méthodes de construction de banceeplus efficaces permettent de créer
jusqu'a 102 variants d’'une enzyme, le criblage de cette bamgeessiterait 11 ans & un taux
d’analyse de 10variants/heure. Il est donc important d’exploreraspace de séquence utile
plus grand. Pour celd/oigt et al.ont décrit des outils informatiques permettantetitifier

les acides aminés tolérants aux mutations dangraiéine [52]. Ce concept de précriblage
de banquesn silico a été développé en utilisant la technologie PDAot@n Design
Automation) qui élimine les séquences incompatildesc un reploiement particulier. De
cette maniere, la région du site actif dgdactamase TEM-1 a pu étre redessiné et un tour de
sélection sur une banque d’environ 200 000 mutangermis d’isoler un clone avec un
changement de spécificité de substrat [53].

A partir du large éventail de protéines ayant asglé nouvelles propriétés par évolution
dirigée seule ou en combinaison avec du desigomal, il est difficile d’en tirer les
exemples les plus pertinents. Cependant, un exeatfie particulierement I'attention pour
I'utilisation qui est faite de tous les outils daution dirigée pour le design et I'évolution
d’'une nouvelle activité catalytique sur une struetprotéique existante. Ce travail, réalisé par
Parket al. utilise une approche appelée SIAFE (Simultaneoosrporation and Adjustment
of Functionnal Elements) qui consiste en l'insertia délétion et la substitution de segments
de génes, en conjonction avec I'évolution dirigées éléments fonctionnels qui constituent le
site actif sont dessinés sur base de la séqueliefriohation structurale et mécanistique et
incorporés dans une structure matrice de maniesgrgmmée et combinatoire. De cette
maniére, une activitg-lactamase a pu étre générée sur une structurgaghge Il (Glyll) en
trois étapes de reconstruction. La premiere étapdaedélétion du domaine C-terminal de
Glyll empéchant I'entrée du substrat dans le gité.d.a deuxiéme étape est I'insertion des
résidus catalytigues par mutations ponctuellesinEmd poche catalytique est formée par
I'addition de quatre boucles dégénérées, insér@eCR" overlap mutagénéisante [54].
Malgré les grandes avancées réalisées dans le mmail’évolution dirigée, utilisant 'une
ou l'autre des stratégies décrites, le succes ttie methode dépend de maniére critique du jeu
délicat entre le degré de diversité biologique @nés dans la banque, la taille de la banque et
la capacité d’'un test a détecter les amélioratdmsactivité. La force de I'évolution dirigée
réside dans sa fonction a mimer I'évolution natareles protéines sans une connaissance
profonde de la structure/fonction de la protéirevaluer, alors que sa faiblesse réside dans le
petit nombre de séquences qui peuvent étre évaxgesimentalement ($G 10 pour des

méthodes HTS ou High Throughput Screening et sepér 167 pour des méthodes de
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display). Avant de décrire les méthodes permetientréer de la diversité biologique et de
sélectionner de maniere efficace les variants estants d’'une protéine nous aborderons la

guestion du choix de la protéine a évoluer.

Choix d’une protéine matrice-Concept "d’évolvabilité"

Le choix d’'une protéine de départ ou matrice poue expeérience d’évolution dirigée est
important, c’est un sujet cependant peu discutéx@®ncepts pour le choix d’'une protéine
de départ ont récemment été proposeés.

D’abord, Glasneet al. mettent en évidence deux idées utilisées en iegéniles protéines,
celle de conservation des mécanismes catalytigeslke de promiscuité fonctionnelle
(publication a paraitre [55]). Une des approchas paentifier une protéine de départ serait
d’exploiter la conservation d’attributs mécanisggusimilaires chez les protéines. En effet,
les protéines de superfamilles mécanistiquemerindiss sont capables de catalyser des
réactions différentes en conservant une réactiamighe partielle, un intermédiaire ou un
état de transition (voir pagel2). Ceci est typigeenillustré par la superfamille des énolases,
qui partagent une structure en tonnealf)g et dont tous les membres comportent trois
résidus permettant de lier un ion métallique, etcatalyseur général acide/base permettant
d’arracher un proton au substrat. Ces enzymesysat#l au moins 12 réactions différentes,
présentant un certain degré de ressemblance (

Figure 8) [3].

Substrat Intermédiaire Produit
0
(’ %y
MLE 0 A
0
CO,
0
AEE o
. £
0 H HN‘(
Ala
L-Ala-L-Glu
OSBS
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Figure 8: réactions catalysées par les membresalis-groupe MLE de la superfamille des énolases :
cycloisomérisation (MLEII), transfert de proton 1AEE) et déshydratation (OSBS) [56].
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Ces protéines paraissent donc de bons points detdépur évoluer de nouvelles activités.
Les MLE (Muconate Lactonizing Enzymes) sont un sgnasipe de la superfamille des
énolases qui catalysent trois réactions différentdes cycloisomérisations (MLE), des
transferts de protons en 1,1 (D-Ala-D/L-Glu épinsé&aAEE) et deg-éliminations (o-
succinylbenzoate synthase, OSBS). Ces enzymesgeatties mémes résidus catalytiques
acide/base, deux lysines, dont la position estlairaidans la structure, et une méme triade
pour la liaison d’'un ion Mg. Chaque réaction est initiée par I'arrachemenh @dwtona
d’'un carboxylate du substrat par la méme lysine g@anérer un énolate stabilisé. La seconde
partie de la réaction va différer chez les troigyames. Des résidus placés sur les boucles liant
les brinsg de la structure vont conférer la spécificité desstat et donc I'identité de chaque
réaction. Par mutagenése dirigée, la substitutiom igésidu situé sur une de ces boucles dans
'AEE d’E.coli par le résidu équivalent trouvé dans 'OSBS, anpere créer une activité
OSBS dans I'AEE. Indétectable dans I'enzyme de dgpactivité générée est suffisante 4k

= 1,3.10° st et ka/Km < 5,2.10° M™.s?) pour conférer un avantage de croissance & une
bactérie hote déficiente en OSBSa(k 28 et ka/Km = 1,8.16 pour I'OSBS deE. coli) [57].

Un second résidu identifié par mutagenése aléatifgi aussi placé sur une boucle reliant
deux brinsg permet lorsqu’il est substitué, d’améliorer laegie de croissance en relation
avec des constantes cinétiques améliorées de I'B&E la réaction OSBS (k= 0,25 et
KealKm = 340 pour le meilleur mutant) [56]. Ainsi, le ¢hal’une protéine de départ pourrait
se baser sur l'identification d'une protéine quiatgse une réaction partielle de celle gu'on
veut évoluer. De la méme maniére, on pourrait seibaur des suprafamilles d’enzymes,
exemples d’enzymes ayant évolué sur base de cagaeigir sur un substrat similaire sont
rares dans la nature (voir page 12) et des exm&sed’'évolution dirigée basées sur ce point
commun auraient probablement moins de chancewudsirg¢s5].

La deuxieme approche commentée par Glasneral& propose de tirer avantage des
promiscuités enzymatiques. L'idée qu'il serait phasile d’évoluer une activité existante
plutdt que de partir de zéro a déja prouvé sorcadiié [9]. Les gluthationes transférases
(GSTs) sont des enzymes impliquées dans les prsess détoxification cellulaire dont le
mode d’action passe par la conjugaison de compusgéophiles réactifs sur une glutathione
(GSH) endogéne. Les GSTs théta de classe 1-1 hartt@85TT1-1) et théta de classe 2-2 de
rat (rGSTT-2) présentent des spécificités de sabsts différentes, en particulier, la rGSTT-
2 catalyse la conjugaison de la 7-amino-4-chlorbyiétoumarine (CMAC, un composeé

fluorescent) plus de 400 fois plus efficacement duehGSTT1-1. Sur base de cette
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promiscuité, plusieurs tours de mutagenese aléagbicriblage pour I'activité CMAC ont été
réalisés. Ceci a permis d’isoler plusieurs mutasgsla hGSTT1-1 avec une efficacité
catalytique améliorée, et jusqu'a 2'1fdis meilleure pour I'un d’entre eux par rapport a
'enzyme sauvage [58].

D’autre part, O’Loughliret al. discutent du probleme "d’évolvabilité" des pro&sinc'est-a-
dire de la capacité d’'une protéine a évoluer, geuchoix d’'une protéine de départ en
évolution dirigée [59]. Il existerait une corrétati entre différents parametres d’'une protéine
et son évolvabilité. Le premier parametre est EcBgité de I'enzyme, I'évolvabilité d’'une
protéine serait fonction de la capacité d'une pneté catalyser des réactions secondaires et
rejoint le concept de promiscuité vu ci-dessusdéexiéme parametre est la thermostabilité et
la robustesse (capacité d'une protéine a acceptemiutations sans perturbation de ses
propriétés catalytiques). Les protéines thermostabbnt de meilleurs points de départ pour
I’évolution car elles sont plus robustes. Cependzag parametres sont difficiles a mesurer et
donc I'évolvabilité d’'une protéine difficile a priégd. O’Loughlin et al. suggérent que la
nature a sélectionné certaines enzymes particoli@me propices a évoluer et il propose
d’utiliser ces enzymes comme points de départ despériences d’évolution dirigée. Ainsi,
des protéines soumises a de constants changenmisneementaux comme les anticorps
ou les protéases du virus HIV seraient des exengiiaslvabilité et donc des protéines

matrices de choix.

Création de banques d’enzymes : comment générer de la diversité

De nombreuses méthodes existent pour générer digdesité au sein de protéines cibles et
sont basées sur des outils de biologie moléculdetre par des outils de biologie
moléculaire, des mutations peuvent étre généréed'yddisation d’irradiations UV, de
traitements chimiques comme des agents alkylantSutilisation de souches mutatoires.
Cependant, ces méthodes ne permettent pas d’iimeodiel la diversité en un point donné du
gene cible, et les mutations peuvent se retrouvetedors du gene cible. Ainsi, les méthodes
les plus largement utilisées font appel a des ulié biologie moléculaire et seront

développées dans cette partie.

Mutagenése dirigée par oligonucléotide

La mutagenése dirigée est I'outil de base de Iingyie des protéines. Cette technique permet
de modifier un ou plusieurs résidus choisis dans séquence protéique et a été un outil

critigue pour la compréhension des roles de résitigiduels de protéines.
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Alors que pour des stratégies de design rationtel,séquence de I'oligonucléotide
comprenant la mutation a introduire est fixe, poles stratégies d’évolution dirigée, la
diversité est amenée en jouant sur la dégénéresamy nucléotides introduits lors de la
synthese de l'oligonucléotide. Ainsi, un codon NRbddera pour n'importe quel acide aminé
(voir Table 1). On peut décider de n’accepter gertains acides aminés, le codon GNN par
exemple ne codera que pour Ala, Val, Asp, Glu oy. @&nfin, on peut "doper" un
oligonucléotide en favorisant la présence d'un ecimniné, en choisissant par exemple
T(90%)C(90%)N, on encode une Ser a 81%, et le ms$eacides aminés sera faiblement
représenté dans la population. Méme si le choila giroportion des mutations paraissent
contrdlés, des biais sont introduits, le plus évidgant celui généré par la dégénérescence du
code génétique. La synthése elle-méme des oligéotigks va introduire un certain biais, ce

probleme est discuté par C. Neylon [60].

ler | U C A G 3éme
U Phe | Ser| Tyr Cys U
Phe Ser| Tyr Cys C X NNN Ala GCN
Leu @ Ser | *(Ochre) | *(Umber) A Cys TGY Asp GAY
Leu | Ser | *(Amber)| Trp G Phe TTY Glu GAR
C Leu | Pro | His Arg U Leu TTR, CTN, YTR Gly GGN
Leu | Pro | His Arg C Ser TCN, AGY Val GTN
Leu | Pro | Gin Arg A Trp TGG lle ATH
Leu | Pro | Gin Arg G Tyr TAY Lys AAR
A |lle | Thr | Asn Ser u His CAY Met ATG
lle | Thr | Asn Ser C Pro CCN Asn AAY
lle Thr | Lys Arg A GIn CAR Thr ACN
Met | Thr | Lys Arg G Arg | CGN, AGR, MGR * TAR, TRA
G Val | Ala | Asp Gly U
Val | Ala | Asp Gly C
Val | Ala | Glu Gly A
Val | Ala | Glu Gly G

Table 1 : tables des codons, a gauche, représentdtissique, a droite, code pour chaque acideéaaviac N =

A, U, G, C, Y = base pyrimidique (U ou C), R = baseique (AouG),H=U,CouA,etM=AouC.

Une méthode classique de mutagenése dirigée esttation par PCR. Celle-ci nécessite
I'utilisation de deux paires d’amorces, une pait@mbrces complémentaires comportant la
mutation a introduire et une paire d’amorces sdraagtendre le gene de part et d'autre de la
mutation lors de trois cycles PCR, dont une PCRcloevauchement ou "PCR overlap”
(Figure 9). Cette méthode nécessite ensuite une éa restriction du gene d’intérét et de

clonage dans un nouveau vecteur.
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Figure 9 : introduction de mutations ponctuelles@R de recouvrement (overlap)

D’autres méthodes utilisées reposent sur l'utiigatd’'un oligonucléotide comportant la
mutation a introduire et sa polymérisation sur tin ’ADN simple brin [61] ou double brin
[62]. Alors que lutilisation de la méthode simplein n’est plus beaucoup utilisée, la
méthode utilisant I'ADN double brin, largement amogde par la firme Stratagene (systéme
QuickChange), est la plus utilisée (Figure 10). ésppolymérisation d’ADN a partir des
amorces (ou oligonucléotides) comprenant la mutatiéDN parental, méthylé s’il a été
préparé dans une souche comportant le phénotyp€e’, D éliminé par digestion d’'une
endonucléas®pnl reconnaissant uniqguement ’ADN méthylé. Une étdpdransformation
permet de récupérer les diverses formes de I’ADNamtusans passer par une étape de sous-
clonage. Cette méthode peut étre utilisée avecudphes oligonucléotides synthétiques afin
de muter plusieurs positions a la fois.

Ces techniques sont limitées par le nombre de ugsidmuter : si un nombre de résidus
adjacents a muter est trop grand, I'hybridatiorfasemal et I'efficacité de polymeérisation
diminue. Pour palier & ce probleme, on peut utilise méthode d’insertion de cassette.
L’oligonucléotide est concu de maniere a ce quédgon a muter soit encadrée par deux sites
de restriction, permettant le clonage de l'oligdéatide double brin directement dans la

région du gene qui nécessite de la diversite.



Synthése du brin mutant
Cycles de :
- dénaturation de ’ADN matrice
- hybridation des amorces contenant

la mutation

- Extension des amorces avec une
1 polymérase haute fidélité

‘ Digestion du brin parental par Dpnl

T

L’ADN des brins parentaux méthylés est
digéré par Dpnl

Transformation
Les molécules mutées sont transformées
dans des cellules compétentes pour la

réparation de la coupure

Figure 10 : introduction de mutations ponctuelleseain d’'un géne, par la méthode de '’ADN doubla.br

PCR mutagénéisante

Lorsque aucune information structurale ou mécayustisur la protéine & muter n’est connue
les banques sont générées par I'introduction datioas aléatoires le long du géne.

La méthode de PCR mutagénéisante ou "error-prof®' REp-PCR) est basée sur la propriété
de la Taq polymérase a générer des erreurs au deungcles PCR. Alors que le taux basal de
mutations est d’environ 1 pour 1000 pb, ce tauxrdie peut étre augmenté avec de plus
grandes concentrations en MgGtn ajoutant du Mn@let en jouant sur des concentrations
non équivalentes des quatre dNTPs [63]. De cett@areg I'amplification du géne cible par
PCR va générer de la diversité a chaque tour pdrdduction d’erreurs, dont le taux est
généralement d’environ 7 pour 1000 pb. On peutfaarier ce taux d’erreurs en jouant sur
les concentrations en Mg Mn?* ou sur le nombre de cycles PCR. Cependant, céitieate
comporte des biais. Par exemple, la probabilitpmbaition de deux ou trois substitutions
adjacentes est trés faible, et un acides aminéuggétre muté qu’en 6 ou 7 autres acides
aminés par une seule substitution [60]. D’autrethodes d’insertion de mutations aléatoires
le long d’'un géne existent (basées sur la méthd® Bu non), et une analyse statistique
utilisant trois indicateurs pour évaluer les consgges du biais des mutations pour
différentes techniques a été réalisée. Cette amalyontre que toutes les méthodes

introduisent un certain biais et Wonegt al. proposent d'utiliser la méthode MAP
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(Mutagenesis Assistant Program) qui permet de coenpa biais introduit par 19 techniques
différentes pour une séquence donnée, permettasitd@ choisir la technique la plus adaptée
pour un objectif donné [64]. Malgré cela, la teciud la plus utilisée est celle de la PCR
mutagéneéisante et I'une de ses limitations comnigdis introduit au niveau de la diversité
peut étre dépassé par des combinaisons de technigjusi, I'ep-PCR est souvent associee a

des techniques de recombinaison (shuffling).

Recombinaison homologue d’ADN in vitro

Les méthodes de recombinaison d’ADN permettentdmkinaison directe de mutations
bénéfiques portées par des génes multiples toubtamt les mutations déléteres, d'une
maniére analogue a la recombinaison sexuelle.

La premiere méthode de recombinaison appelée Biguf’ ADN a été développée par
Stemmer en 1994. Des fragments d’ADN générés paigkstion aléatoire des genes parents
avec laDNasel sont combinés et réassemblés en des génes ettiienériques par PCR
(Figure 11) [65]. Cette méthode utilisant des gepasents créés par ep-PCR partageant
généralement 95-99% d’identité, est aussi appddmily shuffling" lorsque les génes d’'une
méme famille sont recombinés. Les régions d’idérd# séquence vont réaliser des crossing-
overs qui recombinent les séquences des genestgpa@an protocole est ainsi limité a des
protéines partageant au moins 70-75 % d’ident#g,danques créées a partir de séquences
plus divergentes tendant a donner pour la plupsstsgquences meres. Il reste cependant la
technique la plus populaire de recombinaison. Debreuses méthodes ont été développées
pour contourner ce probléeme comme le StEP (Stadg&rdension Process), le RPR
(Random Priming Recombination), le RACHITT (RAndddHImeragenesis on Transient
Templates) ou d’autres encore [33, 66]. Le RACHIpdr exemple produit un taux de
recombinaison plus élevé que les autres méthodpartd de séquences de plus faible
similarité [67]. Dans cette méthode, des fragmef®®ON simple brin sont hybridés a une
séquence parente, synthétisée de maniere a ineomges uraciles et qui sert de matrice. Les
séquences ne s’hybridant pas sont éliminées étoles entre les fragments sont remplis, puis
la matrice est détruite par une enzyme reconndidsanuraciles (Figure 11). Ainsi, la
nouvelle génération n’'est pas contaminée par laesep de départ et la diversité est plus
grande.

Enfin, outre des genes uniques, des opérons ou ni&smegénomes entiers peuvent étre

recombinés pour certaines applications [33].
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Figure 11 : shuffling de génes homologues d’'une enéamille ou générés par PCR mutagénéisante. Ahgauc
principe du DNA shuffling, comme proposé par Stem[6B]. Les génes parents sont fragmentés a la BIN#S
les génes reconstruits par deux PCR. A droite,cjpén du RACHITT. L'ADN simple brin des génes
homologues est fragmenté par la DNasel et les feaggnsont hybridés a un brin complémentaire coraport
des uraciles. Les fragments chevauchants (nonddd)risont éliminés et les trous entre les fragmemplis.
Une PCR reconstruit ’ADN double brin.



Recombinaison non homologue d’ADN in vitro

La difficulté de générer des événements de recaadun pour des séquences de faible
similarité a mené au développement de techniquesegeérant pas d’hybridation a une

matrice. En conséquence, alors que les variantgigues générés par recombinaison
homologue ou des mutations aléatoires vont maintemé similarité structurale avec les

protéines parentes avec une plus grande probaloéiteype de méthode permet la création de
nouveaux reploiements protéiques.

Différentes techniques ont été développées, ITCH¥rémental Troncation for the Creation

of Hybrid Enzyme), NHR (Non Homologous Recombina}jaet plusieurs autres encore [33].

La premiere description d’'un telle technique a étlie des banques ITCHY, créées par le
clonage de deux genes (ou fragments de genes)ndentadans un vecteur d’expression
contenant deux sites uniques de restriction. Airpd vecteur linéarisé, des fragments
tronqués sont générés du coté 5. La génératiobodds francs et une restriction du cété
3'avec la deuxiéme enzyme de restriction génerefidggnents de taille variable, et des
chiméres peuvent étre générées par ligature pocul&iiser le vecteur [68]. Le challenge

majeur de cette stratégie est que de nombreusdsin@® non fonctionnelles vont étre

générées, et une méthode de sélection a grandmentidoit pouvoir étre utilisée.

Fragments d’ADN linéaires comprenant les génes a recombiner

ER1 ER5 ER5 ER1 ER3

ER3 :| ;|: 4_|j

Digestion par ER5
ER] Exo’nu’clee'nse 1 ERI
et génération de
L

7] bouts francs

Digestion par ER1 et
clonage

Genes 4—|j_ ;|j ;|j_ _—L_
chimériques :|_ ;|j

Figure 12 : technique de recombinaison non hom@ddCHY. Les géenes a recombiner sont portés pax deu
vecteurs. Aprés linéarisation, les génes sont feajés de maniére a obtenir toutes les troncatient dcide
aminé possible. Les genes sont ensuite clonésxdreradans un vecteur d’expression.
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Insertions et délétions de séquences

Une maniere d’explorer I'espace de séquence pef#irgepar des insertions et délétions de
séquences. Des insertions/délétions (indels) smile§ a générer par les techniques utilisant
des oligonucléotides (voir page 34), cependanpldae de l'indel sera prédéterminée. La
technique de PCR mutagénéisante va introduirebdeffiiequence des indels généralement
d’'un nucléotide, induisant des décalages du cadréecture. L'exploration de I'espace de
séquences est donc limité et des techniques qungtemt lintroduction d’indels de
différentes tailles a haute fréquence et de maniak&atoire sont nécessaires et
malheureusement peu développées. Une de ces metlomhsiste en [I'utilisation de
transposons pour l'insertion aléatoire de séquerj68$ Cette technique requiert des
constructions particulieres d’ADN et est limitéefait que seules des séquences spécifiques
sont introduites. Il existe d’autres méthodes revoa Neylon,C, 2004 [60]. Une technique
plus récente est celle du RAISE (RAndom Insertial@étional Strand Exchange
mutagenesis), basée sur la recombinaison de gemgsotocole du RAISE consiste en trois
étapes. L’ADN est d’abord fragmenté parD&lase| puis, des nucléotides sont introduits
aléatoirement du c6té 3’ des fragments par unemitedl deoxynucleotidyl transferase"
(TdT), une ADN polymérase clé de l'introduction rertions aléatoires dans les régions
hypervariables des anticorps mammiféres. Finalenuast fragments comportant une queue
nucléotidique sont utilisés pour la reconstructihn géne entier, comme pour un shuffling
classique. L’incorporation d’indels ou de subsiiing serait réalisée suivant le schéma
présenté en Figure 13.

Cette technique appliquée a I'évolution dirigée laes-lactamase TEM-1 a permis apres
mutagenese et sélection de trois générations dantsitir des concentrations croissantes en
ceftazidime, d'isoler des variants avec un MIC aegté d'un facteur 0 contenant des
insertions, et des substitutions a des endroitau®pour changer la spécificité de substrat de
la TEM-1, et seulement une délétion [70]. Cettehméé est prometteuse mais le taux de
mutations efficaces reste faible : 0,2 acides asfkiéd’ADN subissent des indels, et 0,6
acides aminé/kb d’ADN sont substitués.
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Figure 13 : explication pour le mécanisme de RAIBAEMécanisme possible pour l'introduction de migtas
durant I'étape de reconstruction du géne. La régierséquence non mutée du fragment va s’hybridea a
séquence complémentaire et une région de la ségjaédmtoire introduite par la TdT va s’hybrideraiié 3’ de
maniére aléatoire. L'ADN polymérase va alors étentlr séquence a partir de la région complémentaire,
introduisant la séquence aléatoire dans le gén€&yBes de mutations introduites. Si le fragmentéaiybride

de maniere a ce que la région aléatoire soit plngue que la région complémentaire (X < Y), uneiitisn est
introduite. Si le fragment muté s’hybride de mamiarce que la région aléatoire soit de la mémke taile le
fragment complémentaire (X = Y), une substitutishistroduite. Si le fragment muté s’hybride de mama ce
que la région aléatoire soit plus courte (X >Y)e ul¢létion est introduite [70].

Nous avons donné ici un petit apercu des themesrgéx pour les techniques existantes afin
de générer des banques de mutants, la tendancéea aes techniques toujours plus
compétitives trés rapidement fait qu’il est diffecd’en faire une liste exhaustive. De plus, le
choix de la technique la plus appropriée pour ymieation donnée est parfois difficile. Une
revue récente painong et al.est intéressante pour comparer les différentsxcpossibles
pour des expériences de mutagenese aléatoire [71].

Enfin, la plupart des techniques introduisent umisbdans les mutations (comme le probleme
dd a la dégénérescence du code génétique, oudekemes inhérents a I'ep-PCR), ce point
est revue et discuté par Neylon, C (2004) et L&tPatrick, (2004), et quelques avancées
technologiques capables de contourner certaindgmas sont données [60, 66].
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Lien génotype — protéine

L’évolution dirigée consiste en des tours successé mutagenese, criblage ou sélection et
amplification afin d'isoler un variant d’'une praté, comportant des caractéristiques
recherchées. Une considération pratique clé dagsollition dirigée de protéines
fonctionnelles va étre de pouvoir réaliser un lemtre le génotype et une biomolécule
(protéine, peptide ou produit de réaction de I'eneyactive correspondante). Le génotype
représente I'information génétique qui peut ét@igéée. Un lien physique direct ou indirect
entre la protéine et son gene est donc requisgmumnettre I'identification de variants de cette
protéine qui ont les caractéristiques fonctionseli#sirées. Les méthodes de liaison du
génotype et des biomolécules peuvent étre de eliftés natures, les principaux modes sont
présenteés ici.

Liaison par compartimentalisation

Liaison de type cellulaire

La nature lie un géne et sa protéine en compartatieant les genes dans des cellules. Ce
compartiment dans lequel la fonction protéique réésiest exprimée est typiquement
sélectionnéin vivo. Le géne peut alors étre récupéré du compartireéndnalysé par
séquencage de I'’ADN. Ainsi, la maniere la plus énxté de lier un géne a une protéine est le
clonage des genes d’'une banque directement damsiaraorganisme (bactérie ou levure)
dans lequel chaque géne est transcrit et traglwitvo (Figure 14, A). De cette maniére, des
variants intéressants de la biomolécule conféramtgxemple un avantage de survie a la
cellule vont pouvoir facilement étre sélectionimésivo[72].

La présentation en surface de cellules est une améthode utilisant des cellules vivantes
pour la liaison géene-protéine. Les protéines digttésont généralement fusionnées a une
protéine membranaire de maniére a ce gu’elles s@rposées en surface de la cellule
(Figure 14, B). De cette maniéere, des microorgaesstalsE. coliont été utilisés, mais le plus
intéressant est la levur®. cerevisiaequi est GRAS (Generally Recognised As Safe) et
capable de réaliser des modifications post-tradooglles comme des glycosylations,
trouvant ainsi plus d’applications dans I'industjf@]. Cette méthode est en réalité apparue
aprés la méthode du phage display décrite ci-apbagre la possibilité davoir des

modifications post-traductionnelles, la présentasar cellule
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Figure 14 : stratégies pour la liaison géne-pretépar compartimentalisation : A. compartimentaidsat
naturelle, B. présentation en surface de celluleC@mnpartimentalisatioin vitro. Liaison géne-protéine par
display : D. phage display, E. présentation par ARI¥. présentation par des ribosomes, G. par GEplay".
Différents types de lien géne-protéine sont reprié&sepour I'lVC (H), le substrat de la protéine les@a I’ADN
(1), le géne encode une protéine avec un tag atrejpte qui va lier 'ADN biotinylé qui I'encode J2une
liaison covalente est formée entre I'’ADN et sonduio d'expression via I'inhibiteur suicide laHaelll qui lui
est fusionnée (3) et des billes recouvertes detsirgline et d’anticorps vont permettre I'accroohaty I'ADN
biotinylé qui encode la protéine fusionnée a unréagnnu par I'Ac (4).
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a l'avantage de pouvoir présenter de grosses pestéplus facilement, et en plus grand
nombre. La limite de cette méthode se retrouvecgratement dans la faible efficacité de
transformation déS. cerevisiagui atteint difficilement les fotransformants par pg d’ADN
[74].

Ce type de liaison va cependant rapidement renmodas limites comme 'impossibilité de
réaliser des sélections dans des conditions diffésede I'environnement cellulaire, et des
problemes liés a la sélection de protéines toxigues chercheurs vont alors se tourner vers

des méthodeim vitro, contournant ces problemes inhérents a la sutwieectellule.

Compartimentalisation in vitro

La compartimentalisationin vitro (IVC: in vitro compartmentalisation) mime les
compartiments cellulaires naturels en créant desogouttelettes. Des émulsions d’eau dans
I'huile avec des gouttelettes de 2 um de diametrevgnt facilement étre générées avec de
I'huile, des détergents et un émulsifiant. Dans prezédure typique, les molécules d’acide
nucléique d'une banque sont réparties dans des artimpnts microscopiques de maniére
telle qu’en moyenne, il en existe une copie partgoirigure 14, C). En compartimentalisant
également des mélanges de transcription-tradu@tiontro (IVE : in vitro Expression), de
multiples copies de la protéine d’'intérét sont bgtisées dans le compartiment. La petite
taille des gouttelettes permet de traiter des bemgle grande taille, par exemple, un mélange
réactif de 50 pL sera dispersé ef®mpartiments [75].

"Phage display"

La présentation de biomolécules en surface de gshagéphage display” est une méthode ou
des peptides ou des protéines sont exprimés eonfasiec une des protéines du manteau du
virus (appelé aussi capside). L’ADN encodant cetteé€ine de fusion étant encapsidé dans la
structure protéique du manteau, le lien physigueegwotéine est assuré (Figure 14, D). Le
phage display, depuis sa description en 1985 pathgi6], est une des méthodes les plus
largement utilisées pour effectuer des sélectiansndtants intéressants parmi des banques.
Cette technique se trouve a mi-chemin devivo et de lin vitro. En effet, I'amplification de
phages permettant la production de la protéinaisier se feran vivoalors que les sélections
se feront avec des solutions de phaigesitro. Cette technique étant celle utilisée dans ce
travail, elle est exposée plus en détails. Diffaerparticules virales peuvent étre utilisées

pour le phage display, comme les phages filamen(e)xle bactériophage lambda ou encore
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des virus eucaryotes. Le systéme le plus représgnggie nous avons utilisé est celui du

phage filamenteux M13, capable d’infeckercoli.

Structure du bactériophage M13

Un phage filamenteux est composé d’'une moléculdDdiAsimple brin circulaire contenue
dans une structure protéique, et a une longuel@08enm pour environ 7 nm de large. La
capside protéigue est constituée de 2700 copida geotéine majeure du manteau, pVIII.
Chaque extrémité du phage est coiffée par deuxipes mineures du manteau : d’'un coté,
on trouve 5 copies de chaque protéine pVIl et ptXde l'autre, 3 a 5 copies de chaque
protéine plll et pVI. La longueur de la particuleale peut s’adapter & des manipulations de
la taille du génome : plus le génome est grands [@wphage est grand. Jusqu’a 12 000 bases
peuvent étre ajoutées au génome du phage sauvéd@eé [Bses) sans perturbation de son

empagquetage (Figure 15) [77].

plll

plX
\!fﬂﬂﬂﬂ L ffﬂﬂfﬁé:, e
= 16 DNA )
a‘jf’ \\\\\\\\\\.\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\S%J
| ™
pVI
pVIII VIl
Protéines Structurales Protéines non structurales
" Nombre Role
Nombre  Copies Type de d
d’aa par phage display aa
olll 206 5 NouC pl 348 Assemblage
Vi 12 5 C pll 410 Réplication
pv“ 33 5 N plv 405 Assemblage
lelI 50 2700 NouC pVv 87 Liaison a ADNss
P X o b ‘I’\]” pX m Réplication
P pXl 108 Assemblage

Figure 15 : représentation schématique d'un phdgendnteux. M13 produit 5 protéines de structurebet
protéines qui ne font pas partie de la particutalei La partie C-terminale de la pVI est exposéswface du
phage, et les autres protéines exposent leur putéeminale.

Les cing protéines du phage contribuent a la statstructurale de la particule phagique,
mais la protéine plll est aussi nécessaire pouedannaissance de la cellule héte et pour
l'infection. Cette protéine est constituée de tmbasnaines distincts. Le domaine N-terminal
(N1) initie la translocation de I'ADN dani. coli pendant I'infection alors que le second

domaine (N2) confere la reconnaissance de I'hdtedrant au pilus F a la surfaceEecoli.
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Le domaine C-terminal (C) interagit avec les autpestéines du manteau et est ainsi

responsable de l'intégration de la plll dans laso#g[78].

Assemblage du phage

L’infection d’E. coli par un phage filamenteux est initiée par l'intéac spécifique de
'extrémité du phage ou est située la plll avepdinte du pilus F. Le pilus consiste en un
tube protéigue assemblé et désassemblé dans urespusc de polymérisation et
dépolymérisation a partir de sous-unités de pitiresentes dans la membrane interne de la
bactérie. Dans le cas d’infection par un phagestilsuggéré que I'extrémité du phage attachée
au pilus est amenée a la surface de la membranegmolymérisation du pilus F. Les
protéines majeures du manteau protéique sont ialigrgrées dans la membrane et ’ADN du
phage est transloqué dans le cytoplasme. Dans ttplagme, les enzymes bactériennes
synthétisent le brin complémentaire (brin-) et catigsent I'ADN simple brin (brin+) du
phage en une molécule réplicative double brin ipeulée. Cette molécule sert de matrice
pour la transcription et la traduction a partirglesles les 11 protéines du phage (structurales,
impliquées dans la réplication de 'ADN ou l'assdage), sont synthétiseées (Figure 16).
Certains produits du phage (pll et pX) dirigentskmmthese d’ADN simple brin selon un
processus de "rolling circle”, de concert avec elesymes bactériennes. Les protéines de la
capside et les autres protéines du phage impliqiges’assemblage de la particule (pl, pIV
et pXl) sont intégrées dans la membrane avec lediiop N-terminale exposée vers le
périplasme et leur portion C-terminale exposée \ersytoplasme, alors que les protéines
impliquées dans la réplication de I'’ADN restent sldém cytoplasme. Lorsque la protéine pV
spécifique de la liaison a '’'ADN simple brin atteume concentration donnée, elle séquestre
'ADN simple brin nouvellement synthétisé dans wmplexe, et les nouvelles particules
phagiques sont assemblées et extrudées de la ibagidrun pore formé par certaines
protéines du phage. L'assemblage est initié parcdiporation des pVIl et pIX a une
extréemité de la particule. Puis vient un procestatongation ou les molécules pVIll sont
assemblées le long de la particule et le processusrmine avec I'addition des pVI et plll &
'autre extrémité du phage et enfin, le relargageptage. Le phage M13 est un phage non
lytique, il bourgeonne de la bactérie hote qui njeass tuée par linfection. Les bactéries
infectées continuent a se multiplier et se divisatéfiniment, cependant a une vitesse

inférieure a celle d’'une bactérie non infectée TBY-
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Figure 16 : assemblage du phage M13. Les particlugshage se lient&. coli par le pilus encodé par les génes
portés sur le facteur F. Aprés liaison au phagpilles se rétracte, amenant la particule phagiqueueface de la
cellule. L’ADN simple brin (+) entre dans la badépar un processus mal compris, et est converhBN
double brin (forme réplicative) par les protéin€k.dcoli. Les protéines pll et pX sont impliquéeand
I'amplification en "rolling circle” de I’ADN doubléorin, qui méne a la production de brins+. La pretépV
recouvre ces molécules et ce complexe protéine-Add&tagit avec la machinerie d’exportation (pl, ppXI,
thiorédoxine d’E.coli) qui assemble et secréte #immément les particules virales en utilisant urlpde
protéines du manteau préalablement insérées damsrgrane interne. Les particules virales sontidimant
relarguée des cellules sans les tuer et les pVreontlées. D’aprés [79].

Présentation en surface de phage

Les cing protéines de la capside du phage ont tdtééas pour présenter des protéines.
L’approche la plus commune pour le "display" detjukgs est de fusionner les séquences
peptidiques du coté N-terminal des protéines pllp¥lll, alors que des protéines vont plutot
étre présentées sur la plll. Des fusions de peptdale protéines ont aussi été réalisées du
c6té N-terminal de la pVII et la plX, et des fussau c6té C-terminal des pVI, pVIll et plil.
D’'une maniére générale, les protéines mineures dateau vont présenter les grosses
protéines de maniere plus efficace que la pVlilip&wlant I'efficacité de "display" de
protéines est trés imprévisible et, alors que tertpetits peptides ne pourront étre présentés,
de grosses protéines telles la pénicilline G aeylas hétérodimére de 86 kD) peuvent étre
présentées aussi bien sur la pVIII que la plll.t@lees séquences ne sont pas bien présentées

sur phages a cause de problemes d’assemblage partieule virale, de stabilité et/ou
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d’infectivité. Cette intolérance n’est pas bien qoige, et il existe deux systemes
complémentaires au phage display qui utilisentwitess hybrides et des phagemides, et pour
lesquels les problemes d’intolérance sont plugdisnfFigure 17).
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Figure 17 : représentation schématique des trgestyde phages présentant une protéine sur la Alll.
Phagemide, les éléments le composant et les difffsgsettapes nécessaires a l'infection sont repse®n
trouve en moyenne une copie de la protéine derfuglo= origine de réplication phagique, colE1 igime de
réplication bactérienne. B. Phage hybride compobritux copies de la protéine de manteau, dont leste
fusionnée a la protéine d'intérét. C. Phage classigrésentant jusqu’a 5 copies de la protéinaisier.

Les systémes phagiques sont construits de telleéneaque la protéine ou le peptide en
fusion est présent sur chaque copie de son pamerainsi, si une banque est présentée sur la
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pVIIl, le virus présentera 2700 copies de la praéde fusion. Ceci est accompli en
fusionnant la banque d’ADN avec la seule copie \dBlglu génome phagique. Des banques
de peptides peuvent étre présentées sur la pVét an systéeme phage, mais la taille du
peptide est limitée et il existe un phénoméne dié&fi qui peut poser des problémes lors de
sélection pour affinité Ce type de sélection va en effet utiliser la cétpade la protéine sur
phage de se lier a un ligand d’intérét immobiliséun support solide (Figure 18).

Protéine du manteau

du phage

< =

Ligand
T immobilisé

Protéine
Figure 18 : sélection d’'un phage par affinité poatdigand immobilisé.

Les phages accrochés sont généralement éluésmpaetbon avec le ligand en solution. De
nombreuses copies de la protéine sur phage vost pouvoir mener a la sélection de
protéines en fonction de leur avidité. Cette mérppr@che a été réalisee avec la plll,
diminuant l'effet d’avidité. Cependant, méme la qandtation sur la plll est limitée, des
altérations significatives de la plll empéchents$emblage du phage ou bloquent son
infectivité. Enfin, toutes les protéines ne sont [es protéines de fusion a cause de
problemes de protéolyse de la protéine présentée.

Le deuxieme systéeme utilisé est le systeme phagerhid phagemide est un plasmide qui
porte un gene de résistance, deux origines decatjpln 'une phagique et I'autre bactérienne,
et un signal d’empaquetage du phage. Dans le cddrehage display, la construction
comportera le géne de la protéine d’intérét fusioamn gene d’une protéine de la capside. La
banque est clonée dans le phagemide de manierguwatke soit exprimée en fusion avec la
protéine du phage (Figure 17). L'ADN du phagemide aors utilisé pour transformer des
bactéries et peut étre amplifié et isolé de la mBramiére que n’importe quel plasmide. Afin
de présenter des peptides ou des protéines ercesutta phagemides, la bactérie portant

'ADN du phagemide doit étre infectée par un phagsistant ou phage "helper" pour

2 On parle d’avidité pour exprimer la force de la@isentre une protéine possédant plusieurs sitéiaisen a un
ligand multivalent. Dans le cas du phage displaxpression de plusieurs protéines en surface duenghage
pourra donner un effet d’avidité vis-a-vis du sudiistjui est généralement représenté de nombreoisesufr le
support de capture.

3 L'affinité va exprimer la force de liaison simp@atre une protéine et son ligand.
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produire les particules virales utiles. L'approclae plus simple est d'utiliser un phage
"helper" défectueux pour sa fonction d’empaquet&geant I'infection de la bactérie portant
le phagemide, le génome du phage helper initigiéhese de toutes les protéines sauvages.
Comme I'ADN du phagemide porte un promoteur en danu® la séquence encodant la
protéine de fusion, la synthése de la protéineudmm est elle aussi initiée et elle est ajoutée
au pool cellulaire de protéines phagiques. Lors'agsemblage du phage, les particules
phagiques seront préférentiellement assembléesileant '’ADN du phagemide qui differe
du phage "helper" en ce qu’il comporte un signahgbaquetage totalement fonctionnel. Les
phages sécrétés seront composés de protéines sauehgle fusion et porteront 'ADN
phagemidique encodant cette séquence. D’autres tge@hage "helper" ont été utilisés afin
de réduire les copies sauvages de protéine depkadeapar rapport aux protéines de fusion.
Enfin, il a été observé que les domaines protéicgmd plus accessibles lorsqu’ils sont
fusionnés au domaine N2 de la plll. Ainsi, une pidnquée est parfois utilisée, son domaine
N1 (aa 1-198) a été délété et la protéine d’intéséfusionnée a la partie de la plll composée
des acides aminés 198 a 406.

Les systemes hybrides ne requiérent pas de phdgerhmais sont aussi composés de
protéines de manteau sauvage et de fusion. Paurwe deuxieme copie du gene pVIll ou
plll est placée dans le génome du phage [77-79].

Le phage display repose sur I'expression des ganésgo, et la taille de la banque est limitée
par l'efficacité de transformation et les contragtbiologiques de la cellule héte. Cette
limitation de diversité et de complexité des bamgpeut étre dépassée en utilisant des
systémes totalemeit vitro basés sur un systéme transcription-traductionécegssitant pas

de passer par un microorganisme.

Méthodes basées sur des systémes d’IVE

Les méthodes de display

Le ribosome "display"”, ’TARNm "display" et le cislisplay" sont quelques unes des méthodes
développées qui ne nécessitent aucune étapévo. Dans ces méthodes, un polypeptide
transcrit et traduiin vitro est capable de se lier & TARNm ou ADN I'encodant.

Le ribosome display assure une liaison de typeaomalente entre un gene et sa protéine via
le ribosome, en conservant le complexe ternainadégpar I’ARNm, le ribosome et la chaine
polypeptidique naissante pendant la traductionufieid 4, E). En I'absence de codon stop, le
ribosome s’arréte a la fin de la matrice ARNm. Dasdes températures et de hautes
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concentrations en Mg stabilisent ce complexe qui peut directement étisé pour des
sélections [80].

L’ARNm display va permettre d’établir un lien coeat entre le génotype et le phénotype en
liant TARNm et le polypeptide encodé par cet ARNiar une petite molécule adaptatrice, la
puromycine (Figure 14, F). La transcription de I'NDest suivie d’'une étape chimique de
couplage d’'un complexe ADN-puromycine, a I'extrént de '’ARNm dans le ribosome, via
une liaison peptidigue. Comme le complexe ARNm+ira se fait entieremein vitro, de
grandes banques peuvent étre construites, et comgne jusqu'a 15-10" séquences
uniques [80]. Cependant, ces techniques présepitgsieurs limitations. L'ARNmM utilisé est
généralement sujet a une dégradation rapide, &N sélectionné doit étre soumis a une
transcription inverse avant d’étre amplifié. Enfim autre probléme est lié au ribosorire.
vitro, la traduction d’'une protéine entiere est difécd réaliser et une certaine fraction des
molécules seront tronquées. Certains de ces prebl@euvent étre évités en liant la protéine
d’intérét a 'ADN.

Le CIS display comme le ribosome display est unbrtigjue qui va permettre de lier un géne
a sa protéine de facon non covalente. Ce systemieitex|'activité CIS haute fidélité d’'un
groupe de protéines bactériennes d’initiation deéfdication d’ADN, les RepA du plasmide
R1. Dans ce contexte, l'activité CIS fait référerela propriété des RepA de se lier
exclusivement a '’ADN a partir duquel elles ont é&gprimées, dans un contexte de
transcription/traduction couplées. La réplicatian plasmide R1 est initiée par la liaison de
RepA a l'origine de réplication du plasmide (oki)ori est séparée de la séquence encodant la
protéine RepA par un élément d’ADN appelé CIS. Ledale consensus pour l'activité de
RepA est que I'élement CIS contient un terminatder transcriptionp-dépendant qui
provoque l'arrét de 'ARN polymérase. Cet arrés$a I'opportunité au polypeptide naissant
de RepA qui émerge du ribosome la traduisant deis&ansitoirement a I'élément CIS, qui
en retour, dirige RepA vers l'ori. Ainsi, en fusiant des banques de peptides du c6té N-
terminal de la protéine RepA, un lien direct peaitfaire entre les peptides et la molécule
d’ADN qui les encode (Figure 14, G) [81].
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Stratégies basées sur I''VC

Ces stratégies sont généralement utilisées poerts#iner une activité enzymatique. Il existe
difféerentes méthodes qui vont différer dans la m@nidont 'ADN et la protéine sont
connectés a l'intérieur d’'une microgouttelette. @ethodes vont dépendre des conditions de
sélection ou criblage. Typiquement, I''VC va pertreetla traduction et transcription d’'une
protéine dans une microgouttellette. Il va alorags’ de capturer la protéine d’intérét
catalysant une réaction donnée, et la liaison geéattine devra étre maintenue de maniere
directe ou indirecte pendant tout le mode opértoir

Une gouttelette unique peut contenir un géne emntaal@e protéine qui agit sur un substrat
connecté ou identiqgue a ’ADN. Les émulsions sattudtes et le produit couplé a (identique
a) I'ADN encodant la protéine d’intérét va assuwer lien indirect entre la protéine et le
génotype (Figure 14, C-1) [75]. La capture spéuadigdu produit permet de récupérer
l'information génétique intéressante.

Si les gouttelettes sont utilisées dans une tetecgulure en une étape, les sélections
ultérieures sont limitées aux conditions imposéas IPVE. Si la synthése protéique est
découplée de la sélection, la gamme de conditiamgpauvoir varier. Dans ce cas, une
premiere émulsion va permettre I'lVE, cette émuisést détruite, et une deuxieme émulsion
est constituée pour I'étape de sélection ou crébldg point délicat est alors de garder la
protéine connectée a ’ADN apres I'lVE, dans desrogouttelettes. Trois approches ont été
mises en place. La premiére utilise un ADN biotnghcodant une protéine fusionnée a la
streptavidine (Figure 14, C-2). Durant I'lVE, lagpéine se connecte a ’ADN qui I'encode, la
destruction de cette émulsion pour les étapesedtds n'altere pas le lien entre le géne et sa
protéine. La deuxieme méthode repose sur la foomatiun lien covalent entre 'ADN et la
protéine en fusionnant 'ADN de la protéine di@erau gene codant pour I'’ADN
méthyltransférase Mladll, via un inhibiteur suicide de la Mdadlll placé du c6té 3’ de la
molécule d’ADN (Figure 14, C-3). Dans ce cas au&&mulsion peut étre détruite tout an
gardant le lien direct génotype-protéine. Enfinpglée systeme de "display” de microbilles,
’émulsion pour I'IVE contiendra tout le mélangeariscription traduction et des billes
recouvertes de streptavidine auxquelles I'ADN oigie va se lier. L'IVE est réalisée dans
des gouttelettes et un anticorps biotinylé retiargrotéine sur la méme bille via un tag ayant
de I'affinité pour I'anticorps (Figure 14, C-4) [B2.émulsion peut alors étre détruite, le lien

géene protéine étant assuré via la bille.
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Criblage et sélections

Les expériences d’évolution dirigée s’effectuemégalement a partir de grandes collections
de variants d'une protéine ou d'un peptide. Afirsdler et d’identifier/caractériser le
peptide/la protéine d’intérét, des méthodes decséte ou de criblage qui dépendent du
systeme de lien génotype-protéine créé vont éiliséats. Alors qu’'une méthode de criblage
nécessite I'analyse de chacun des clones ou gedesduels, une méthode de sélection va
permettre d’isoler les clones d’intérét parmi urolpentier de variants, sans devoir tous les
analyser. Malgré cette difference d’approche, céthades suivent des principes similaires.
Le premier est qu’il est nécessaire dans les lanide possible de sélectionner/cribler
directement pour la propriété d’intérét, I'adagel’dgolution dirigée étant : "on obtient ce
pour quoi on seélectionne” ("You get what you select) [83]. Ainsi, dans I'évolution de
catalyseurs enzymatiques par exemple, le substiatétre identique ou le plus proche
possible du substrat cible, et le produit doit pou\etre détecté sous des conditions de
multiples "turnovers" afin d’assurer la sélectiom lsbns catalyseurs. Deuxiemement, le test
doit étre assez sensible. Les premiers tours di@eol demandent d’isoler tous les variants
améliorés, y compris ceux qui ne montrent qu’uneélamration quelques fois supérieure a
celle de la protéine sauvage. Les tours les plasn@ds se feront dans des conditions plus
strictes afin d’assurer l'isolement des meilleueriants. Enfin, la procédure doit étre si
possible applicable & un grand nombre de mutartts {113° variants), on parle alors de
systeme "High Throughput" (HT). Cependant, alorse ps méthodes de création de diversité
sont devenues communes, les méthodes de criblagie aélection doivent souvent étre

ajustées pour chaque propriété recherchée.

Criblage

Les méthodes couramment utilisées a des fins bkage sont I'utilisation de tests mettant en
jeu des substrats fluorogéniques ou chromogénicugs boites de Pétri, plagues de
microtitrage, puces ou en cytométrie de flux agmeau FACS (Fluorescence Activated Cell
Sorting) [84-86]. En I'absence de tels substraltsest possible de suivre une activité
enzymatique par des tests radiométriques, lesitdstide type kinase par exemple sont
facilement suivies en utilisant de I'ATP radioactependant, pour les applications qui
demandent une caractérisation du substrat, desnitees analytiques classiques de
chromatographie en phase gazeuse, spectrométmmske ou RMN (Résonance Magnétique
Nucléaire) pourront étre utilisées. De maniere phoaphistiquée, des techniques de

chromatographie en phase liquide et spectromégiendsse (LC/MS) sont développées en
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format HT [84]. Le choix de la technique utiliséépeéndra de l'activité a cribler mais aussi
des limites de temps pour analyser une collectmmdtants. Dans une gamme limite dé 10
a 10 mutants par exemple, le matériel et temps recuiis |e criblage en utilisant différentes

méthodes sont les suivants :

Nombre de varianty No de plaques 96 No de plaques 384  No de boites de Heures de tri au
criblé puits puits Petri® FACS
10° 104 26 50 0,001
10° 1042 260 500 0,01
10° 10417 2 604 5 000 0,1
10’ 104 167 26 042 50 000 1

& Estimé pour une densité de 200 colonies par bdiies Nombre. Informations tirées de [87].

Ainsi, la méthode la plus classique d’étalementlmites de Pétri va étre limitée au criblage
de 1d-10° colonies, et par la sensibilité du test. De mémnmoins d'étre automatisées, les
méthodes utilisant des plagues de microtitrage estassociées a de 'immunodétection vont
étre généralement limitées autour dé dériants. Enfin, méme si les technologies HT basée
sur la robotique pour l'analyse de microplaguesdeupuces vont permettre d’étendre la
gamme de variants criblés, elle dépasse raremefit cldhes pour le criblage de

biocatalyseurs, et les chercheurs se tournent ute g plus vers les techniques utilisant la

cytométrie de flux associée au FACS, qui permetierttribler 18 variants en 1 heure.

Sélection

Des méthodes de sélection ne sont pas limitéesap@ille de la collection et vont d’'une
maniere générale permettre I'analyse simultanée dlus grand nombre de variants que les
méthodes classiques de criblage (hors FACS). Lekadés de sélectian vivo d’étalement
de bactéries vont étre limitées car elles reposent’existence d’'un avantage sélectif donné
par la protéine d'intérét. De plus, les conditiohs sélection vont étre restreintes aux
conditions de croissance du microorganisme utilfséssi, des protéines toxiques pour le
microorganisme ne pourront pas étre testées [8ibfsiAles chercheurs ont développé des
meéthodes de sélectiom vitro basées sur les liens gene-protéine décrits cudedses
avantages potentiels de ces techniques sont gpkisigrandes collections vont pouvoir étre
analysées, moins de biais d0 a I'expression cékukest introduit, et pour certaines d’entre
elles, 'absence d’'une étape de transformation f@uonstruction de la banque va permettre
la création de plus grandes collections de variaktsfin, les méthodes de criblage
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automatisées nécessitent un matériel colteux alaes les techniques de sélection ne
requierent généralement pas de matériel particullection/Criblage pour activité
catalytique.

D’une maniére générale, des sélectimngitro vont étre appropriées pour isoler des protéines
ayant des propriétés de liaison a un ligand pditicwou pour améliorer des propriétés
protéiques telle leur stabilité [88]. Dans ce cadieephage display ou 'TARNm display ont
notamment prouvé leur efficacité pour sélectiondes anticorps [89]. Pour isoler une
enzyme sur base de son activité catalytique, desanés de sélectian vivo ou de criblage

in vitro vont étre utilisées, ceci reste cependant uneetatifficile et les améliorations

catalytiques apportées restent souvent limitées.

In vivo

Le criblage sur boites de Pétri utilisant des sabsichromogéniques ou fluorogéniques, les
sélections sur boite contenant des concentrationgsantes en antibiotiques et des
expériences de complémentations avec des bacttredrophes ont permis d’isoler dans de
nombreux cas des variants intéressants d’enzym@ks (Sependant, toutes les activités
enzymatiques ne peuvent pas étre couplées a untagearsélectif ou des substrats
chromogéniques/fluorogéniques ne sont pas toujalisponibles ou enfin, les tests
enzymatiques ne sont pas assez sensibles.

Une méthode appelée complémentation chimique anm@eat été développée, permettant de
détecter une activité enzymatique via un gene nappo Le produit de catalyse de I'enzyme
est lié a la transcription d’'un géne essentiel wasysteme de levure triple hybride. Le
substrat de I'enzyme agit comme inducteur de laédsation pour la reconstruction des
domaines de liaison a 'ADN et d’activation de tartscription d’un facteur de transcription
artificiel. La réaction enzymatique qui peut-étieydirolyse ou de synthése peut ainsi résulter
en l'activation ou la répression d’un géne rappgressentiel ou toxique [91]. Ce systéme, est
cependant contrélé par un lien chimique entre dmtkes molécules ligand pour lequel une
chimie plutdét complexe est requise. Un autre groapiEveloppé une technique plus simple,
basée sur le méme type de schéma. Van SinteFiak ont développé des méthodes ou le
produit de catalyse peut se lier a une protéineaquavers la formation de ce complexe va
pouvoir constituer un activateur de transcriptionipun gene rapporteur ou de sélection [92].
De cette maniere, des protéines ne comportant pasathcteristique phénotypique leur

permettant d’étre sélectionnées ou criblées, vamivpir I'étre par l'intermédiaire du
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rapporteur. Cependant, ces techniques ne résgbaentes problemes liés a I'expression de

protéines toxiques, et la taille de la banque pougae analysée est limitée.

In vitro

Des méthodes de liaison gene-protéine citées sudeseules les techniques de phage display
et les techniques associées a la cytométrie dedluxu FACS, comme I'lVC ont permis
d’isoler des variants d’enzymes pour leur activité.

Le phage display est une des premieres technigqueisro ayant permis de sélectionner de
meilleurs catalyseurs enzymatiques. Il existe déthades de sélection directes qui utilisent
les substrats et des méthodes de sélection inelregqphi utilisent des inhibiteurs ou des
analogues d’état de transition (TSA pour Transit@ate Analog) [93]. Dans tous les cas, ce
type de sélection passe par une étape de captues phages présentant I'activité recherchée
sont ou deviennent capables de se lier a une meléarticuliére. lls peuvent ainsi étre
capturés spécifiguement sur un support ou cette&cutd particuliere est immobilisée, puis
élués et amplifiés par infection bactérienne paurez dans un nouveau tour de sélection
(Figure 19, A).

Des méthodes de sélections indirectes vont utitiesr TSAs qui miment la géométrie et la
distribution de charge des états de transitioncd’gue le pouvoir catalytique des enzymes
peut étre défini comme une affinité pour un étatrdesition, les sélections pour une liaison a
un TSA devraient mener a la sélection de catalgsé€ues sélections pour liaison a des TSAs
ont cependant donné des résultats plutdt mitigéslagts la plupart des cas, I'enzyme
sélectionnée a une meilleure affinité pour le TS&gWactivité spécifique est diminuée. Bien
que certains anticorps catalytiques aient pu &hecsonnés de cette maniere, I'activité est
généralement bien plus faible que celle d'une emzgaturelle [93].

Des inhibiteurs suicides qui bloquent irréversitdamune enzyme en utilisant le mécanisme
catalytique peuvent aussi étre utilisés lors decs@ns indirectes. L'incubation d’une banque
de variants de Ig-lactamase sur phage mutée dans une boucle prackiedactif, avec le
substrat naturel de I'enzyme, bloquant les enzyimastives puis avec un inhibiteur suicide
biotinylé, a permis la capture des phages-enzymyast gardé une certaine activité [94]. Une
des limites de cette méthode est que son succendéte la vitesse de marquage avec
l'inhibiteur et de la vitesse de turnover du suditstDe plus, il n'existe pas d'inhibiteurs
suicides pour toutes les classes d’enzymes.

Des sélections directes peuvent se faire si letiaibsst accroché au phage et que la réaction

produit un élément capable d’étre capturé séletigrd. Cette stratégie a été appliquée a une
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Figure 19 : Phage display. A. Sélection type d’eneyme présentée en surface de phages. Le podiadep
enzymes réagit avec le substrat biotinylé (1),Hage enzyme marqué est capturé par des billeswextes de
streptavidine (2), des lavages permettent d’élimiee phages non liés ou liés non spécifiquemenphage
capturé est élué par rupture du lien entre le satbst la biotine ou la plll et 'enzyme (3), legge d'intérét est
amplifié et peut entrer dans un nouveau tour dectéh ou étre caractérisé (4). B. Sélection pativite
catalytique intraphage. Les phage-enzymes actdgiséent avec le substrat qui leur est lié poumdomn
produit (1), seul le produit de réaction du sulisttadu phage-enzyme peut subir une modificatiomiciue (2)
cette modification chimigue permet au phage d'éagturé sur un support (3).
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sélection modele de phages présentant une adégyldtese. La conversion enzymatique de
'ATP couplé chimiguement au phage en AMPc a pernaisélection des phages enzymes
actifs en utilisant des anticorps anti-AMPc, effacteur d’enrichissement de 70 fois a pu étre
observé [95]. On peut aussi coupler orthogonalenestréactions de I'enzyme avec son
substrat et la réaction chimique menant au marqdagghage par le substrat ou le produit
(Figure 19, B). La technique du phage display auétisée plusieurs fois pour I'évolution de
spécificité d’ADN polymérases [96]. La sélectiondhus récente consiste en I'attachement
covalent du substrat (une amorce ADN) aux protéthemanteau via une longe flexible. Les
variants sont sélectionnés sur base de leur caépagipolymériser 'amorce liée, d’abord en
incorporant les nucléotides cible (dans ce casd&methylribonucleosides), et finalement,
un nucléotide biotinylé permettant la capture duageh sur des billes recouvertes de
streptavidine [97]. Cependant, dans ces transfaomatintraphage, un seul événement
catalytique va conduire a la sélection du phageetezymes ayant une trés faible activité vont
donc aussi étre sélectionnées.

Une stratégie de sélection appelée élution catpigtipeut étre appliquée pour des enzymes
dont I'activité catalytique dépend de la liaisonracofacteur. Aprés expression de la protéine
en surface du phage, le cofacteur (un ion métallipar exemple) est enlevé, et les phages
catalytiguement inactifs sont capturés a I'aidenddubstrat immobilisé. Le cofacteur est alors
ajouté et les phages présentant une enzyme acinteébiés par conversion du substrat en
produit pour lequel I'enzyme présente une moindfieigé. Cette méthode a été appliquée a
la sélection d’'une métallgHactamase permettant d’augmenter I'activité dedaque de 60
fois pour un substrat particulier aprés deux talgrsélection [98].

Enfin, une sélection directe basée sur le cyclalgi@que complet de I'hydrolyse d’'un
monoester phosphate a récemment été montrée [9)s Re systéme, des anticorps
catalytiques capables d’hydrolyser un aryl phosphant été identifiés. Le produit
d’hydrolyse se réarrange spontanément en quinorleiseéqui en retour, réagit avec les
résidus nucléophiles dans ou proches du site dtifatalyseur, capturant ainsi la particule
phagique. Malgré l'identification d’anticorps avece activité phosphatase, celle-ci reste bien
inférieure a une activité phosphatase naturellec awge différence d’activité catalytique
supérieure a 6.0Bien que le phage display reste la méthode la ppmmune pour les
sélectionsin vitro, I'émergence de techniques de criblage par FAG®renis d'isoler des
enzymes actives.

Le développement de protéines fluorescentes conam@HP (Green Fluorescent Protein)

comme protéines rapporteurs de I'expression de,ggrdes criblages par FACS de cellules
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entieres ont fourni de nouvelles méthodes pouruiei sl’activités enzymatiques [100].
Cependant, cette technique est applicable seulesnémtsubstrat est capable de traverser la
membrane bactérienne. La présentation de protéimesurface de cellules peut permettre la
sélection d’enzymes, mais ce type de sélectiofiraigé et des exemples de réussite avec ce
type de méthode sont rares. Varadaragamal. ont mis au point un systeme de criblage de
variants d’une protéase exprimée en surface deleellL utilisation de substrats fluorescents
de différentes couleurs qui marquent la surfacdadbactérie apres clivage par I'enzyme
permet de cribler I'activité et la spécificité enzgtiques en fonction de profil de fluorescence
exposé par chaque cellule [101]. Bien que ces tgukn et celle du phage display requierent
une étape de criblage ou de sélectionitro, I'expression de la protéine passe par une étape
in vivo, et ces méthodes vont étre limitées si la protaéiapalyser est toxique.

L’'IVC a émergé comme étant une technique altereativbuste pour la sélection ou le
criblage de fonctions catalytiques, en contourtemproblemes d’expression des variants liés
a leur toxicité et ne requérant pas de substraispliiles. Cette technique, associée a
l'utilisation de substrats fluorogéniques et du FFAGannonce trés prometteuse. A partir
d’'une banque présentée sur billes (Figure 14, @G4jfiths & Tawfik ont pu identifier des
variants fonctionnels d’une phosphotriestérase JPLE k. de la PTE pour I'hydrolyse du
paraoxon est 2280wt le k./Ky de 6.23.10M™.s* est proche de la vitesse de diffusion de
petites molécules. Malgré une catalyse déja trésae€é, un mutant sélectionné a wa ke
1.43.16 s?, soit 63 fois plus rapide que la PTE sauvage,nek/Ky de 1.83.1d M.t
[102]. Pour arriver a cela, une émulsion est crdg&es un premier temps pour permettre
I'expressionin vitro des variants de I'enzyme. Les microbilles présenta géne et son
produit d’expression sont recompartimentaliséess dan deuxieme temps pour la sélection
avec un substrat fluorogénique biotinylé. Le prodei catalyse se lie par affinité sur les billes
recouvertes de streptavidine et les billes flueetes sont alors triées par FACS ou
sélectionnées par purification d’affinité avec mieorps anti-produit. Cette technique permet
de discriminer les enzymes sur base de l'efficacd@alytique, le nombre de turnovers étant
proportionnel a la fluorescence émise par une.bille

Une adaptation récente de I''VC avec la formatian dbubles émulsions a permis de
sélectionner une enzyme Ebg ayant acquis une técjfvgalactosidase. Alors que les
émulsions simples eau dans huile ne peuvent passétrmises directement au FACS et
gu’'une étape de rupture de I'émulsion et séledtierilles ou de ’ADN est requise (Figure
14, C), les doubles émulsions (eau dans huile dan} permettent la sélection directe au

FACS avec un substrat fluorogénique de I'enzynestet [103].

60



Il existe un large éventail d’outils pour I'ingéni des protéines, de la construction de
banques aux méthodes de sélection ou de criblaggyrélles récentes avancées, aussi bien
pour la mise en place de stratégies pour créeredegmes sur mesure et des méthodes
permettant d’identifier des variants sur base ddtiphes turnovers, la génération d’une

enzyme artificielle aussi active qu'une enzyme redkel n'a pas encore été réalisée. Dans
I'objectif ambitieux d’arriver a un tel résultatpms avons choisi de travailler sur le modele de

I'évolution des PBPs et dgslactamases.
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Les DD-peptidases et les (B-lactamases

La famille des protéines a sérine reconnaissant piesicillines ou PREs ("Penicillin
Recognizing Enzymes") est une grande famille gqgiae un grand nombre d’enzymes avec
des activités différentes. Parmi elles, on retrodes activités de typg-lactamase, DD-
peptidase, LD-endopeptidase [104], endopeptidas&téiospécifique [105], D-amidase
[106], D-estérase [107], D-aminopeptidase [108]detrégulation de I'expression df@s
lactamases [109]. Alors que pour certaines de ctbgtés, le lien avec les PREs est ponctuel
car ces protéines ont été relativement récemmeonbudértes, les familles d’enzymes
comprenant des activités DD-peptidasespdactamases sont les principales et ont été
largement étudiées depuis plus de 50 ans. Darespagtiie, nous étudierons plus en détails les
connaissances accumulées sur ces deux classeyrdes)zet les évidences d’'une origine

ancestrale commune.

Les DD-peptidases

Les D-alanyl-D-alanine peptidases ou DD-peptidases des enzymes pour la plupart liées a
la membrane, impliquées dans la synthése et ledelage du peptidoglycane. Elles sont
aussi appelées PBPs pour "Penicillin Binding Pnstea cause de leur capacité a former des

complexes covalents stables avec les antibiotidaggpe pénicilline.

Le peptidoglycane

Le peptidoglycane est une structure macromoléaulaomposée de chaines linéaires de
glycanes pontées entre elles par de courts peptidagoure la membrane cytoplasmique des
bactéries et est responsable de leur forme etutedsistance mécanique aux différences de
pression osmotique.

De maniére plus détaillée, 'ossature du peptidoahe est composée d’'unités répétées du
disaccharide N-acétylglucosamine (NAG)-acide-N-gdo@tiramique (NAM) liees erf-1,4,
avec un pentapeptide lié a la portion D-lactyl tiaque NAM. Ces liens pentapeptidiques
participent a des réactions de pontage interghgaoetant ainsi le polymeére de la paroi
bactérienne. De maniére générale, chez les baxt@riam, le pentapeptide est composé de
L-Ala-D-y-Glu-L-Lys-D-Ala-D-Ala, et chez les bactéries Grana L-Lysine est remplacée

par un acidenésediaminopiméliquerif-DAP) (Figure 20). La principale réaction de pomtag
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se fait entre la D-Alanine en position 4 d’une cleaile glycane et le résidu en position 3 de la

chaine voisine, (pontage-3).
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Figure 20 : Structure du peptidoglycane. A. Strietprimaire non pontée. B. Représentation schématity
polymeére. Les NAG sont représentées en rose, léd Bil\bleu et les D-Alanine en mauve.

Des variations vont exister dans la nature chimide® pontages (autres que la variation L-
Lys oum-DAP), et il existe un autre type de pontage en33faiblement représenté chez
coli mais qui peut se retrouver dans des proportion8:3- 3 de 2:1 chez certaines bactéries
[110, 111]. De nombreuses études ont visé a étudietructure du peptidoglycane, ces
recherches sont revues par GoffifGhuysen pour les bactéries Grflrhil]. a récemment été
suggéré que la structure tridimensionnelle de @ig@glycane adopte une conformation en
hélice droite correspondant a trois paires de NAGVINoar tour d’hélice [112].

Bien que des zones d'ombres planent sur les méoasispermettant de générer la
morphologie des bactéries en rapport avec la sgathdu peptidoglycane [113], le

métabolisme de ce dernier est assez bien compuis ges bactéries GramommeE. coli
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[114, 115]. De maniére tres schématisée, un préagudisaccharidique pentapeptide prénylé
(lipide Il) est synthétisé dans le cytosol puisngféré du coté extérieur de la membrane
cytoplasmique ou il est pris en charge par la nrasie métabolique du périplasme pour sa
polymérisation. Le peptidoglycane est une structdyeamique qui est continuellement
remodelée au cours du cycle cellulaire sous lerélntégulé de deux machineries opposées
de synthése, a travers des activités transglycasypaur I'élongation et transpeptidase (ou
acyl transférase) pour la réticulation, et d'hygsel a travers des activités endopeptidase,
carboxypeptidase ou glycosydase. Ces réactions esomhajorité catalysées par les PBPs
[116].

Les PBPs

Les DD-peptidases ou PBPs catalysent principaleaestéactions de transpeptidation et de

carboxypeptidation (Figure 21).
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Figure 21 : Réactions catalysées par le domaindd3EDD-peptidases sur le pentapeptide du peptidagé; E-
OH : enzyme.

Carboxypeptidation

Toutes les DD-peptidases découvertes jusqu’a alifwirsont des enzymes comportant une
sérine au niveau du site actif, et leur machineatalytique implique des intermédiaires acyl-

enzymes. Elles sont divisées en deux classes,uteeshde bas poids moléculaire en fonction
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de la localisation de la sérine catalytique danstilacture primaire. Les PBPs de bas poids
moléculaire ou LMW (Low Molecular Weight) sont degntités catalytiques
monofonctionnelles et les PBPs de haut poids mta&ewu HMW (High Molecular Weight)
sont des protéines composées de deux domainedannaine de quelques centaines d’acides
aminés est fusionné du c6té N-terminal a un domdmeaeconnaissance des pénicillines
(domaine PB, pour "Penicillin Binding"). Des comg@apns de séquences des enzymes des
deux classes ont permis d’établir des sous-clabsagymes pour chacune des PBPs LMW et
HMW. Malgré des divergences de séquences parfaisdgs, trois motifs importants pour la
catalyse restent tres conservés chez les PBPs LivilAhs le module PB des PBPs HMW, ce
sont les motifs Ser-Xaa-Xaa-Lys, Ser/Tyr-Xaa-Asg@yLys/His-Thr/Ser-Gly (Table 2).

Motif 1 Motif 2 Motif 3
p-lactamases de classe A | 70 130 234
Ser*-Xaa-Xaa-Lys Ser-Asp-Asn Lys-Thr-Gly
Ser-Asp-Ser Lys-Ser-Gly
Ser-Asp-Gly Arg-Thr-Gly
Arg-Ser-Gly
p-lactamases de classe C | 64 150 314
Ser*-Xaa-Ser-Lys Tyr-Ala-Asn Lys-Thr-Gly
Tyr-Ser-Asn
B-lactamases de classe D | 70 144 214
Ser*-Xaa-Xaa-Lys Tyr-Gly-Asn Lys-Thr-Gly
DD-peptidases 62 159 298
Ser*-Xaa-Xaa-Lys Tyr-Xaa-Asn His-Thr-Gly
Ser-Xaa-Asn Lys-Thr-Gly
Ser-Xaa-Cys Lys-Ser-Gly

Table 2 : les trois motifs structurellement et fimenellement équivalents chez |@dactamases a sérine et les
DD-peptidases. La sérine catalytique est indiquee p

Les PBPs LMW

Sur bases de comparaison de séquences, les PBPs ddvit\subdivisées en trois sous-
classes, A, B, et C. Cette classe de PBPs est@gagec un peptide signal clivable. Toutes
les PBPs LMW sont exprimées sous forme de prot&oksles (PBP7 et PBP8 &e coli),
liées a la membrane par une extension C-termimé@isectement ancrée dans la membrane,
soit en interaction avec la surface membranairdP@®E, 6 et 6b d&. col)). Bien qu’elles
catalysent des réactions de transpeptidation, dpapl d’entre elles ne sont que des DD-
carboxypeptidases (PBP4 a PBP7) [117]. Pour testeactivités DD-peptidases, deux types
de substrats sont généralement utilisés, des satdbspeptidiques synthétiques simples
terminant par D-Ala-D-Ala et des thiolesters, desmples de données cinétiques obtenues

avec des substrats types sont donnés enTable 3.
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AcKAA S2d
Ac,KAA = Diacétyl-L-Lys-D-Ala-D-Ala Kol Ko Km (mM) /K Ko (MM)
S2d = Benzoyl-D-Ala-Thioglycolate (M1Ls? (M™s?
K15 peptidaseStreptomyces 50 6,2 75 15
R61 peptidageStreptomyces 4000 14 700 000 0,1
R39 peptidaseActinomadura 22 500 0,8 400 000 15
PBPs LMW | PBP3Neisseria gonorrhoede 29 000 19 ND ND
PBP4aBacillus subtili§ ND ND 61 000 0,38
PBPS5E. coli 10 400 14 ND ND
3% ND ND ND
PBP1Enterococcus hirde 0 0 1600 ND
PBP2bStreptococcus pneumonfae 0 0 300 ND
PBPs HMW | PBP2xStreptococcue pneumonfae 0 0 5000 5,6
PBP3Enterococcus hirde 0 0 3200 1,8
PBP3E. col’ 0 0 80 3

Table 3 : paramétres cinétiques d’hydrolyse destsails peptidique AKAA et thiolester S2d a 37°C. i, dans
tampon contenant 1,5 mM d’accepteur Gly-Gly. & tie [118], b, tiré de [119], c, tiré de [120]tidg¢ de [121],
e tiré de [122], f, tiré de [123]. ND : Non Détendi

Le mécanisme catalytique de ces enzymes se faleex étapes, une acylation suivie d’'une
désacylation. L’attague du carbonyle du pénultieDvdla des peptides par la sérine
catalytique méne a la formation d’'un intermédiaowzalent acyl-enzyme lié a la sérine par
une liaison ester. Parce que la liaison scisstla@glique, le groupe partant D-Ala ne fait pas
partie de l'acyl-enzyme et celui-ci a un temps digzation trés court dans le site actif.
L’efficacité avec laquelle les LMW PBPs réalisemtréaction de désacylation par I'’hydrolyse
ou la transpeptidation du carbonyle donneur dépeéadyaniere simplifiée de I'efficacité avec
laquelle I'eau, le groupe partant D-Ala et un pég@texogéne accepteur peuvent attaguer
'acyl-enzyme (Figure 21). Les parameétres cinétgaeec les différents substrats sont trés
variables d’'une PBP a l'autre, les PBPs les plisagfes a ce jour étant les DD-peptidases
R61 et R39. Toutes les bactéries possédent une losiers PBPs LMW. Bien
qu’'apparemment non essentielles pour la surviebdetgries, elles semblent impliquées dans

le maintien de leur morphologie [124].
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Les PBPs HMW

Les PBPs HMW de classe A et B possédent deux desdisionnés qui operent de maniére
concertée. Un domaine amino-terminal de plusie@rstaines d’acides aminés est lié au
domaine PB. Dans la plupart des PBPs HMW, le doen&B porte une extension C-
terminale d’'une centaine d’acides aminés. Ces PRt impliquées dans les phénomeénes
d’élongation de la paroi cellulaire, de septatioangant la division cellulaire et de
détermination de la forme des bactéries [125].

Ces protéines ne sont pas synthétisées avec uideegpgnal mais possedent une région
hydrophobe proche du cété N-terminal qui agit commesegment signal non clivé pour
transloquer la protéine dans le périplasme et atangrotéine dans la membrane plasmique.
Les PBPs HMW de classe A sont des enzymes bifonuites transglycosylase et
transpeptidase, les plus étudiées étant PBPla BtllPBle E. coli L'expression et la
purification de ces protéines tronquées ou nondgstile et leur activité sur les substrats
peptidigues synthétiques simples est indétectabddblé 3). Leur activité en présence de
précurseur du peptidoglycane a pu étre mise enego@ln vitro, le faible nombre de
turnovers observés suggere cependant que les iomsdite reflétent pas ce qu'il se passe
Vivo, ces enzymes faisant probablement partie de caplenzymatiques. Leur activité a pu
étre mesurée avec les substrats synthétiques eetltyplesters. Contrairement aux PBPs
LMW, ces enzymes sont essentielles pour la sussebdctéries [117].

Les PBPs HMW de classe B sont des entités monaofometlles qui possedent une activité
transpeptidase, I'activité de leur portion N-teraedenreste obscure. Elles sont représentées par
les PBP2 et 3 dE. coli, qui sont les plus étudiées. Ces PBPs, sont alissi essentielles et
font partie du complexe de division cellulaire.

Les PBPs HMW de class C constituent la classe dgssRBmprenant les protéines récepteurs
desp-lactames (comme BlaR1) impliquées dans l'inductienla synthése deg$lactamases

et ne présentent pas d’activité DD-peptidase aldakiérase [126].
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Les p-lactamases

Les PBPs sont des enzymes vulnérables car elléessentielles et exposées. En mimant la
portion D-alanine-D-alanyl du peptidoglycane, legit#otiques de types-lactames vont se
lier de maniére covalente aux PBPs et les inhileemdniére réversible mais durable [127].
Afin de contourner cette inhibition qui entrainentart cellulaire, les bactéries ont développé
divers mécanismes de résistance. L'émergencg-tletamases, des enzymes généralement
sécrétées dans le milieu extérieur par les bastdieni et dans le périplasme par les
bactéries Gramest un des mécanismes principaux utilisé pab&eséries pour se défendre
contre ces antibiotiques.

Origines des résistances bactériennes aux f-lactames

Les infections bactériennes ont toujours posé deegrproblemes de santé publique. Afin de
les combattre, il est nécessaire de développer atibiotiques qui vont empécher la
croissance bactérienne ou mener a leur lyse et eactciblant des éléments fonctionnels
absents chez les mammiferes. Ainsi, le peptidoglgc@nstituant la paroi bactérienne est une
cible de choix pour sa sélectivité. Les antibiotisjide types-lactames ont été découverts
officiellement en 1928 par A. Fleming sous la fordeepénicilline G ou benzylpénicilline, et
sont des inhibiteurs spécifiques des PBPs, en anliles DD-peptidases, l¢gslactames
bloquent les réctions de carboxypeptidation etosdirtde transpeptidation, générant un
peptidoglycane faiblement réticulé provoquant kelypactérienne. Ces antibiotiques ont donc
été largement développés depuis plus de 50 ansd&madiquer les infections de type
bactériennes. Cependant, la large utilisation deas#ibiotiques a mené a I'émergence de
phénomenes de résistance bactérienne. Parmi leanisdes de résistance générés par les
bactéries, on retrouve celui d’altération de lampEabilité des cellules pour empécher l'acces
de l'antibiotique a sa cible. Ceci se fait par leidde systemes de pompes d’efflux qui vont
généralement refouler une large gamme d’antibieggue systéme MexAB-OprM de.
aeruginosaest I'un des mieux étudiés [128]. Les bactérie® anssi se défendre contre fes
lactames par le biais de changements dans la elldanéme de I'antibiotique. Des PBPs
moins sensibles a ces molécules et appelées PBRbdeaffinité ont donc été générées. De
nombreuses études tendent a comprendre l'origineede PBPs résistantes, comme par
exemple l'apparition de PBPs mosaiques ou des RB&sdes mutations ponctuelles [129].
Enfin, le mécanisme de résistance le plus répande glus étudié est la destruction ou la

modification des antibiotiques avant qu’ils n'agieént leur cible par le biais d’enzymes
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appeléeg-lactamases. Ces enzymes conferent une résistar@ntbiotiques significative a
leur héte en hydrolysant la liaison amide du noydactame. La dissémination des genes des
p-lactamases a été grandement exacerbée par légration dans des éléments génétiques
mobiles comme des plasmides ou des transposorfadilitent le transfert génétique rapide
entre deux bactéries [130]. Afin de contrecarres ppénomenes de résistance, d’autres
antibiotiques dérivés de la pénicilline ou d’auteetibiotiques a noyagi-lactame tels les
céphalosporines, les carbapénémes, les monobac{&igase 22) ou encore des inhibiteurs
suicides deg-lactamases ont été développés. Cependant, leopgerhent de nouveaux
antibiotiques est rapidement contrecarré par I'appa de bactéries résistantes, par le biais

notamment d@g-lactamases a large spectre.
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Figure 22 : les différentes classes d'antibiotiqdesypes-lactame.
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Description du mécanisme

Les p-lactamases sont divisées en quatre classes A,d,0Csur base de leur similarité de
séquence. Alors que lgglactamases de classe A, C et D possédent une skms leur site
actif pour leur réaction de catalyse et cette séfait partie d’un des trois motifs hautement
conserveés (Table 2), Igslactamases de classe B sont des métallo-enzyetgggnant un ion
métallique, le zinc, dans le site actif. Ltactamases de classe A, C et D hydrolysenges
lactames selon un méme mécanisme réactionnel dismyldéacylation en trois étapes. La
premiéere étape est la formation réversible d’un mlewe non covalent entre I'enzyme et le
substrat ou complexe de Michaélis. La deuxiemeeéésp la transformation de ce complexe
non covalent en complexe covalent acyl-enzyme e¢ssite le passage par un intermédiaire
tétraédrique. Ces deux étapes constituent la phasgation du substrat qui est généralement
tres rapide et proche de la vitesse limite de giffa des petites molécules. Enfin, la troisieme
étape consiste en I'hydrolyse de I'acyl-enzymerhbé un antibiotique inactif et une enzyme
régénérée (Figure 23). Cette étape est égalementrapide chez leg-lactamases ce qui

explique I'impossibilité d’isoler le complexe coeat acyl-enzyme chez ces protéines.
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Figure 23 : mécanisme d’hydrolyse des pénicillipasless-lactamases a sérine.
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Mécanisme catalytique général

Bien que la fonction deg-lactamases a sérine et des PBPs (par le modulsd?Bjifférente

et qu’elles catalysent des réactions distinctéss €int en commun un méme substrat donneur
de carbonyle RCO-X-R; et la catalyse se fait par un double transferprgons similaire.
Pendant I'acylation, le protoyOH de la sérine catalytique est transféré au greapgant X-

R, avec I'attaque nucléophile concomitante du cartody donneur par leOactivé [131].
Dans I'étape de désacylation, le proton de I'ac@pfun groupement amine ou une molécule
d’eau) est arraché, l'accepteur activé attaqueakbanyle de I'acyl-enzyme, et le proton
arraché est rendu a KQde la sérine. Ce mécanisme catalytique a étéé&urrdidétails pour
ces familles d’enzymes permettant de définir ldesrile différents résidus du site actif.
Comme dans toutes les protéases a sérine, le regwnatalytique inclut un trou a oxyanion
défini par les groupements NH des chaines prinegpde la sérine catalytique et du résidu
suivant le motif 3 [132].

Ainsi, le site actif deg-lactamases de classe A, C et D se compose de afaembles
d’acides aminés importants pour la catalyse. Lenge composé d’'un minimum de cinq
acides aminés est I'ensemble catalytique, et comapieesérine catalytique, une base générale
pour la sérine, le trou a oxyanion (deux acidesnés)i et un site de reconnaissance
catalytique pour l'acide carboxylique. On s’attelnde que ces résidus soient invariables ou
trés largement conservés parmi les différentessetagdef-lactamases. Le second est
'ensemble de reconnaissance qui complémente wesds hydrophobe et hydrophile du
reste de la structure glactame. Ces acides aminés sont variables etceomtqui vont étre

mutés lorsque les bactéries sont soumises a desiqgue de sélection.

Les équations cinétiques de l'interaction PR#lactame

Le mécanisme en trois étapes décrit ci-dessusgpeuschématisé de la facon suivante :

k k k
= E.S—2>E-S*—3>E+P

E+S

Ky

ou k et k sont des constantes de premier ordre d’acylationdee désacylation,
respectivement. Les paramétres généralement étpdigs ce genre de modeéle sont les
parameéetres de Michaélis-Menten 4k K, et ka/Kn). Le ka aussi appelée constante
catalytique, est dans ce modele, fonction de tdaetesitesses de premier ordre et ne peut étre

attribué a un processus particulier, sauf si orn fate des simplifications (voir ci-dessous).
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Un deuxiéme paramétre de Michaélis-Menten imponpant I'étude du mécanisme est Ig,K
appelée la constante d’équilibre et qui équivalat @oncentration en substrat pour laquelle v
= Vmad2. Le troisieme parametre important pour I'étudendécanisme est la constante de
spécificité ou ki/Km. La valeur de k/K varie selon le substrat et son affinité pour
'enzyme, c’est pourquoi on I'appelle constantesgécificité et peut étre considéré comme un
indice de I'efficacité de la réaction de I'enzyni@é avec un substrat donné.

La vitesse d’apparition de P, v va pouvoir s’exmirde la maniére suivante :

( Kok ).[E]tot.[S]

V= k2 + ks
(] + ks k-1+k2
k2 + ks k1

ou [E]ot représente la concentration en enzyme totale dealztion et [S] la concentration en
substrat.
Cette vitesse est de la forme :

V= Keat.[ E]tot.[ S]

[S] + Km
On peut donc en tirer les valeurs dg &t K, :
= ko.ks ot Ko = ks k-1+k2
k2 + ks k2 +ks K+1
Des simplifications sont possibles, en particukek 1>>k; :
Keat = Kaks et Km=Ks. s avec Ks= m = E
k2 + ks k2 + ks [ES] k+1

ou Ks est la constante de dissociation du complex@ichaélis.

Dans le cas particulier ouk>k; et k>>ks, alors :

ks

keat=ks et Km= KS.k— (Km<<KS)
2

Nous nous retrouvons dans ce cadre dans le cassoBRPs vont réagir avec un substrat de

type pénicilline. Dans ce cas.#Knva étre égal akKs.

Si k1>>k, et lko<<ks, alors :
cat = K2 et Km=KS
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Dans ce travail, nous allons retrouver cette siagbour la réaction de la PBP étudiee (PBP-

A) avec des substrats de type thiolesters.

Enfin, si ki<<k,, alors :

ko.ks ot K ks (k—k1+k2j alors Kcat
+1

kcat = =
k2 + ks k2 + ks

=K+1

m

C’est généralement le cas pour felctamases, dont la valeur dg/Kn est proche de la

vitesse limite de diffusion des petites molécules.

Les différentes classes de B-lactamases

Lesp-lactamases de classe A

Dans ce travail, nous nous intéressons plus phétiement aux-lactamases de classe A qui
sont les plus répandues et les mieux étudiéesoritjgement, ces protéines étaient décrites
comme des "pénicillinases" pour leur meilleure cétpaa hydrolyser les pénicillines par
rapport aux céphalosporines. Il existe pour cesyrapg un consensus de numérotation
proposé par Ambler et que nous utiliserons pawite $133].

La premiere structure delactamase de classe A permettant de décrire t@dgie générale
de ces protéines est apparue en 1987 [134]. Dépsjune dizaine d’autres structures ont été
résolues et toutes présentent le méme reploiemdiménsionnel et la méme organisation du
site actif. Ces protéines sont toutes constituées domainea et d’'un domainex/3 avec le
site actif situé a linterface entre les deux dameai (Figure 24). Ce site actif comprend les
trois motifs conservés dans toutes ffelsictamases a sérine et une bou@earactéristique
desBlactamases de classe A (Table 2). Le premier élérs@gué sur une hélice du domaine
tout a contient le résidu sérine actif (Sg¢ret un tour d’hélice plus loin, une lysine (ky)s
dont la chaine latérale pointe dans le site ac&fdeuxiéme élément, une boucle dans le
domaine touta, consiste en la séquencgodN, les résidus 1 et 3 pointent dans le site actif.
Face a cette triade, le troisieme élément, situéisiorin B, forme le cété opposé de la cavité,
c’est la séquence X, TG. Les deux premiers résidus pointent dans leasitié, et la glycine,

un résidu ne comportant pas de chaine latéralestestement conservée. Un quatrieme
élément, comportant un résidu chargé négativen@htgs), et jouant un réle fonctionnel
important est une boucle de 16 ou 19 résidus 14Arg16:-ASp179) généralement appelé
boucle 2. Tous ces résidus forment avec des molécules deaservées un dense réseau de

liaisons hydrogene important pour la catalyse dédation [135].
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> Domaine o/f

N J

Figure 24 : structure 3-D de Jalactamase TEM-1. La sérine 70 catalytique estqnélé en jaune, les autres
résidus du site catalytique sont indiqués en fosg bring? sont couleur cyan et les hélicesouge.

Le glutamate 166 est un pivot dans la catalyse ponrdle clairement établi dans la réaction
de désacylation, et son rble qui reste encore plusnoins controversé dans la réaction
d’acylation. La situation critique du GWs a d’abord été pointée par les études
cristallographiques sur base de la structure grldmtamase PC1 dstaphylococcus aureus
[134], puis sur base d’étude du mutant inactifo)® de cette méme enzyme, dont la bou@le
déstabilisée ne permet plus l'orientation correieGlugs [136]. De maniere paralléle, des
expériences de mutagenése dirigée dudglont mis en évidence son importance dans la
catalyse aussi bien pour I'étape d’acylation queékacylation [137]. Les études successives
de structure et de mutants fidactamases ont permis de proposer un modele déaéau
une molécule d’eau conservée W1, qui forme un pali entre le groupement hydroxyle de
la Sekg et I'acide carboxylique du Gl servirait de relais pour le transfert de protoigiFe

25, A). L’'oxygéney activé de la Seg pourrait alors attaquer le carbonyle gactame sur la
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face a de la molécule et le proton serait transféré aota dup-lactame via un réseau de
liaisons hydrogéne impliquant les groupements andee résidus Lyg et Ly$ass une
seconde molécule d’eau W2 et I’hydroxyle de la 3@rdui agit comme le dernier donneur de
proton. L’hydrolyse de I'acyl-enzyme se ferait al@elon un mécanisme symétrique ou le
Gluyes active la molécule d’eau hydrolytique W1 pour qtter le carbonyle de I'acyl-enzyme
et rendre un proton a la $Sgrmenant a la régénération de I'enzyme libre [18%pendant,
I'étude d’Adachi et al.du mutant kN de lag-lactamase TEM-1 montre que contrairement a
la désacylation qui est tres perturbée la vitesseythtion est diminuée mais I'enzyme est
toujours capable d’acyler la péniciline [139]. lide cristallographique de ce mutant a mené
a la proposition que le résidu impliqué dans l'atigh est la Lys et le mécanisme global
d’hydrolyse serait asymétrique [140]. Dans ce mistae, le site actif de I'enzyme
complexée au substrat fournirait un environnemectllpermettant de diminuer le pKa de la
lysine qui serait alors déprotonée a pH neutrppatrait jouer le réle de base pour activer la

Sekq (Figure 25, B).
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Figure 25: mécanismes possibles pour la formatienl'intermédiaire tétraédrique dans I'acylations g
lactamases de classe A. Le rble de base génétadeimsorté par le Glgs (A) ou la Lyss (B). Dans les deux
cas, la rupture de l'intermédiaire tétraédriquelique le transfert d'un proton de la base a I'aziigs-lactame
(fleches en pointillés) par un chemin ou I'hydraxyle la Segg est le dernier accepteur/donneur. Pour plus de
clarté, les éléments intermédiaires du transfegrdn ne sont pas indiqués (W2, i)k
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Alors que ces deux hypotheses s’affrontent, cetitité est maintenue par des études de
titrage RMN de la lysine qui prouvent que ce résdtiprotoné a pH 7, mais en absence de
substrat [141] et d’autres qui montrent que le miu@wsAsn de la TEM-1 voit sa constante
d’acylation diminuée seulement d’environ 190 fdisr& que la constante de désacylation est
diminuée d’'un facteur proche de 31042]. Ces derniers résultats suggérent qu'il exist
mécanisme alternatif a l'acylation catalysée parGleiss. De récentes études silico
suggerent que les deux voies catalytiques peuverdadité coexister [143].

Les résidus cités ci-dessus sont impliqués direetérdans la catalyse, les résidus des trois
motifs ont successivement été mutés afin de détemreur réle [144]. Le motif SXXK
discuté précédemment est directement impliqué tamsitalyse. Le motif SDN semblerait
jouer un role structural pour le maintien de largétrie du site actif. Outre son role dans la
catalyse pour le transfert du proton dans la réadafiacylation, la Sego fait aussi partie du
réseau de liaisons hydrogéne impliqué dans laolaigu ligand en maintenant I'acide
carboxylique des pénicillines. Le résidu Agpsemble jouer un réle pour la stabilité de la
protéine, et I'’Asnig, contribue au bon positionnement du substrat parliaison hydrogene
formée avec le carbonyle de la chaine latérale ad@énicilline. Enfin, le motif KTG
comprend la Lys,, impliquée dans la liaison au substrat et quiiksabl’acide carboxylique

de l'intermédiaire tétraédrique. Sur base de lactiire du site actif, le résidu 235 qui porte un
groupement hydroxyle semble étre impliqué dansidesdn au substrat. Cependant, des
mutants de ce résidu n‘ont pu montrer clairement gdle. Enfin, la glycine 236 est
strictement conservée car elle est nécessairegawder intacte la géométrie du site actif. Les
azotes de la chaine principale de la;$Set du résidu en position 237 (souvent une alanine)
forment le trou a oxyanion et vont stabiliser 'géne du carbonyle de la pénicilline.

D’autres résidus ne faisant pas partie des matifiservés semblent importants pour la liaison
au substrat, le maintien de la géométrie du siti€ aci sont indirectement impliqués dans la
catalyse [135, 144]. Ces résidus ne seront passrewudétails car certains ne sont pas
conservés dans toutes |@dactamases de classe A, mais quelques exemplésisonés.
L’Arg .44 est trouvée chez environ 75 % dgdactamases de classe A. Son groupe
guanidinium pointant dans le site actif serait iioypé dans la stabilisation du substrat [145].
Certains résidus de la boudlgsont eux aussi importants pour la spécificité uesgat [146].

Le résidu 170 est une asparagine trés conservée beucle 2 qui en créant une liaison
hydrogene avec la molécule d’eau catalytique, @ten role pour son bon positionnement et
donc est importante pour la catalyse [147]. Legddusssitués en aval du motif KTG et les

résidus 104 et 105 portés par une boucle prochstéeuwactif, semblent eux aussi impliqués
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dans la spécificité de substrat [148-150]. La niéact’hydrolyse deg-lactames par les-
lactamases de classe A est ainsi un processus @oenglii met en jeu de nombreux résidus,

afin de réaliser une catalyse ajustée et attemmamiveau d’efficacité proche de la perfection.

Lesp-lactamases de classe C

Les p-lactamases de classes C étaient originellemerdlégep "céphalosporinases” pour leur
capacité a mieux hydrolyser les céphalosporineesFlartagent avec lgslactamases de
classe A un mécanisme similaire pour I'hydrolyse @dactames. Cependant, il existe des
différences au niveau du mécanisme et des résmptiqués dans la désacylation. La
molécule d’eau hydrolytique va, dans ces deux elad&®nzymes, attaquer I'acyl-enzyme par
une face différente, par la faégour les classes C et par la faggour les classes A. De plus,
le mécanisme responsable de I'activation de la coddéd’eau hydrolytique est différent. On
a longtemps pensé que la Tgyr selon un processus assisté par 'amine de l'asylime, et
selon un rble similaire a celui de I'His des prets a sérine, possedait cette fonction.
Cependant, des études récentes montrent que psyHl@llant jusqu’a 11, cette tyrosine
reste neutre et sa mutation en phénylalanine réafias 'activité de I'enzyme, suggérant que
la Tyrs0 Ne participe pas directement a la désacylatiot-flI%3]. Il a été proposé que I'azote
du noyau thiazoline (aprés ouverture @gdactame) est idéalement positionné pour
promouvoir I'addition de la molécule d’eau hydradyte a I'acyl-enzyme et accomplir la
désacylation. Ceci serait un exemple de catalysistae par le substrat [154]. Enfin, une
étude théorique suggere que la ifysous forme déprotonée pourrait étre stabilisée tan
site actif par les chaines latérales des Lys &8t remettant en jeu le role de la jgydans

la désacylation [155]. Le résidu impliqué dans Ecamisme d’acylation est lui aussi sujet a
controverse [156], une étude récente montre qu'sdimit supportée par un meécanisme
similaire a celui des PBPs, a savoir par l'interraid de la Lys;[157].

La structure tridimensionnelle de ces protéinesgmte une grande similarité avec celle des
p-lactamases de classe A. La superpositiorp-tiectamases de classe A et C révele une
disposition similaire de nombreux résidus du sitiif.aChez less-lactamases de classe C, les
résidus Seu, Lyss7, LySsis et Tynso correspondent respectivement aux résidugoSeys;s,

Lysy34 €t Sersp desp-lactamases de classe A [158].
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Lesp-lactamases de classe D

Cette classe dg¢-lactamases était a l'origine appelée "oxacillisdsen référence a leur
meilleur substrat, les oxacillines. Dans ces enzyrfigctivation de la sérine pour la catalyse
se fait par I'intermédiaire du résidu équivalelad ys;s, carboxylée par I'addition de G@
'amine de la chaine latérale. L'acide carbamigésultant est ionisé pour donner un groupe
fonctionnel carabamate en contact par liaison tgéhe avec la sérine catalytique [159].

Le reploiement tridimensionnel dgdactamases de classe D est lui aussi similaiedLa des

p-lactamases de classe A [160].

Les métallop-lactamases de classe B

Ces enzymes sont des protéines de petite tailfggemant un motiésfa avec un sandwich
central et deux hélices de chaque co6té. Ce motif, probablement né d'umé&wéent de
duplication est aussi trouvé dans d’autres typesaymes, les glyoxalases, et chez certaines
flavoenzymes. Ce motif contient un site de liaisominséque aux ions métalliques et est
localisé sur le bord du sandwigh Chez legs-lactamases de classe B, ce site est occupé par
un ion zinc divalent, maintenu dans une structéteaédrique par trois histidines et une
molécule d’eau [161]. Il existe un consensus skdqnoel la molécule d’eau ligand duZrest

le nucléophile qui va permettre I'ouverture du eygllactame par un mécanisme similaire a
celui des métalloprotéases a zinc, mais il n’expsie de preuves directes établissant ce role.
L’existence d’'un deuxieme site de liaison a unnoétallique a été montrée dans toutessles
lactamases de classe B, leurs role respectifsldamagalyse n'a pas encore été expliqué [162].
Cette classe d’enzymes présente un réel dangeardé publique car elles sont de plus en
plus nombreuses et possedent un large spectrevit@acComme leur mécanisme catalytique
est complétement différent de celui des autressetasde B-lactamases, notamment,
'intermédiaire covalent acyl-enzyme n’est pas uscldans le mécanisme, une stratégie

complétement différente pour leur inhibition egjuise.
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Figure 26 : structure des différentes classes depBdidases ef-lactamases ayant évolué a partir d’'une PBP
ancestrale. Le domaine tawest indiqué en rose, le domaim® est indiqué en cyan et les connections entre les
deux domaines sont indiquées en marron. La seataytique est représentée en jaune et les matifservés

en vert. Les régions ne faisant pas partie du i@plent type (insertions ou domaines supplémenjagest
représentées en gris. Pour fdlactamases de classe B, les atomes de zinc sugsentés en jaune.
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Liens de parenté entre PBPs et B-lactamases

Il est largement accepté que les PBPs eBllestamases ont évolué de maniere divergente a
partir d'un méme ancétre commun qui serait une BBéestrale. Dans ce paragraphe, nous
verrons sur quelles caractéristigues communes BEs Bt deg*lactamases cette hypothése
est basée, les différentes étapes hypothétiques pyamener d’'une PBP a updactamase,

et enfin, les tentatives d’évolution d’'une PBP/&lactamase réalisées a ce jour.

Bases de la phylogénie entre les PBPs et les B-lactamases

Bien que leg*lactamases a sérine et les DD-peptidases forneent milles d’enzymes, les
liens phylogénétiques a l'intérieur méme de cescdamilles sont difficiles a établir sur base
de leurs séquences qui ont grandement divergé etintdarité est faible. Ainsi, une
classification a l'intérieur de ces familles va wéqr aussi bien des alignements de structure
primaire que des similarités de structure tertjailes conservations d’éléments fonctionnels
au sein de ces structures (les trois motifs décritdessus), et aussi des conservations de
fonctions et de profils de substrats [117, 163].

Alors gu’a I'intérieur de ces familles d’enzymebldmologie entre les différentes classes est
indétectable, on peut imaginer qu’'entre deux fawill’enzymes, le degré de conservation
entre classes au niveau des séquences va étrdabigsvoire plus. C’est en effet le cas, et il
est difficile d’'inférer un lien de parenté entres |&lactamases et les PBPs sur base de
comparaisons de séquences. Néanmoins, pour lésetlifés classes de ces deux enzymes, un
lien de parenté pourrait étre révélé par la corsem de la structure tridimensionnelle et des
trois motifs fonctionnels. Cette structure consereét celle décrite pour Igslactamases de
classe A (Figure 26). La deuxieme caractéristiqnpoirtante pour assurer d’'une évolution
divergente de ces deux familles d’enzymes estiaewation d’'une méme stratégie pour leur
mécanisme catalytique, impliguant une sérine. Des,ple mécanisme par lequel les DD-
peptidases sont inhibées par Ifdactames suit le méme schéma d’hydrolyse de ces
antibiotiques par leg*lactamases (Figure 23), la différence se situamsdl’étape de
désacylation qui est lente chez les DD-peptidasée® rapide chez leglactamases (Table
4). De cette maniere, un@lactamase issue d’'une PBP qui soumise a une poession de
sélection, aurait acquis la capacité d’hydrolyses JFlactames. Selon un schéma
généralement accepté, une PBP ancestrale auraiigdiypour donner différentes classes de
PBPs ayant elles aussi divergé de maniere pargiiéledonner des PBPs et geélactamases

apparentées.
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Classe de PRP Protéine 2IKS ou kafKm k30U kat (S7)
(Mt.sh
StreptomyceR61° 1,3.1¢2 1,4.10%
ActinomaduraR39 3.10 3.10°
Streptomyce&15° 150 1,1.1¢
PBP4S. aureu$ 2.10 1,2.10°
PBPs LMW PBP5B. subtili§ 1,2.1C (4°C) 6.10°
PBP4B. licheniformi$§ 80 <6.1C0
PBP6E. colf’ 175 2,3.10
PBP5E. col? 1,21.1d 3,3.10°
PBP4 E. cofi 7.1C 1,8.10°
PBP3E. colf 300 1,8.10
PBP2E. colf 130 1,4.1°
PBPs HMW PBP1bE. colf 200 3.1C
PBP2xS. pneumonide 1,41.16 2,3.10°
BlaR B. licheniformi$§ 8,7.16 1,4.10°
B. licheniformis| 2,9.10 2,2.10
Blactamases de Classe A TEM-1E. coli 8,4.1d 1,6.1¢
S. aureus 1.10 400
[lactamases de Classe B B. cereus Il 4,5.10 680
Blactamases de Classe € P99E. cloacae 3,5.10 15
[lactamases de Classe D OXA-10 5.10 109

Table 4 : parameétres cinétiques de I'hydrolyseaednicilline G par des PBPs et gétactamases. Pour les
PBPs les paramétregKs et k sont donnés a 25°C (a) ou 37°C pour les autréss de[120], c tirés de [118], d
tiré de [164], pour BlaR, I'acylation est donnée kaK' [165]. Pour lesBlactamases, les parameétreg/K, et
Kkear SONt donnés a 30°C [166], pour OXA-10, la réactiaté faite en présence de NaHTT®9].

Ceci est supporté par exemple, par des similad&séquence faibles mais significatives
entre la PBP LMW de classe B R61 8&eptomycest la flactamase de classe C de
Citrobacter freundij entre la PBP LMW de classe A 8&reptomyce&15 et laf-lactamase
de classe A d8. aureuou de maniére plus affirmée entre le domaine PB &8P HMW de
classe C BlaR dB. licheniformiset laf-lactamase de classe D Oxa-2 [117]. Selon ce schéma
évolutif, chaque classe gg&lactamase serait phylogénétiquement liée a ureselde PBPs.
Les cas ou les alignements deux a deux entre dés PBdeg*lactamases se font facilement

sont rares et des alignements multiples entre &%t deg?lactamases sont difficiles a
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réaliser, voire impossibles, a moins de fixer legtifa consensus conservés. Malgré ces
difficultés, un alignement multiple a été réalis& Massova& Mobashery, donnant une vue

possible de la phylogénie entre PBPgctamases dans la Figure 27 [126].

class D (-lactamases

b high Mw class C PBPs

low Mw class A PBPs

high Mw class A PBPs

high Mw class B PBPs

Primordial PBP — class A P-lactamases

low Mw class C PBPs

= class C f-lactamases

— low Mw class B PBPs

( class B f-lactamases )

Figure 27 : schéma simplifié de l'alignement muéiipde séquences réalisé par Massévaviobashery
Reproduit de [126].

Le premier point de diversification pour Igbactamases va donner lieu d’'une part #hHx
lactamases a sérine et d’autre part aux métalastamases. La divergence est grande entre
elles, une duplication du domain& d’'une PBP ancestrale ayant peut-étre évolué esys |
lactamases de classe B avec une structure tridioreredle tres différente de celle des autres
[Flactamases (Figure 26). Cependant, la relatiohogéyique de cette classe d’enzyme avec
les glyoxalases en fait probablement un cas d'éwwiiconvergente de la fonction, sans lien
phylogénétique avec les autres classeg-tdetamases. Un deuxiéme point de diversification
aurait donné naissance aux branches menanfactamases de classe C d'un cbté etBux
lactamases de classe D et A de l'autre. Cette hggeta été récemment supportée par une
étude phylogénique dg$lactamases a sérine en fonction de leur structoostrant que les
[lactamases de classe A et D sont voisines, aggélectamases de classe C divergeant les
premieres [167]. Enfin les attributions de liendrerclasses de PBPs et fldactamases
semblent concordantes avec les structures obseeve&sgure 26, et ce schéma reflete un
chemin d’évolution possible pour ces familles dgnes. Cependant, alors que dans ce
schéma, les PBPs les plus proches fsctamases de classe A seraient les PBPs LMW de
classe C (comprenant certaines PBP4), il a récem@ténsuggéré que ce¢slactamases

auraient directement évolué a partir d'une PBPywbe tPBP5, appartenant a la classe des
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PBPs LMW de classe A. La PBP3’coli présente une des vitesses de désacylation les plus
élevées parmi les PBPs et la seule grande différstrticturale avec leg-lactamases de
classe A se situe au niveau de la bouzlglus courte, et dont la séquence et la conformatio
sont différentes [168]. Ainsi, méme si l'allure géale du schéma évolutif proposé par
Massova& Mobashery semble correspondre a la réalité, lagioéca certains branchements

parait faible, et des comparaisons de structurasesg nécessaires pour affiner ce schéma.

Comment une PBP a pu devenir une [(lactamase ?

Pour qu’'une PBP évolue efflactamase, elle a du acquérir la capacité de ysatalla
désacylation des acyl-enymes formés avec fdactames. Cette capacité a hydrolyser
rapidement leg-lactames est apparue par des mécanismes diffé&enant la classe dé&
lactamases considérée. Lgsactamases de classe A utilisent un résidu nubiéopgitué sur
une boucle oméga optimisée alors que chezflextamases de classe C, la catalyse est
assurée par la Tyr du deuxieme motif ou est asspé le substrat. Ceci est une illustration
du phénomeéne de plasticité des sites actifs acquasaluplication et divergence, explicité
dans la partie concernant I'évolution naturelle piegéines (voir page 15).

A c6té de l'acquisition de I'étape hydrolytiques J8lactamases naissantes ont du se distancer
des réactions catalysées par les PBPs parentes’éfie plus efficaces dans leur nouvelle
fonction. Ainsi, des éléments structuraux défawasrides interactions avec le peptidoglycane
ont pu étre incorporées dans les séquenceg-timtamases. Ces enzymes ont ainsi perdu la
capacité de se lier au peptidoglycane [169], aetsetlatalysent difficilement des réactions
d’hydrolyse de petits peptides [170]. L'importanda groupement méthyle de lavant-
derniere D-alanine pour I'évolution des PBPs/elactamases a en particulier été mise en
évidence. Structurellement, cela se traduit parésence d'une poche hydrophobe présente
chez les PBPs afin d’accepter ce groupement mé&hybsente chez lg&lactamases [171,
172].

Les Blactamases ont alors pu, par I'acquisition de tria fixées par pression de sélection,
optimiser leur nouvelle fonction, atteignant poartaines un niveau de perfection catalytique
[126].
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Evolution d’une PBP en B-lactamase

Les Blactamases de classe B sont une clasggldetamases particuliere puisque ce sont des
métallo-enzymes, et elles seraient phylogénétignertiées a des enzymes de fonctions
différentes comme des glyoxalases. Par une steatéjncorporation et ajustement
d’éléments fonctionnels en conjonction avec dedlétron dirigée expliquée plus haut (page
30), Parket al. ont pu introduire une activitg-lactamase dans une structure de glyoxalase.
Bien que I'enzyme générée ait up:K 50 fois plus faible que |&lactamase sauvage modele
(IMP-1) et que l'efficacité catalytique soit 3 @¥rdres de grandeur plus faible, cette enzyme a
pu conférer un certain niveau de résistance aftdacémein vivo a la bactérie héte [54].

D’une maniere différente, deux groupes ont tragasllir les relations existant entre une PBP
HMW de classe B, la PBP2x & pneumonigeet lesflactamases de classe A. En se basant
sur les structures tridimensionnelles des deuxstygienzymes et en particulier des acides
aminés présents au niveau du site a@tesnelet al. ont tenté d’augmenter la vitesse de
désacylation de la PBP2x. Pour cela, la;B®ui occupe spatialement une position similaire
au Glues a été remplacée par divers résidus, incluant adésixlus comportant des acides
carboxyliques sur leur chaine latérale, Asp et GRivariant contenant un acide aspartique
désacyle 110 fois plus rapidement que I'enzyme agena pH 8. Cependant, la vitesse de
désacylation de la TEM-1 reste 21is plus élevée que celle du mutant Asp. Ainsi, s
'absence de la boucl&? et la présence de la RBhea la place du Glys expliquent
certainement pourquoi la PBP2x n’est pas (actamase, il existe d’autres mutations dans
la séquence qui doivent moduler la vitesse de gégam de la protéine [164].

Segovia & Peimberbnt créé une banque combinatoire de PBP2x, c’@kteaune banque
composée de variant aléatoires de 10 acides anmipéisiués dans le mécanisme catalytique
de I'enzyme ou dans la spécificité de substrats,Pla région codant pour le domaine
transpeptidase a été amplifiee par PCR mutagénéjsaermettant de créer des mutations de
maniere aléatoire. Il a ainsi été possible de neontiue seulement 3 mutations sont
nécessaires pour augmenter le niveau de résistataecéfotaxime de 10 fois. Aussi, le
produit de purification d’'un des mutants a unesstede désacylation 2Lébis supérieure &
celle de 'enzyme sauvage. Cependant, on n'ariva gn k. de 10° s* avec la céfotaxime,

et ce mutant ne confére pas de résistame@/o a I'ampicilline ce qui peut s’expliquer par un
kot de seulement 5,22.2G?, enfin I'efficacité de I'enzyme pour ce substrat dix fois plus

faible qu'avec la céfotaxime. Le mutant généré ndmnc pas ungs-lactamase et encore
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moins uneflactamase de classe A dont les meilleurs substecatisdes pénicillines, mais un
intermédiaire possible dans I'évolution des PBPg-actamases.

Ces expériences prouvent la difficulté d’évoluee BBP er3lactamase, en particulier, si le
substrat choisi est une pénicilline, 'adaptatiansite actif des PBPs a ces types de substrats
semblant requérir de plus grands changements que adapter aux substrats de type
céphalosporines. De nombreux essais ont probabtetsBoué car un tour de mutagenese ne
permet pas de réaliser des sélectiongvo qui requiérent une activité minimale de I'enzyme

évoluée 104 16 fois plus élevée qu'une PBP.
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Objectifs et Stratégie
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Objectifs

Le processus de sélection naturelle d’'une prot@eenet I'évolution progressive de ses
propriétés (stabilité, reconnaissance moléculdireet/ou de son activité enzymatique.
L’ingénierie de la reconnaissance moléculaire estle@maine dans lequel les chercheurs ont
énormément progressé, en particulier avec l'ingénides anticorps. Le premier anticorps
thérapeutique a été approuvé en 1986 par la "FaddDaug Administration” (FDA) pour
traiter les rejets de greffe. Depuis lors, I'ingdie des anticorps a évolué de maniere
spectaculaire pour fournir des traitements thérigees de plus en plus adaptés, en
particulier en diminuant les réactions immunitaiggnérées contre ces anticorps, en les
"humanisant" [173, 174].

Aux antipodes des avancées de l'ingénierie de tmnmaissance moléculaire, se situe
'ingénierie de la catalyse, qui, malgré des régslponctuels encourageants (voir chapitre
"Ingénierie des protéines . Approches stratégigeesapplications” page 25), reste tres
difficile a réaliser. Deux raisons sont probablemarl’origine de ces échecs. D'une part,
méme si les mécanismes catalytiques sont génénaleznenus, ils comportent souvent des
intermédiaires d’états de transition dont la stsdiilon demande une certaine dynamique du
site actif, liée a la dynamique de toute la praéi@ette dynamique est mal comprise et donc
difficile a recréer de maniére artificielle. D'a@tpart, I'évolution d’activités enzymatiques
nécessite, comme vu au point "Criblage et sélestigmage 54, des méthodes de sélection ou
de criblage robustes qui nous font défaut.

Les objectifs de cette thése entrent dans le cdelténgénierie d’activités enzymatiques. En
prenant comme systéme modele celui des DD-peptdeseess-lactamases, nous allons
tenter de créem vitro, une activité¢S-lactamases a partir d'une DD-peptidase. Malgré le
grand nombre d’études structurales et meécanistigieeggine de la grande différence de
vitesse de désacylation entre ces deux enzymes passcomprise. Plusieurs tentatives de
transformation d'une PBP efFlactamase par mutagenése aléatoire et séleatiorivo
(résistance aux pénicillines) ont échoué, y comgaiss notre laboratoire. Les raisons de ces
échecs sont doubles. D’'une part, avec moins de 2@’iéentité de sequence, les DD-
peptidases utilisées pour ces tentatives sontéiignées deg-lactamases. D’autre part,
I'activité minimale nécessaire pour permettre ué@ecionin vivo est trés élevée. En effet,
pour obtenir une résistance a I'ampicilline, laesge de désacylation d’'une DD-peptidase

naturelle devrait augmenter d’au moins quatre ardeegrandeur, ce qui est tres peu probable
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apres seulement un tour de mutagenese aléatomsi, Ad sélection d’activités enzymatiques
faibles, est probablement un passage obligé sidarhaite créer des activités catalytiqdes
novo. La sélection de telles activités enzymatiquesaesiellement tres difficile et demande
I'élaboration de nouvelles stratégies. Notre olfjextit de simuler I'évolution naturelle en
cherchant a contourner les difficultés mentionngedessus, inhérentes a I'ingénierie de la
catalyse.

Stratégie

Il était prévu initialement d’explorer les possitdéis d’évolution génétique avec une DD-
peptidase modele, la PBP4Edcherichia coli plus proche deg-lactamases de classe A.
Avant de commencer la recherche avec la PBP4, aowuss décidé de réévaluer le choix de
cette seconde enzyme modéle en examinant lesatssidtents des séquengages de génomes
divers dans l'espoir de trouver une DD-peptidasaetda séquence était un peu moins
éloignée de celle deglactamases de classe A que la PBP4. Les alignsndenséquences
entre celle-ci et leg*lactamases restent tres difficiles. La présencéraie courts motifs
conserveés (SXXK, SDN et KS/TG) et la similitude ldestructure tridimensionnelle sont les
principaux témoins de la relation phylogénétique.

De cette maniére, nous avons identifié, dans desmeés de cyanobactéries récemment
séquences, des génes encodant des protéines ancomdme deg-lactamases de classe A
sur base des similarités de séquence. Les sequimoes protéines possedent les trois motifs
mentionnés ci-dessus. Cependant, de maniére sarpegites protéines présentent une région
d’environ 15 acides aminés qui est trés mal aligné ceg>lactamases. Dans la structure,
cette région correspond a la boufedes Slactamases qui porte le glutamate essentiel a la
catalyse et plus particulierement a I'étape de ddation. Ce glutamate est absent dans les
protéines identifiées et de plus, leur bou@est plus courte de six résidus. Ces observations
suggerent que ces protéines ne sont pag?destamases mais des PBPs et que cette famille
de PBPs est phylogénétiguement la plus proche eoarae jour deg-lactamases de classe
A.

Notre objectif, a ce stade, a été d'identifierdadtion de ces protéines et d’en faire évoluer
une vers l'activitéF-lactamase. Afin de caractériser ces fonctionss thoix de protéines ont
été envisageés. Des résultats préliminaires montraatla protéine d&éhermosynechococcus
elongatusest une PBP trés stable et donc avec un potemntmltif probablement grand
[175], nous ont encouragé a poursuivre la caraaton plus détaillée de cette enzyme. Dans

un deuxiéme temps, nous nous sommes concentrd®wolution de cette protéine e+
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lactamase. Pour cela, nous avons d’abord consigerépproche dirigée en mutant quelques
résidus du site actif, nous permettant de défing arientation possible pour I'évolution de
cette enzyme. La mutation d'un résidu permet d'aemper d'un facteur 90 lactivité
d’hydrolyse de I'acyl-enzyme, cette mutation poiircionc servir de base pour I'évolution
dirigée de la protéine eftlactamase.

En paralléle, des essais de cristallisation derdééme (C. Evrard et J. P. Declercq) ont éte
fructueux. Contrairement a nos attentes, I'anafiyse=de la structure aussi bien de la protéine
sauvage que mutante sous leur forme d’apo-enzymexylées avec un substrat pénicilline
ne nous a pas permis de cibler une zone de laipeatétionnellement susceptible de diriger
l'activité de I'enzyme vers une activité de tyféactamase.

Ainsi, deux approches d’évolution dirigée ont étisagées. La premiere consiste en la
construction d’'une banque de mutants par PCR muédgginte sur le gene de la protéine
mutante. La deuxiéme consiste a insérer une baatkegénérée plus longue de 6 acides
aminés dans la protéine sauvage. La premiére bgmmurea nous apporter des informations
sur les résidus situés ou non dans le site astjprtants pour la catalyse de la réaction. La
deuxieme banque répondra a la question : « estreme boucle2 complete est nécessaire
pour atteindre une activité de typdactamase ? ». Pour la construction de ces bangaas
avons choisi de travailler avec un vecteur de pimegemide qui restreint le nombre de copies
de la protéine de fusion présentées en surfacehdgepet permet de limiter d’éventuels
problemes de toxicité de la protéine. Le systemageimide utilisé nous permettra aussi
facilement de passer d'un systeme d’expression wface de phages a un systeme
d’expression ou surexpression de la protéine naiofimée a la plll dans le périplasme,
suivant la souche bactérienne utilisée. De cetteigna, la stratégie de sélection d’enzymes
actives passe dans un premier temps par une médlecsdectionn vivo. L'acquisition d’une
activité suffisante par les enzymes pour étre sélarees in vivo risque cependant d’étre
difficile. En effet, ceci demanderait d’augmentectivité catalytigue de I'enzyme d’environ
un facteur 1000, qui est possible mais peu probablen tour de mutagenése. C’est pourquoi
nous pensons utiliser I'alternative de sélectioas '[phage display”. Le développement de
nouvelles méthodes de sélection in vitro devaitnatire de sélectionner dans une collection
de mutants ceux qui ont acquis une acti@@ctamase méme relativement faible, autrement
dit des mutants qui forment des acyl-enzymes duydsolysent plus vite. Au départ, nous
disposions de techniques développées dans notoratabe et basées sur la capture
d’enzymes actives par des substrats suicides piésn94, 164, 176]. Nous envisagions
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d’utiliser une méthode développée en paralléleateerprojet par F. Chang-Pi-Hin et visant a
améliorer ces techniques et éventuellement de ojgvet des techniques alternatives plus
performantes. Dans le cas ou le développement sléechniques ne serait pas satisfaisant,
nous envisagions de développer une stratégie enaapes ou des enzymes ayant acquis une
meilleure capacité a se lier aux pénicillines ssrasélectionnées par "phage display" via
I'utilisation de substrats biotinylés, dans un deme temps, la deuxieme partie de la réaction

serait améliorée par un deuxiéme tour de mutagenese
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