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DEFINITION ET IMPORTANCE DES

PROCEDES ENZYMATIQUES D’ACYLATION DE FLAVONOIDES

FLAVONOIDE
DONNEUR D’ACYLE
ENZYME
SOLVANT

v

— ®@ 66|60 © e
@ @ g@ z ® Z®
® © ¢ ®©
© De nombreuses activités @ Peu solubles et stables " H’?@E%g
biologiques bénéfiques. dans des milieux divers. o %00’
En fonction du nombre et de Difficulté d’incorporation
la disposition des OH libres. dans des formulations. FLAVONOIDE ACYLE
DE MANIERE
(Di Carlo et al., 1999 ; Harvsteen, 2002 ; Boudet, 2007) REGIOSELECTIVE




DEFINITION ET IMPORTANCE DES

PROCEDES ENZYMATIQUES D’ACYLATION DE FLAVONOIDES

l Donneur I FLAVONOIDE
DONNEUR D’ACYLE
ENZYME
SOLVANT

v

© Dérivés acylés : plus — —

HO—

stables et solubles dans | e cole o ®
des formulations a i 5% ®
\ ®le®e®
caractere hydrophobe. © o d°e®
© =lis el
La plupart des OH restent o © 0%°
intacts, conservant les

propriétés biologiques. v

(R = chaine acyle) FLAVONOIDE ACYLE
DE MANIERE

(Chebil et al., 2006 ; Villneuve, 2007) REGIOSELECTIVE




ACETYLATION DES FLAVONOIDES
GLYCOSILES RUTINE ET ISOQUERCITRINE

HO ‘ | OH on Acétate
HO 5 OH de vinyle

OH O 0 —

Ha,cﬁ\oj CALB
HO
HO

(Danielli et al., 1997 ; Ardhaoui et al., 2004,
Mellou et al., 2006 ; Katsoura et al., 2006)

ISOQUERCITRINE OH
Ac étate
L2 OH on de vinyle
—
O o ALB
OH C

(Ishiara et al., 2003 ; Chebil et al., 2007)

CALB = Lipase B de Candida antarctica




ACETYLATION DU FLAVONOIDE
AGLYCONE QUERCETINE

PAS DE PRODUIT DETECTE

(Ardhaoui et al., 2004 ; Chebil et al., 2007)

QUERCETINE

Acétate
de vinyle

4'-OH

PCL

(Chebil et al., 2007)

CALB = Lipase B de Candida antarctica / PCL = Lipase de Pseudomonas cepacia




LES LIPASES (EC 3.1.1.3)

/B-hydrolases (30-60 kDa)

Lipase B de Candida antarctica
ID PDB : 1LBS
(Uppenberg et al., 1994)

Lipase de Pseudomonas cepacia

ID PDB : 3LIP

(Kim et al., 1997)

TOx2

—OH

Trou
oxyanionique

Triade catalytique __“NE
Ser...His...Asp/Glu _
Asp ! Glu




LES LIPASES - CALB

/B-hydrolase

Lipase B de Candida antarctica
ID PDB : 1LBS
(Uppenberg et al., 1994)

Lipase de Pseudomonas cepacia
ID PDB : 3LIP
(Kim et al., 1997)

Alaz86 Alaz81

b

NH HO Leu285 Alazg2

o Leuldd
ok A vvl‘e'““ AN Q‘
Asp187 Val154 Leul4d Val149

o Largeur max. : 10 A
« Profondeur max. : 12 A

Résidus



LES LIPASES - PCL

/B-hydrolase

Lipase B de Candida antarctica
ID PDB : 1LBS
(Uppenberg et al., 1994)

Lipase de Pseudomonas cepacia
ID PDB : 3LIP
(Kim et al., 1997)

e Largeur max. : 17
« Profondeur max. : 10 A

Phe52 Serl17 Thr251
Phe119
Val123
.l.su164 a V/\ . /\V
Leuls7 Pro113 Val266 | o248
N
Val267
I
GIing8 |-NH
ovor B
His286 w3
Val26
Asp264 &
Leu2? Phe146
Leu?87 116290 Leu293
- @) N
Tyr23 GIn292
Résidus

et aromatiques



MECANISME CLASSIQUE DES LIPASES

& : Donneur d acyle ---------------------- ;\:i:‘r.» ....i
RJI\ ,--R:k (51 SER /N—§§

A 0 \ R, H
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Flavonoide
acylé
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o
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BASES MOLECULAIRES DE LA REGIOSELECTIVITE

ET DE LA SPECIFICITE DES BIOPROCEDES

FLAVONOIDE
DONNEUR D’ACYLE
ENZYME
SOLVANT

INTERACTIONS LIPASE-SUBSTRATS-MILIEU

v

O
- Ao
OH

v

FLAVONOIDE ACYLE
DE MANIERE \/
REGIOSELECTIVE

—OH
] /
© @g © ®®®//
© @@@z®®
© ® g o
@Wﬁ@ —
o @m@@®© .

CHOIX RATIONNEL DES BIOCATALYSEURS NATURELS

DESIGN RATIONNEL DE MUTANTS




MODELISATION MOLECULAIRE

STRUCTURES DES PROTEINES PHYSICO-CHIMIE ET CHIMIE THEORIQUE
ET DES LIGANDS
a Vtotal = f (R’ H’ ¢ ’ rij)
Hstj\o _CH=CH,
OH
—OH
HO—
OH
Mécanique moléculaire | " | COMPRENDRE, AU NIVEAU
Dynamique moléculaire | MOLECULAIRE, LES MODES
D’INTERACTION

Calculs quantiques  —JN /N PROTEINE-LIGAND
Simulations de Docking



Exemple 1 : INHIBITION D’UNE PROTEINE PAR UN FLAVONOIDE

INHIBITION DE LA PROTEINE ARGININE-KINASE
DES INSECTES PAR LE FLAVONOIDE RUTINE

1 -
| PHEZIO=

sl |iaisons h)'/xd-rogéne

Proposition d’un mode

d’association favorable via des
simulations de DOCKING

(Wu et al., 2009)



Exemple 2 : BIOCONVERSION ENZYMATIQUE D’UN FLAVONOIDE

OXYGENOLYSE DU FLAVONOIDE QUERCETINE PAR
L’ENZYME 2,3-QUERCETINE-DIOXYGENASE

=== | iaisons hydrogéne
===l Interactions hydrophobes

Evaluation des interactions et de Caractérisation électronique des
la stabilité du complexe enzyme- états stationaires et de transition

flavonoide via des simulations de via des simulations de
DYNAMIQUE MOLECULAIRE CHIMIE QUANTIQUE

(Fiorucci et al., 2006 et 2007) (Antonczak et al., 2009)



Exemple 3 : PROPRIETES DE SELECTIVITE DES LIPASES

ENANTIOSELECTIVITE / REGIOSELECTIVITE / SPECIFITE / « PROMISCUITE »
(PROJET DE REVUE : De oliveira et al., Process Biochemistry)

DISCRIMINATION DES STEREOISOMERES
cis- ET trans- DE LA 5-VALEROLACTONE
(3-HL) PAR LA LIPASE B DE CANDIDA
ANTARCTICA (CALB)

RESOLUTION DES ENATIOMERES (R)-
ET (S)-2-BROMOPHENYLACETATE
D’ETYLE PAR LA LIPASE DE
YARROWIA LIPOLYTICA (YLL)

_’f.-/ Ser162
s . e

-~ Jf:h
S (favorable)

é ﬁlspza{]_

\ e
Val232 b el °
'_..". l|'
- |
o St

= Ser162

o

a0 I'—. -
. - ||
Hisz8 \

(fe. R (défavorable)

=B WS ARSI 'GHER et S

du trou oxyanionigue
(Bordes et al., 2009)

(Veld et al., 2009)




OBJECTIFS GENERAUX

Potentiel de la modélisation moléculaire
Connaissance expérimentale de la régiosélectivité

Disponibilité des structures 3D des lipases

v

APPLIQUER DIFFERENTES APPROCHES DE SIMULATION MOLECULAIRE
POUR MIEUX COMPRENDRE COMMENT LES STRUCTURES DES FLAVONOIDES
ET DES LIPASES INFLUENCENT LA SELECTIVITE DANS LA REACTION
D’ACETYLATION DE CES COMPOSES, CATALYSEE PAR CES ENZYMES.
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METHODOLOGIE

LIPASES

CALB - ID PDB : 1LBS (Mackay et al., 1990)
(Uppenberg et al., 1994)
PCL - ID PDB : 3LIP
(Kim et al., 1994)
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METHODOLOGIE

LIPASES

(Botta et al., 2002 ;
Palocci et al. 2007)
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METHODOLOGIE

LIPASES

Structure des

99

FLAYONOIDES

Quercétine



METHODOLOGIE

LIPASES

Structure des

99

FLAYOIOIDES
I

LigandFit
(Venkatachalam et al. 2003)

Consensus score
(Feher, 2006)
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PROBLEMATIQUE 1 : REGIOSELECTIVITE DU PROCEDE

Comment les modes d’interaction enzyme-substrats influencent-ils la
regioselectivité observee lors de [’acetylation des flavonoides glycosyleés
isoquercitrine et rutine, catalysée par la lipase B de Candida antarctica (CALB) ?

Acétate
de vinyle
Lyl OH CALB
ISOQUERCITRINE

OH
HO 0 ‘ on Acétate HO on
OH . OH
‘ | HO de vinyle ‘ | HO
o OH = OH
0 0
OH O

0 —

OH O
$\j AL N/ 2
RUTINE HO
2 on (Y or~f




METHODOLOGIE

Structuredela | | Constructiondes | | Procédure de
CALB sur la PDB boites d’eau relaxation
Structure des Construction de
flavonoides ’acétyle-CALB
I I
v

Docking : obtention
de 50 complexes ES

!

Scoring : classement
des complexes ES

v

Superposition des
complexes ES

Analyse des
complexes



CRITIERES A SATISFAIRE POUR QU’UN COMPLEXE SOIT

CONSIDERE COMME POTENTIELLEMENT PRODUCTIFE

v CcH, (1) 0
O, 2 3 0("‘:1&“
o '-._"II :‘
‘Es H— X i (S)r ‘R\@&"&
Asp187T o . o &
):/ (2) 'y

His224

-OH
HO= | - Flavonoide docké
OH dans la cavité de

[’acetyl-CALB

(1) Liaisons H entre ACE et les résidus Thr40 et GIln106 (Vallikivi et al., 2005)
(2) Transfert de proton : —OH du flavonoide = His224:N¢ (< 4 A) (Palocci et al., 2007)
(3) Attaque nucléophile : —O- du flavonoide > Ace:C (< 4 A) (Palocci et al., 2007)



ISOQUERCITRINE /' CALB - COMPLEXES RETENUS

(I2)

(T1) (I3)

G1lnlo6

o \ 1 » 3
ce:
is224:Ne
Asp}-\

« Acétate - 3 liaisons H v e Acétate - 1 liaison H ¥ « Acétate - 2 liaisons H v
e 6’’-OH : e« 7-OH : e 6’’-OH :

« Ace:C-3,5AV « Ace:C-5,2A % « Ace:C-4,2 A

e His224:Ne - 4,0A v « His224:Ne - 7,1 A e His224:Ng - 5,9 A %

PRODUCTIF v NON PRODUCTIF % NON PRODUCTIF %



RUTINE /' CALB - COMPLEXES RETENUS

R (R2) \ (R3)

Valldg Ser105

His224:Ns

—

H15224§
Asp187; ¥

- Acétate - 3 liaisons H v . Acétate - 1 liaison H ¥ - Acétate - 3 liaisons H v
«4’-0H : e« 4’"-0OH : « 4’-0H :
e Ace:C-2,9AV « Ace:C-4,1A « Ace:C-3,7A
 His224:Ne - 3.9 A v/ « His224:Ng - 7,8 A % « His224:Ng - 9,4 A %

v

PRODUCTIF v NON PRODUCTIF % NON PRODUCTIF %

v

v



COMPLEXES PRODUCTIFS

ISOQUERCITRINE / CALB

PARTIE GLYCOSIDIQUE
| PARERSLERONDUE
RUTINE / CALB A ANIRKBROPHYENEREE
(HYDRGPHOBE)

Thr40
GInl06

Serl0s Valld®

His224:Ne

His224 :

HYDROPHOBICITE
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ABSESTRACT

The reginselective behaviour of the Candida antarctica lipase B (CALE) towards two flavonoid glycosides,
rutin and isoquercitrin, in the acetylation reaction was investigated through molecular modelling. A pro-
tocol constituted by a Monte Carlo-based docking procedure and classical force fields calculations was
applied to find probable binding modes of the substrates inside the catalytic cavity and optimize the cor
responding complexes. The analysis of these complexes allowed identifying productive ones (that means,
those able to lead to the formation of the ester product) according to three parameters: (1) protein dis-
tortion; {2) stability of hydrogen bond interactions with the oxyanion hole residues; (3) localization of
hydrooyl groups with regard to the region comprised between the catalytic histidine and serine residues.
Results showed that the aglycon part of both rutin and isoquercitrin was localized at the entrance of
the binding pocket, stabilized by hydrogen bond and hydrophobic interactions. The sugar part of the
flavonnids was placed close to the pocket bottom. In particular, only the primary 6"-0H of the isoquercitrin
glucose and the secondary 4™-0H of the rutin rhamnose were expected to be acetylated, as they were the
only ones to stabilize simultaneously near to the catalytic histidine and the acetate bound to the catalytic
zerine. These findings are in accordance with experimental data and give a suitable explanation, at an
atomic level, of the regioselectivity of CALR in the flavonoid glycosides acetylation

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.




STABILITE DES COMPLEXES IDENTIFIES COMME PRODUCTIFS

Les complexes identifies comme productifs lors de [’analyse des résultats de
docking présentent-ils une configuration stable au cours du temps ?

(...)
y

Scoring : classement
des complexes ES

v

Superposition des
complexes ES

v

Analyse des
complexes

DYNAMIQUE Complexes

MOLECULAIRE « productifs »



DYNAMIQUE MOLECULAIRE SUR LES COMPLEXES PRODUCTIFS

MOLECULES D’EAU
« Couche de 5 A (1442 molécules)

e Conserver le milieu

« Alléger les calculs

PARAMETRES

e Champ de forces CHARMm
«Temps de trajectoire : 2 ns

« T=300K

e Intégrateur : Verlet-Leapfrof
« Cut-off : 12 A (sphérique)
 Pas d’intégration (At) : 1 fs




DYNAMIQUE MOLECULAIRE
ISOQUERCITRINE / CALB

Oxygene de
["acetate (Ace:0)
correctement
oriente vers les
résidus du trou
oxyanionique
(Thr40 et GIn106)

HYDROXYLE
Isoquercitrine e His224:: = 4,6 A (s;=0,15 A)
O or « Ace:C =42 A (sy=0,23 A)
OH oy

HO 9]
|
(0]
(- RIS TAL

OH O OH

Partie aglycone
stabilisée a
[’entree deila
cavite : liaisons H
et interactions
hydrophoebes

Val149; lle189)




Oxygene de
["acetate (Ace:0)
correctement
oriente vers les
résidus du trou
oxyanionique
(Thr40 et GIn106)

DYNAMIQUE MOLECULAIRE

o His224 - ecartement vers le coeur de [’enzyme
e His224:): = 5,9 A (s, = 0,38 A)

o Ace:

/ CALB

HYDROXYLE

~ 42 R (sy= 0,29 )

Partie aglycone
stabilisée a
[’entree deila
cavite : liaisons H
et interactions
hydrophoebes
(Val149; Leu278)




PROBLEMATIQUE 1 : REGIOSELECTIVITE DU PROCEDE

Comment les modes d’interaction enzyme-substrats influencent-ils la
regioselectivite observee lors de [’acetylation des flavonoides glycosyles
isoquercitrine et rutine catalysée par la lipase B de Candida antarctica (CALB) ?




ISOQUERCITRINE / CALB

Ala286 Ala281

7
| Thrdo e189 ~o
NH HO %vﬁ

PROBLEMATIQUE 1 : REGIOSELECTIVITE DU PROCEDE

RUTINE / CALB

Ala286

: lle189 :
NH .Hé Leu285 : Ala282

Ala281
Thrd0

Asp187

: ?‘0
o
B -
oo
HO
| His224 g

6”-0
o}

H

Leu144

Wal154

4
%
H

o—¢ %

” Q
o
9%
% E
Y

Leul41
Avvéj

GIN106 |-NH -0 470H o
x

\0.5“3

HO . _p
Ex )
¢ ¢\
=] =
, N ; §
His224 = o€ P

Asp187

[»]
P S < o 2O\
Val154 Goutar Leutap Val149

 Partie aglycone a l’entrée de la cavite et partie glycosidique vers le fond.

« Oxygene de [’acétate - trou oxyanionique

e 6’’-OH de l’isoquercitrine et 4’’’-OH de la rutine - residus catalytiques.
e Distances OH-His et OH-Ace des complexes “productifs” = PRUDENCE !
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PROBLEMATIQUE 2 : SPECIFICITE ENZYMATIQUE

Comment les modes d’interaction enzyme-substrats peuvent-ils expliquer le fait
que la lipase de Pseudomonas cepacia (PCL) catalyse [’acétylation du flavonoide

aglycone quercetine tandis que la CALB ne catalyse pas cette réaction ?

CALB

Acétate
de vinyle

QUERCETINE

PCL




METHODOLOGIE

(...)
y

Scoring des
complexes ES

!

Superposition des
complexes ES

Identification des

«familles>» de poses



POSITIONS / ORIENTATIONS DE LA QUERCETINE

ORIENTATION A

QUERCETINE / PCL

QUERCETINE / CALB

ORIENTATION B



METHODOLOGIE

(...)
y

Scoring des
complexes ES

!

Superposition des
complexes ES

Identification des
«familles>» de poses

DYNAMIQUE Meilleure pose de
MOLECULAIRE chaque famille

« Couche d’eau (5 A)
e DM - 2 ns (CHARMm)



RESULTATS - QUERCETINE / PCL (orientation A)

Oxygene de
I’acétate (Ace:0)
pas correctement | - A
orienté vers les Interactions de la
résidus du trou Vs quercétine :
oxyanionique 2\ .~ al liaison H
(Leu17 et GIn88). AN Y gl (7-OH...Ace:0) et
Liaison H interactions
7-OH...Ace:0 F ] hydrophobes
(Tyr23, Phe146,
Leu287).

HYDROXYLE 7-OH
e His224:Ne = 4,4 A (s, = 0,35 A)
« Ace:C=4,6 A (s;=0,34 A)
e Liaison H : 7-OH...Ace:O

Quercétine




RESULTATS - QUERCETINE / PCL (ORIENTATION B)

Oxygene de
I’acétate (Ace:0)
correctement ) P
orienté vers les B ¥ p 4 Interactions de la
résidus du trou 7 quercétine :
oxyanionique h ol \u liaison H
(Leu17 et GIn88). P (Tyr23:0H...4-0)
) et interactions
hydrophobes
(Tyr23, Phe146,
Leu287).

HYDROXYLE 4’-OH
o His224:Ne = 4,1 A (s, = 0,20 A)

Quercétine

« Ace:C=3,7A (s;=0,18 A)




RESULTATS - QUERCETINE / CALB (ORIENTATION A)

Oxygene de
I’acétate (Ace:0)
pas correctement

orienté vers les
résidus du trou
oxyanionique
(Thr40 et GIn106)

Quercétine

HYDROXYLE 5-OH :
e His224:Nc = 4,6 A (s; = 0,15 A)
« Ace:C = 6,3 A (s;=0,14 A)
e Liaison H intramoléculaire : 5-OH...4-0

Interactions de la
quercétine :
liaisons H
(Thr40:0H...4-0,
Ala141:NH...7-OH)
et interactions
hydrophobes
(Ala141, Leu144,
Ala282, Ile285).




RESULTATS -

Oxygene de
I’acétate (Ace:0)
pas correctement

orienté vers les
résidus du trou
oxyanionique
(Thr40 et GIn106).
A = 800 ps,
rotation + laision H
3’-0OH...Ace: 0.

Quercétine

QUERCETINE / CALB (ORIENTATION B)

Interactions de la
quercétine :
interactions
hydrophobes

(Leu144, Ala154

lle189, lle285).

HYDROXYLE 3’-OH :
o His224:Nc = 4,8 A (s, = 0,18 A)
« Ace:C=3,9A (s;=0,19 A)
e Liaison H : 3°-OH...Ace:0O



PROBLEMATIQUE 2 : SPECIFICITE ENZYMATIQUE

Comment les modes d’interaction enzyme-substrats peuvent-ils expliquer le fait
que la lipase de Pseudomonas cepacia (PCL) catalyse [’acétylation du flavonoide

aglycone quercetine, tandis que la CALB ne catalyse pas cette reaction ?
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PROBLEMATIQUE 3 : REACTIVITE DES FLAVONOIDES

Dans le cas de la CALB, la nature des groupements hydroxyle (OH) des
flavonoides qui atteignent les résidus catalytiques peut-elle aussi
contribuer a la sélectivite ?
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FLAVONOIDES GLYCOSYLES : RUTINE ET ISOQUERCITRINE
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FLAVONOIDE AGLYCONE : QUERCETINE
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PROBLEMATIQUE 3 : REACTIVITE DES FLAVONOIDES

Dans le cas de la CALB, la nature des groupements hydroxyle (OH) des
flavonoides qui atteignent les résidus catalytiques peut-elle aussi
contribuer a la sélectivite ?



PROBLEMATIQUE 3 : REACTIVITE DES FLAVONOIDES
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CONCLUSIONS /' PERSPECTIVES
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AUTRES PERSPECTIVES

(1) Réactivité des substrats : profil énergétique complet des réactions (DFT)
(2) Vérifications expérimentales via mutagénése dirigée

(3) Construction de modeéles avec de donneurs d’acyle a chaine plus longue

(4) Construction de modeles en présence de solvants organiques

(5) Application de simulations hybrides QM/MM
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AUTRES PERSPECTIVES
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