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FLAVONOFLAVONOÏÏDEDE

DONNEUR DDONNEUR D’’ACYLEACYLE

ENZYMEENZYME

SOLVANTSOLVANT

FLAVONOFLAVONOÏÏDE ACYLDE ACYLÉÉ
DE MANIDE MANIÈÈRE RE 

RRÉÉGIOSGIOSÉÉLECTIVELECTIVE

DDÉÉFINITION ET IMPORTANCE DES FINITION ET IMPORTANCE DES 
PROCPROCÉÉDDÉÉS ENZYMATIQUES DS ENZYMATIQUES D’’ACYLATION DE FLAVONOACYLATION DE FLAVONOÏÏDES DES 
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���� Peu solubles et stables Peu solubles et stables 
dans des milieux divers.dans des milieux divers.

☺☺☺☺ De nombreuses activitDe nombreuses activitéés s 
biologiques bbiologiques béénnééfiques. fiques. 

En fonction du nombre et de 
la disposition des OH libres.

Difficulté d’incorporation 
dans des formulations.

(Di Carlo (Di Carlo et et alal.., 1999 ; , 1999 ; HarvsteenHarvsteen, 2002 ; , 2002 ; BoudetBoudet, 2007), 2007)



DDÉÉFINITION ET IMPORTANCE DES FINITION ET IMPORTANCE DES 
PROCPROCÉÉDDÉÉS ENZYMATIQUES DS ENZYMATIQUES D’’ACYLATION DE FLAVONOACYLATION DE FLAVONOÏÏDES DES 

((ChebilChebil et et alal.,., 2006 ; 2006 ; VillneuveVillneuve, 2007), 2007)

(R(R = cha= chaîîne acyle)ne acyle)

OO--RR

OHOH
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OHOH
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Donneur 

d’acyle

Enzyme

☺☺☺☺ DDéérivrivéés acyls acyléés : plus s : plus 
stables et solubles dans stables et solubles dans 
des formulations des formulations àà
caractcaractèère hydrophobe.re hydrophobe.

☺☺☺☺ La La plupartplupart des OH restent des OH restent 
intacts, conservant les intacts, conservant les 
propripropriééttéés biologiques.s biologiques.

FLAVONOFLAVONOÏÏDEDE

DONNEUR DDONNEUR D’’ACYLEACYLE

ENZYMEENZYME

SOLVANTSOLVANT

FLAVONOFLAVONOÏÏDE ACYLDE ACYLÉÉ
DE MANIDE MANIÈÈRE RE 

RRÉÉGIOSGIOSÉÉLECTIVELECTIVE



AcAc éétate tate 

de vinylede vinyle

CALB

ISOQUERCITRINEISOQUERCITRINE

44’’’’’’ --OHOH

AcAc éétate tate 

de vinylede vinyle

CALB

((DanielliDanielli et et alal.,., 1997 ; 1997 ; ArdhaouiArdhaoui et et alal.,., 2004, 2004, 
MellouMellou et et alal.,., 2006 ; 2006 ; KatsouraKatsoura et et alal.,., 2006)2006)

RUTINERUTINE

3’’-OH

66’’’’ --OHOH

((IshiaraIshiara et et alal.,., 2003 ; 2003 ; ChebilChebil et et alal.,., 2007) 2007) 

3’’-OH

ACACÉÉTYLATION DES FLAVONOTYLATION DES FLAVONOÏÏDES DES 
GLYCOSILGLYCOSILÉÉS RUTINE ET ISOQUERCITRINE S RUTINE ET ISOQUERCITRINE 

CALBCALB = Lipase B de = Lipase B de CandidaCandida antarcticaantarctica



QUERCQUERCÉÉTINETINE

PCL

44’’ --OHOH

((ChebilChebil et et alal.,., 2007) 2007) 

7-OH

PAS DE PRODUIT DPAS DE PRODUIT DÉÉTECTTECTÉÉ
CALB

((ArdhaouiArdhaoui et et alal.,., 2004 ; 2004 ; ChebilChebil et et alal.,., 2007) 2007) AcAc éétate tate 

de vinylede vinyle

ACACÉÉTYLATION DU FLAVONOTYLATION DU FLAVONOÏÏDE DE 
AGLYCONE QUERCAGLYCONE QUERCÉÉTINETINE

CALB CALB = Lipase B de = Lipase B de CandidaCandida antarcticaantarctica /  /  PCLPCL = Lipase de = Lipase de PseudomonasPseudomonas cepaciacepacia



LES LIPASES (EC 3.1.1.3)LES LIPASES (EC 3.1.1.3)

αααα/ββββ-hydrolases (30-60 kDa)

Lipase B de Candida antarctica

ID PDB : 1LBS 

((UppenbergUppenberg et et alal.,., 1994)1994)

Lipase de Pseudomonas cepacia

ID PDB : 3LIP 

((KimKim et et alal.,., 1997)1997)

TriadeTriade catalytiquecatalytique

SerSer……HisHis……Asp/GluAsp/Glu

TrouTrou
oxyanioniqueoxyanionique



LES LIPASES LES LIPASES -- CALBCALB

αααα/ββββ-hydrolase

Lipase B de Candida antarctica

ID PDB : 1LBS 

((UppenbergUppenberg et et alal.,., 1994)1994)

Lipase de Pseudomonas cepacia

ID PDB : 3LIP

((KimKim et et alal.,., 1997)1997)

RRéésidussidus aliphatiquesaliphatiques
hydrophobeshydrophobes

•• LargeurLargeur max. : 10 max. : 10 ÅÅ
•• ProfondeurProfondeur max. : 12max. : 12 ÅÅ



LES LIPASES LES LIPASES -- PCLPCL

αααα/ββββ-hydrolase

Lipase B de Candida antarctica

ID PDB : 1LBS 

((UppenbergUppenberg et et alal.,., 1994)1994)

Lipase de Pseudomonas cepacia

ID PDB : 3LIP

((KimKim et et alal.,., 1997)1997)

RRéésidussidus aliphatiquesaliphatiques
hydrophobeshydrophobes etet aromatiquesaromatiques

•• LargeurLargeur max. : 17 max. : 17 ÅÅ
•• ProfondeurProfondeur max. : 10max. : 10 ÅÅ



MMÉÉCANISME CLASSIQUE DES LIPASESCANISME CLASSIQUE DES LIPASES

Donneur dDonneur d’’acyleacyle

FlavonoFlavonoïïdedeSousSous--produitproduit

FlavonoFlavonoïïde de 
acylacyléé



FLAVONOFLAVONOÏÏDEDE

DONNEUR DDONNEUR D’’ACYLEACYLE

ENZYMEENZYME

SOLVANTSOLVANT

FLAVONOFLAVONOÏÏDE ACYLDE ACYLÉÉ
DE MANIDE MANIÈÈRE RE 

RRÉÉGIOSGIOSÉÉLECTIVELECTIVE

BASES MOLBASES MOLÉÉCULAIRES DE LA RCULAIRES DE LA RÉÉGIOSGIOSÉÉLECTIVITLECTIVITÉÉ
ET DE LA SPET DE LA SPÉÉCIFICITCIFICITÉÉ DES BIOPROCDES BIOPROCÉÉDDÉÉSS

OHOH

OHOH

OHOH

HOHO

HH33CC CH=CHCH=CH22

INTERACTIONS INTERACTIONS LIPASELIPASE--SUBSTRATSSUBSTRATS--MILIEUMILIEU

milieu

CHOIX RATIONNELCHOIX RATIONNEL DES BIOCATALYSEURS NATURELSDES BIOCATALYSEURS NATURELS

DESIGN RATIONNELDESIGN RATIONNEL DE MUTANTS DE MUTANTS 

x
��



STRUCTURES DES STRUCTURES DES PROTPROTÉÉINESINES
ET DESET DES LIGANDSLIGANDS

MODMODÉÉLISATION MOLLISATION MOLÉÉCULAIRECULAIRE

COMPRENDRECOMPRENDRE, AU NIVEAU , AU NIVEAU 
MOLMOLÉÉCULAIRE, LES MODES CULAIRE, LES MODES 

DD’’INTERACTION         INTERACTION         
PROTPROTÉÉINEINE--LIGANDLIGAND

PHYSICOPHYSICO--CHIMIECHIMIE ET ET CHIMIE THCHIMIE THÉÉORIQUEORIQUE

Vtotal = f (R, θ θ θ θ, ϕϕϕϕ , rij)

Hψψψψ = Eψψψψ

MMéécanique molcanique molééculaireculaire

Dynamique molDynamique molééculaireculaire

Calculs quantiquesCalculs quantiques

Simulations de DockingSimulations de Docking



Exemple 1Exemple 1 : INHIBITION D: INHIBITION D’’UNE PROTUNE PROTÉÉINE PAR UN FLAVONOINE PAR UN FLAVONOÏÏDEDE

Liaisons hydrogène

(Wu (Wu et et alal.,., 2009)2009)

INHIBITION DE LA PROTÉINE ARGININE-KINASE

DES INSECTES PAR LE FLAVONOÏDE RUTINE

Proposition dProposition d’’un mode un mode 
dd’’association favorable association favorable via via des des 

simulations de DOCKINGsimulations de DOCKING



((FiorucciFiorucci et et alal.,., 2006 et 2007)2006 et 2007)

Exemple 2Exemple 2 : BIOCONVERSION ENZYMATIQUE D: BIOCONVERSION ENZYMATIQUE D’’UN FLAVONOUN FLAVONOÏÏDEDE

Liaisons hydrogène
Interactions hydrophobes

OXYGÉNOLYSE DU FLAVONOÏDE QUERCÉTINE PAR 

L’ENZYME 2,3-QUERCÉTINE-DIOXYGÉNASE

ÉÉvaluation des interactions et de valuation des interactions et de 
la stabilitla stabilitéé du complexe du complexe enzymeenzyme--
flavonoflavonoïïdede via via des simulations de des simulations de 

DYNAMIQUE MOLECULAIREDYNAMIQUE MOLECULAIRE

((AntonczakAntonczak et et alal.,., 2009)2009)

CaractCaractéérisation risation éélectronique des lectronique des 
éétats tats stationairesstationaires et de transition et de transition 

via via des simulations de        des simulations de        
CHIMIE QUANTIQUECHIMIE QUANTIQUE



trans-HL
(favorable)

cis-HL
(favorable)

Liaisons H avec les rLiaisons H avec les réésidus sidus 

du trou oxyanioniquedu trou oxyanionique

(Veld (Veld et et alal.,., 2009)2009)

Exemple 3Exemple 3 : PROPRI: PROPRIÉÉTTÉÉS DE SS DE SÉÉLECTIVITLECTIVITÉÉ DES LIPASESDES LIPASES

ENANTIOSENANTIOSÉÉLECTIVITLECTIVITÉÉ / R/ RÉÉGIOSGIOSÉÉLECTIVITLECTIVITÉÉ / SP/ SPÉÉCIFITCIFITÉÉ / / «« PROMISCUITPROMISCUITÉÉ »»

(PROJET DE REVUE : De (PROJET DE REVUE : De oliveiraoliveira et et alal.,., ProcessProcess BiochemistryBiochemistry))

RÉSOLUTION DES ÉNATIOMÈRES (R)-

ET (S)-2-BROMOPHÉNYLACÉTATE 

D’ÉTYLE PAR LA LIPASE DE 

YARROWIA LIPOLYTICA (YLL)

S (favorable)

R (défavorable)

V232 : discrimination entre R et SV232 : discrimination entre R et S

(Bordes (Bordes et et alal.,., 2009)2009)

DISCRIMINATION DES STÉREOISOMÈRES 

cis- ET trans- DE LA δδδδ-VALÉROLACTONE
(δδδδ-HL) PAR LA  LIPASE B DE CANDIDA

ANTARCTICA (CALB)



OBJECTIFS GOBJECTIFS GÉÉNNÉÉRAUXRAUX

APPLIQUER DIFFAPPLIQUER DIFFÉÉRENTES APPROCHES DE SIMULATION MOLRENTES APPROCHES DE SIMULATION MOLÉÉCULAIRE CULAIRE 

POUR MIEUX COMPRENDRE COMMENT LES STRUCTURES DES FLAVONOPOUR MIEUX COMPRENDRE COMMENT LES STRUCTURES DES FLAVONOÏÏDES DES 

ET DES LIPASES INFLUENCENT LA SET DES LIPASES INFLUENCENT LA SÉÉLECTIVITLECTIVITÉÉ DANS LA RDANS LA RÉÉACTION ACTION 

DD’’ACACÉÉTYLATION DE CES COMPOSTYLATION DE CES COMPOSÉÉS, CATALYSS, CATALYSÉÉE PAR CES ENZYMES.E PAR CES ENZYMES.

Potentiel de la modPotentiel de la modéélisation mollisation molééculaireculaire

Connaissance expConnaissance expéérimentale de la rrimentale de la réégiosgioséélectivitlectivitéé

DisponibilitDisponibilitéé des structures 3D des lipasesdes structures 3D des lipases
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MMÉÉTHODOLOGIETHODOLOGIE

Structures des 
LIPASESLIPASES sur la PDB

Construction des 
boîtes d’eau

CALB

64 Å x 59 Å x 63 Å

6145 molécules d’eau

PCL

60 Å x 56 Å x 630 Å

4873 molécules d’eau

Procédure de 
relaxation

(Mackay et al., 1990)CALB CALB –– ID PDB : 1LBSID PDB : 1LBS
(Uppenberg et al., 1994)

PCL PCL –– ID PDB : 3LIPID PDB : 3LIP
(Kim et al., 1994)



MMÉÉTHODOLOGIETHODOLOGIE

Structures des 
LIPASESLIPASES sur la PDB

Construction des 
boîtes d’eau

Procédure de 
relaxation

Construction des 
acétyle-lipases

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

FlavonoFlavonoïïdede



MMÉÉTHODOLOGIETHODOLOGIE

Structures des 
LIPASESLIPASES sur la PDB

Construction des 
boîtes d’eau

Procédure de 
relaxation

Construction des 
acétyle-lipases

Structure des 
FLAVONOFLAVONOÏÏDESDES

Rutine Isoquercitrine Quercétine



MMÉÉTHODOLOGIETHODOLOGIE

Structures des 
LIPASESLIPASES sur la PDB

Construction des 
boîtes d’eau

Procédure de 
relaxation

Construction des 
acétyle-lipases

Structure des 
FLAVONOFLAVONOÏÏDESDES

Docking : 50 
COMPLEXES ESCOMPLEXES ES

LigandFit
(Venkatachalam et al. 2003)

Scoring : classement  
des complexes ES

Consensus score
(Feher, 2006)
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AcAcéétate tate 

de vinylede vinyle

CALB

44’’’’’’ --OHOH

44’’’’’’ --OHOH

RUTINERUTINE

ISOQUERCITRINEISOQUERCITRINE

AcAcéétate tate 

de vinylede vinyle

CALB

66’’’’ --OHOH

Comment les modes dComment les modes d’’interaction enzymeinteraction enzyme--substrats influencentsubstrats influencent--ils la ils la 

rréégiosgioséélectivitlectivitéé observobservéée lors de le lors de l’’acacéétylation des flavonotylation des flavonoïïdes glycosyldes glycosyléés s 

isoquercitrine et rutine, catalysisoquercitrine et rutine, catalyséée par la lipase B de e par la lipase B de CandidaCandida antarcticaantarctica (CALB) ?(CALB) ?

PROBLPROBLÉÉMATIQUE 1 : RMATIQUE 1 : RÉÉGIOSGIOSÉÉLECTIVITLECTIVITÉÉ DU PROCDU PROCÉÉDDÉÉ



MMÉÉTHODOLOGIETHODOLOGIE

Structure de la Structure de la 
CALB sur la PDBCALB sur la PDB

Construction des Construction des 
boboîîtes dtes d’’eaueau

ProcProcéédure de dure de 
relaxationrelaxation

Construction de Construction de 
ll’’acacéétyletyle--CALBCALB

Structure des Structure des 
flavonoflavonoïïdesdes

Docking : obtention 
de 50 complexes ES

Scoring : classement 
des complexes ES

Superposition des Superposition des 
complexes EScomplexes ES

Analyse des Analyse des 
complexescomplexes



(3)(3)

(2)(2)

(1) Liaisons H entre ACE et les résidus Thr40 et Gln106 (Vallikivi et al., 2005)

(2) Transfert de proton : ―OH du flavonoïde ���� His224:Nεεεε (< 4 Å) (Palocci et al., 2007)

(3) Attaque nucléophile : ―O- du flavonoïde ���� Ace:C (< 4 Å) (Palocci et al., 2007)

HOHO

OHOH

OHOH

HOHO
Flavonoïde docké
dans la cavité de 
l’acetyl-CALB

(1)(1)CH3

CRITCRITÈÈRES RES ÀÀ SATISFAIRE POUR QUSATISFAIRE POUR QU’’UN COMPLEXE SOIT UN COMPLEXE SOIT 
CONSIDCONSIDÉÉRRÉÉ COMME POTENTIELLEMENT PRODUCTIFCOMME POTENTIELLEMENT PRODUCTIF



ISOQUERCITRINE / CALB ISOQUERCITRINE / CALB –– COMPLEXES RETENUSCOMPLEXES RETENUS

•• AcAcéétatetate -- 33 liaisons H liaisons H ��������

•• 66’’’’--OH :OH :

•• Ace:C Ace:C –– 3,53,5 ÅÅ ��������

•• His224:NHis224:Nεεεεεεεε -- 4,04,0 ÅÅ ��������

•• AcAcéétatetate -- 11 liaison H liaison H ��������

•• 77--OH :OH :

•• Ace:C Ace:C –– 5,25,2 ÅÅ ��������

•• His224:NHis224:Nεεεεεεεε -- 7,17,1 ÅÅ ��������

•• AcAcéétatetate -- 22 liaisons H liaisons H ��������

•• 66’’’’--OH :OH :

•• Ace:C Ace:C –– 4,2 4,2 ÅÅ

•• His224:NHis224:Nεεεεεεεε -- 5,95,9 ÅÅ ��������

PRODUCTIF PRODUCTIF �������� NON PRODUCTIF NON PRODUCTIF �������� NON PRODUCTIF NON PRODUCTIF ��������



RUTINE / CALB RUTINE / CALB -- COMPLEXES RETENUS COMPLEXES RETENUS 

•• AcAcéétatetate -- 33 liaisons H liaisons H ��������

•• 44’’’’’’--OH :OH :

•• Ace:C Ace:C –– 2,92,9 ÅÅ ��������

•• His224:NHis224:Nεεεεεεεε -- 3,93,9 ÅÅ ��������

•• AcAcéétatetate -- 11 liaison H liaison H ��������

•• 44’’’’’’--OH :OH :

•• Ace:C Ace:C –– 4,1 4,1 ÅÅ

•• His224:NHis224:Nεεεεεεεε -- 7,87,8 ÅÅ ��������

•• AcAcéétatetate -- 33 liaisons H liaisons H ��������

•• 44’’’’’’--OH :OH :

•• Ace:C Ace:C –– 3,7 3,7 ÅÅ

•• His224:NHis224:Nεεεεεεεε -- 9,49,4 ÅÅ ��������

PRODUCTIF PRODUCTIF �������� NON PRODUCTIF NON PRODUCTIF �������� NON PRODUCTIF NON PRODUCTIF ��������



COMPLEXES PRODUCTIFSCOMPLEXES PRODUCTIFS

ISOQUERCITRINE / CALBISOQUERCITRINE / CALB

RUTINE / CALBRUTINE / CALB

HYDROPHOBICITÉ

PARTIE PHPARTIE PHÉÉNOLIQUE NOLIQUE 
ÀÀ ANCRANCRÉÉE E ÀÀ LL’’ENTRENTRÉÉE E 

(HYDROPHOBE)(HYDROPHOBE)

PARTIE GLYCOSIDIQUE PARTIE GLYCOSIDIQUE 
VERS LE FOND VERS LE FOND 
(HYDROPHYLE)(HYDROPHYLE)



((Journal Journal ofof MolecularMolecular CatalysisCatalysis B: B: EnzymaticEnzymatic 59 : 9659 : 96--105, 2009)105, 2009)



Les complexes identifiLes complexes identifiéés comme productifs lors de ls comme productifs lors de l’’analyse des ranalyse des réésultats de sultats de 

docking prdocking préésententsentent--ils une configuration stable au cours du temps ?ils une configuration stable au cours du temps ?

STABILITSTABILITÉÉ DES COMPLEXES IDENTIFIDES COMPLEXES IDENTIFIÉÉS COMME PRODUCTIFSS COMME PRODUCTIFS

DYNAMIQUE DYNAMIQUE 
MOLMOLÉÉCULAIRECULAIRE

((……))

Complexes              Complexes              
«« productifs productifs »»

Scoring : classement 
des complexes ES

Superposition des 
complexes ES

Analyse des 
complexes



DYNAMIQUE MOLDYNAMIQUE MOLÉÉCULAIRE SUR LES COMPLEXES PRODUCTIFSCULAIRE SUR LES COMPLEXES PRODUCTIFS

MOLÉCULES D’EAU

• Couche de 5 Å (1442 molécules)

• Conserver le milieu

• Alléger les calculs

PARAMÈTRES

• Champ de forces CHARMm

•Temps de trajectoire : 2 ns

• T = 300 K

• Intégrateur : Verlet-Leapfrof

• Cut-off : 12 Å (sphérique)

• Pas d’intégration (∆∆∆∆t) : 1 fs



DYNAMIQUE MOLDYNAMIQUE MOLÉÉCULAIRE CULAIRE 
ISOQUERCITRINEISOQUERCITRINE / CALB/ CALB

PartiePartie aglyconeaglycone
stabilisstabilisééee àà
ll’’entrentrééee de la de la 

cavitcavitéé : : liaisons Hliaisons H
et et interactions interactions 
hydrophobeshydrophobes
Val149, Ile189)Val149, Ile189)

HYDROXYLE HYDROXYLE 66’’’’--OHOH

•• His224:His224:NNεεεεεεεε ≈≈≈≈≈≈≈≈ 4,6 4,6 ÅÅ ((ssdd ≈≈≈≈≈≈≈≈ 0,15 0,15 ÅÅ))

•• Ace:Ace: CC ≈≈≈≈≈≈≈≈ 4,2 4,2 ÅÅ ((ssdd ≈≈≈≈≈≈≈≈ 0,23 0,23 ÅÅ))

OxygOxygèènene de de 
ll’’acacéétatetate ((Ace:Ace:OO) ) 
correctementcorrectement
orientorientéé versvers les les 
rréésidussidus du du troutrou
oxyanionique oxyanionique 

(Thr40 et Gln106)(Thr40 et Gln106)

Isoquercitrine



DYNAMIQUE MOLDYNAMIQUE MOLÉÉCULAIRE CULAIRE 
RUTINERUTINE / CALB/ CALB

PartiePartie aglyconeaglycone
stabilisstabilisééee àà
ll’’entrentrééee de la de la 

cavitcavitéé : : liaisons Hliaisons H
et et interactions interactions 
hydrophobeshydrophobes

(Val149, Leu278)(Val149, Leu278)

OxygOxygèènene de de 
ll’’acacéétatetate ((Ace:Ace:OO) ) 
correctementcorrectement
orientorientéé versvers les les 
rréésidussidus du du troutrou
oxyanionique oxyanionique 

(Thr40 et Gln106)(Thr40 et Gln106)

HYDROXYLE HYDROXYLE 44’’’’’’--OHOH

•• His224 His224 –– éécartementcartement versvers le le coeurcoeur de de ll’’enzymeenzyme

•• His224:His224:NNεεεεεεεε ≈≈≈≈≈≈≈≈ 5,9 5,9 ÅÅ ((ssdd ≈≈≈≈≈≈≈≈ 0,38 0,38 ÅÅ))

•• Ace:Ace: CC ≈≈≈≈≈≈≈≈ 4,2 4,2 ÅÅ ((ssdd ≈≈≈≈≈≈≈≈ 0,29 0,29 ÅÅ))

Rutine



Comment les modes dComment les modes d’’interaction enzymeinteraction enzyme--substrats influencentsubstrats influencent--ils la ils la 

rréégiosgioséélectivitlectivitéé observobservéée lors de le lors de l’’acacéétylation des flavonotylation des flavonoïïdes glycosyldes glycosyléés s 

isoquercitrine et rutine catalysisoquercitrine et rutine catalyséée par la lipase B de e par la lipase B de CandidaCandida antarcticaantarctica (CALB) ?(CALB) ?

PROBLPROBLÉÉMATIQUE 1 : RMATIQUE 1 : RÉÉGIOSGIOSÉÉLECTIVITLECTIVITÉÉ DU PROCDU PROCÉÉDDÉÉ



PROBLPROBLÉÉMATIQUE 1 : RMATIQUE 1 : RÉÉGIOSGIOSÉÉLECTIVITLECTIVITÉÉ DU PROCDU PROCÉÉDDÉÉ

ISOQUERCITRINE / CALB/ CALB RUTINE / CALBRUTINE / CALB

•• PartiePartie aglyconeaglycone àà ll’’entrentrééee de la de la cavitcavitéé et et partiepartie glycosidiqueglycosidique versvers le fond.le fond.

•• OxygOxygèènene de de ll’’acacéétatetate �������� troutrou oxyanioniqueoxyanionique

•• 66’’’’--OH de OH de ll’’isoquercitrineisoquercitrine et 4et 4’’’’’’--OH de la OH de la rutinerutine �������� rréésidussidus catalytiquescatalytiques..

•• Distances ODistances OHH--His et His et OOHH--Ace des complexes Ace des complexes ““productifsproductifs”” �������� PRUDENCE !PRUDENCE !
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PCL

44’’ --OHOH

PAS DE PRODUIT DPAS DE PRODUIT DÉÉTECTTECTÉÉ

CALB

AcAcéétate tate 

de vinylede vinyle

QUERCQUERCÉÉTINETINE

PROBLPROBLÉÉMATIQUE 2 : SPMATIQUE 2 : SPÉÉCIFICITCIFICITÉÉ ENZYMATIQUEENZYMATIQUE

Comment les modes dComment les modes d’’interaction enzymeinteraction enzyme--substrats peuventsubstrats peuvent--ils expliquer le fait ils expliquer le fait 

que la lipase de que la lipase de PseudomonasPseudomonas cepaciacepacia (PCL) catalyse l(PCL) catalyse l’’acacéétylation du flavonotylation du flavonoïïde de 

aglycone quercaglycone quercéétine tandis que la CALB ne catalyse pas cette rtine tandis que la CALB ne catalyse pas cette rééaction ?action ?



MMÉÉTHODOLOGIETHODOLOGIE

ScoringScoring des des 
complexes EScomplexes ES

Superposition des 
complexes ES

Identification des Identification des 
««famillesfamilles»» de posesde poses

((……))



POSITIONS / ORIENTATIONS DE LA QUERCPOSITIONS / ORIENTATIONS DE LA QUERCÉÉTINETINE
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ORIENTATION AA ORIENTATION BB

Quercétine

A

B



MMÉÉTHODOLOGIETHODOLOGIE

ScoringScoring des des 
complexes EScomplexes ES

DYNAMIQUE DYNAMIQUE 
MOLMOLÉÉCULAIRECULAIRE

Superposition des 
complexes ES

Identification des Identification des 
««famillesfamilles»» de posesde poses

((……))

Meilleure pose de Meilleure pose de 
chaque famillechaque famille

• Couche d’eau (5 Å)
• DM – 2 ns (CHARMm)



RRÉÉSULTATS SULTATS –– QUERCQUERCÉÉTINETINE / PCL (orientation A)/ PCL (orientation A)

Interactions de la Interactions de la 
quercquercéétine : tine : 
liaison Hliaison H

((77--OHOH……Ace:Ace:OO) et ) et 
interactions interactions 
hydrophobeshydrophobes

((Tyr23, Phe146, Tyr23, Phe146, 
Leu287Leu287).).

HYDROXYLE HYDROXYLE 77--OHOH

•• His224:NHis224:Nεεεεεεεε ≈≈≈≈≈≈≈≈ 4,4 4,4 ÅÅ ((ssdd ≈≈≈≈≈≈≈≈ 0,35 0,35 ÅÅ))

•• Ace:C Ace:C ≈≈≈≈≈≈≈≈ 4,6 4,6 ÅÅ ((ssdd ≈≈≈≈≈≈≈≈ 0,34 0,34 ÅÅ))

•• Liaison HLiaison H : : 77--OHOH……Ace:Ace:OO

OxygOxygèènene de de 
ll’’acacéétatetate ((Ace:Ace:OO) ) 
paspas correctementcorrectement
orientorientéé versvers les les 
rréésidussidus du du troutrou
oxyanionique oxyanionique 

(Leu17 et Gln88). (Leu17 et Gln88). 
Liaison HLiaison H

77--OHOH……Ace:Ace:OO

Quercétine

A
B



RRÉÉSULTATS SULTATS –– QUERCQUERCÉÉTINETINE / PCL (ORIENTATION B)/ PCL (ORIENTATION B)

Interactions de la Interactions de la 
quercquercéétine : tine : 
liaison Hliaison H

((Tyr23:OTyr23:OHH……44--OO) ) 
et interactions et interactions 
hydrophobeshydrophobes

((Tyr23, Phe146, Tyr23, Phe146, 
Leu287Leu287).).

HYDROXYLE HYDROXYLE 44’’--OHOH

•• His224:NHis224:Nεεεεεεεε ≈≈≈≈≈≈≈≈ 4,1 4,1 ÅÅ ((ssdd ≈≈≈≈≈≈≈≈ 0,20 0,20 ÅÅ))

•• Ace:C Ace:C ≈≈≈≈≈≈≈≈ 3,7 3,7 ÅÅ ((ssdd ≈≈≈≈≈≈≈≈ 0,18 0,18 ÅÅ))

OxygOxygèènene de de 
ll’’acacéétatetate ((Ace:Ace:OO) ) 
correctementcorrectement
orientorientéé versvers les les 
rréésidussidus du du troutrou
oxyanionique oxyanionique 

(Leu17 et Gln88).(Leu17 et Gln88).

Quercétine

A
B



RRÉÉSULTATS SULTATS –– QUERCQUERCÉÉTINETINE / CALB (ORIENTATION A)/ CALB (ORIENTATION A)

HYDROXYLE HYDROXYLE 55--OHOH ::

•• His224:His224:NNεεεεεεεε ≈≈≈≈≈≈≈≈ 4,6 4,6 ÅÅ ((ssdd ≈≈≈≈≈≈≈≈ 0,15 0,15 ÅÅ))

•• Ace:Ace:CC ≈≈≈≈≈≈≈≈ 6,3 6,3 ÅÅ ((ssdd ≈≈≈≈≈≈≈≈ 0,14 0,14 ÅÅ))

•• Liaison HLiaison H intramolintramolééculaireculaire : : 55--OHOH……44--OO

OxygOxygèènene de de 
ll’’acacéétatetate ((Ace:Ace:OO) ) 
paspas correctementcorrectement
orientorientéé versvers les les 
rréésidussidus du du troutrou
oxyanionique oxyanionique 

(Thr40 et Gln106)(Thr40 et Gln106)

Interactions de la Interactions de la 
quercquercéétine : tine : 
liaisons Hliaisons H

(Thr40:O(Thr40:OHH……44--O, O, 
Ala141:NAla141:NHH……77--OHOH) ) 
et interactions et interactions 
hydrophobeshydrophobes

((Ala141, Leu144, Ala141, Leu144, 
Ala282, Ile285Ala282, Ile285).).

Quercétine

A
B



RRÉÉSULTATS SULTATS –– QUERCQUERCÉÉTINE TINE / CALB (ORIENTATION B)/ CALB (ORIENTATION B)

OxygOxygèènene de de 
ll’’acacéétatetate ((Ace:OAce:O) ) 
paspas correctementcorrectement
orientorientéé versvers les les 
rréésidussidus du du troutrou
oxyanionique oxyanionique 

(Thr40 et Gln106). (Thr40 et Gln106). 
ÀÀ ≈≈≈≈≈≈≈≈ 800 800 psps, , 

rrotation + otation + laisionlaision HH
33’’--OHOH……Ace:Ace:OO..

Interactions de la Interactions de la 
quercquercéétine : tine : 
interactions interactions 
hydrophobeshydrophobes

((Leu144, Ala154 Leu144, Ala154 
Ile189, Ile285Ile189, Ile285).).

HYDROXYLE HYDROXYLE 33’’--OHOH ::

•• His224:His224:NNεεεεεεεε ≈≈≈≈≈≈≈≈ 4,8 4,8 ÅÅ ((ssdd ≈≈≈≈≈≈≈≈ 0,18 0,18 ÅÅ))

•• Ace:Ace:CC ≈≈≈≈≈≈≈≈ 3,9 3,9 ÅÅ ((ssdd ≈≈≈≈≈≈≈≈ 0,19 0,19 ÅÅ))

•• Liaison HLiaison H : : 33’’--OHOH……Ace:Ace:OO

Quercétine

A
B



PROBLPROBLÉÉMATIQUE 2 : SPMATIQUE 2 : SPÉÉCIFICITCIFICITÉÉ ENZYMATIQUEENZYMATIQUE

Comment les modes dComment les modes d’’interaction enzymeinteraction enzyme--substrats peuventsubstrats peuvent--ils expliquer le fait ils expliquer le fait 

que la lipase de que la lipase de PseudomonasPseudomonas cepaciacepacia (PCL) catalyse l(PCL) catalyse l’’acacéétylation du flavonotylation du flavonoïïde de 

aglycone quercaglycone quercéétine, tandis que la CALB ne catalyse pas cette rtine, tandis que la CALB ne catalyse pas cette rééaction ?action ?



PROBLPROBLÉÉMATIQUE 2 : SPMATIQUE 2 : SPÉÉCIFICITCIFICITÉÉ ENZYMATIQUEENZYMATIQUE
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ORIENTATION A ORIENTATION B Quercétine

A
B

• Seule l’orientation B de 
la quercétine, avec la 
PCL, conserve une
configuration productive.

•• RRéésidussidus aromatiquesaromatiques : : 
interactions interactions stabilisantstabilisant
les les substratssubstrats dansdans la la 
cavitcavitéé catalytiquecatalytique..

(De Oliveira (De Oliveira et et alal.,., papier en papier en 

rréévision)vision)
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44’’’’’’ --OHOH

PROBLPROBLÉÉMATIQUE 3 : RMATIQUE 3 : RÉÉACTIVITACTIVITÉÉ DES FLAVONODES FLAVONOÏÏDESDES

Dans le cas de la CALB, Dans le cas de la CALB, lala nature des groupements hydroxyle (OH) des nature des groupements hydroxyle (OH) des 

flavonoflavonoïïdes qui atteignent les rdes qui atteignent les réésidus catalytiques peutsidus catalytiques peut--elle aussi elle aussi 

contribuer contribuer àà la sla séélectivitlectivitéé ??

44’’’’’’ --OHOH

66’’’’ --OHOH

33’’--OHOH PHÉNOL

ALCOOL 

PRIMAIRE

ALCOOL 

SECONDAIRE

QUERCQUERCÉÉTINETINE

ISOQUERCITRINEISOQUERCITRINE

RUTINERUTINE



MMÉÉTHODOLOGIETHODOLOGIE

Michaelis Michaelis �������� TI   TI   
Chimie QuantiqueChimie Quantique

Dynamique 
moléculaire

Scoring : classement 
des complexes ES

Superposition des 
complexes ES

Analyse des 
complexes

((……))

Complexes              Complexes              
«« productifs productifs »»

Density Functional 
Theory (DFT)

• Fonctionnelle : PW91
• Basis set : DNP



FLAVONOFLAVONOÏÏDES GLYCOSYLDES GLYCOSYLÉÉS : RUTINE ET ISOQUERCITRINE S : RUTINE ET ISOQUERCITRINE 

Complexe de Michaelis
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E
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MINIMINI--SYSTSYSTÈÈME :ME :

rutinerutine + + acacéétatetate + + fragments des rfragments des réésidussidus Thr40, Thr40, 

Ser105, Gln106, Asp187 Ser105, Gln106, Asp187 etet His224His224

TOTAL : 133 ATOMESTOTAL : 133 ATOMES

MINIMINI--SYSTSYSTÈÈME : ME : 

isoquercitrineisoquercitrine + + acacéétatetate + fragments des r+ fragments des réésidus sidus 

Thr40, Ser105, Gln106, Asp187Thr40, Ser105, Gln106, Asp187 et et His224His224

TOTAL : 115 ATOMESTOTAL : 115 ATOMES

Intermédiaire tetraédrique

•• Liaison CLiaison C--O : 1,50 O : 1,50 ÅÅ

•• ∆∆∆∆∆∆∆∆EE = + 13,8 kcal.mol= + 13,8 kcal.mol--11

•• Liaison CLiaison C--O : 1,48 O : 1,48 ÅÅ

•• ∆∆∆∆∆∆∆∆EE = + 9,4 kcal.mol= + 9,4 kcal.mol--11



MINIMINI--SYSTSYSTÈÈME :ME :

quercquercéétinetine + + acacéétatetate + + fragments des rfragments des réésidussidus

Thr40, Ser105, Gln106, Asp187 Thr40, Ser105, Gln106, Asp187 etet His224His224

TOTAL : 95 ATOMESTOTAL : 95 ATOMES

FLAVONOFLAVONOÏÏDE AGLYCONE : QUERCDE AGLYCONE : QUERCÉÉTINETINE

Complexe de Michaelis

Q
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E
R
C

Q
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E
R
C
ÉÉ T
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E

T
IN
E

Intermédiaire tetraédrique
non formé

•• Distance CDistance C--O : 3,02 O : 3,02 ÅÅ

•• ∆∆∆∆∆∆∆∆EE = + 9,7 kcal.mol= + 9,7 kcal.mol--11

•• Liaison CLiaison C--O : 1,45 O : 1,45 ÅÅ ((fixfix))

•• ∆∆∆∆∆∆∆∆EE = + 28,3 kcal.mol= + 28,3 kcal.mol--11Intermédiaire tetréadrique



PROBLPROBLÉÉMATIQUE 3 : RMATIQUE 3 : RÉÉACTIVITACTIVITÉÉ DES FLAVONODES FLAVONOÏÏDESDES

Dans le cas de la CALB, Dans le cas de la CALB, lala nature des groupements hydroxyle (OH) des nature des groupements hydroxyle (OH) des 

flavonoflavonoïïdes qui atteignent les rdes qui atteignent les réésidus catalytiques peutsidus catalytiques peut--elle aussi elle aussi 

contribuer contribuer àà la sla séélectivitlectivitéé ??



PROBLPROBLÉÉMATIQUE 3 : RMATIQUE 3 : RÉÉACTIVITACTIVITÉÉ DES FLAVONODES FLAVONOÏÏDESDES

Thr40 

–O

NH

–NHGln106

His224 

Ser105

Asp187

–Nεεεε

HO

C–CH3

O

HOHO OHOH

OHOHHOHO

H

Thr40 

–O

NH

–NHGln106

His224 

Ser105

Asp187

–Nεεεε

HO

C–CH3

O -

O OHOH

OHOHHOHO

Thr40 

–O

NH

–NHGln106

His224 

Ser105

Asp187

–Nεεεε

HO

C–CH3

O

O OHOH

OHOHHOHO

HFONCTION FONCTION ALCOOLALCOOL

FORMATION DFORMATION D’’UNE UNE 
LIAISON ESTERLIAISON ESTER AVEC 

∆∆∆∆E ≅≅≅≅ 10 kcal.mol-1

LIAISON ESTER    LIAISON ESTER    
NON FORMNON FORMÉÉE :  E :  
DDÉÉLOCALISATION LOCALISATION 

ÉÉLECTRONIQUE (???)LECTRONIQUE (???)

FONCTION FONCTION PHPHÉÉNOLNOL
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CONCLUSIONS / PERSPECTIVESCONCLUSIONS / PERSPECTIVES

RRéésultatssultats
expexpéérimentauxrimentaux
de de biosynthbiosynthèèsese

OutilsOutils de                de                
modmodéélisationlisation
molmolééculaireculaire

ANALYSE DES ANALYSE DES 
MODMODÈÈLESLES

DOCKING : DOCKING : 
Positions et Positions et 

orientations des orientations des 
flavonoflavonoïïdesdes

DYNAMIQUE MOLECULAIRE : DYNAMIQUE MOLECULAIRE : 
Nature et stabilitNature et stabilitéé

temporelle des interactions temporelle des interactions 
enzymeenzyme--substratssubstrats

CHIMIE QUANTIQUE : CHIMIE QUANTIQUE : 
RRééactivitactivitéé chimique des chimique des 

groupements hydroxyle proches groupements hydroxyle proches 
des rdes réésidus catalytiquessidus catalytiques

TESTER LE POUVOIR TESTER LE POUVOIR 
PRPRÉÉDICTIF AVEC DICTIF AVEC 

DD’’AUTRES FLAVONOAUTRES FLAVONOÏÏDESDES



AUTRES PERSPECTIVESAUTRES PERSPECTIVES

(1)(1) RRééactivitactivitéé des substrats : profil des substrats : profil éénergnergéétique complet des rtique complet des rééactions (DFT)actions (DFT)

(2)(2) VVéérifications exprifications expéérimentales rimentales viavia mutagmutagéénnèèsese dirigdirigééee

(3)(3) Construction de modConstruction de modèèles avec de donneurs dles avec de donneurs d’’acyle acyle àà chachaîîne plus longuene plus longue

(4)(4) Construction de modConstruction de modèèles en prles en préésence de solvants organiquessence de solvants organiques

(5)(5) Application de simulations hybrides QM/MMApplication de simulations hybrides QM/MM

Coordonnée de réaction

Énergie

11erer TITI 22èèmeme TITI

F + F + AceAce--EE

Ace + E Ace + E 
librelibre

PrdPrd + E + E 
librelibre

11erer TSTS 22èèmeme TSTS
33èèmeme TSTS

44èèmeme TSTS

DDééterminer les terminer les éétats tats 
stationnaires pour la stationnaires pour la 
premipremièère re éétape de la tape de la 
rrééaction + tous les action + tous les 

éétats de transition (TS)tats de transition (TS)



AUTRES PERSPECTIVESAUTRES PERSPECTIVES

(1)(1) RRééactivitactivitéé des substrats : profil des substrats : profil éénergnergéétique complet des rtique complet des rééactions (DFT)actions (DFT)

(2)(2) VVéérifications exprifications expéérimentales rimentales viavia mutagmutagéénnèèsese dirigdirigééee

(3)(3) Construction de modConstruction de modèèles avec de donneurs dles avec de donneurs d’’acyle acyle àà chachaîîne plus longuene plus longue

(4)(4) Construction de modConstruction de modèèles en prles en préésence de solvants organiquessence de solvants organiques

(5)(5) Application de simulations hybrides QM/MMApplication de simulations hybrides QM/MM

Remplacer Ile189 et Remplacer Ile189 et 
Ala282 par des Ala282 par des 

rréésidus aromatiques.sidus aromatiques.

Remplacer Tyr23 et Remplacer Tyr23 et 
Phe146 par des Phe146 par des 

rréésidus aliphatiques sidus aliphatiques 
hydrophobes.hydrophobes.



AUTRES PERSPECTIVESAUTRES PERSPECTIVES

(1)(1) RRééactivitactivitéé des substrats : profil des substrats : profil éénergnergéétique complet des rtique complet des rééactions (DFT)actions (DFT)

(2)(2) VVéérifications exprifications expéérimentales rimentales viavia mutagmutagéénnèèsese dirigdirigééee

(3)(3) Construction de modConstruction de modèèles avec de donneurs dles avec de donneurs d’’acyle acyle àà chachaîîne plus longuene plus longue

(4)(4) Construction de modConstruction de modèèles en prles en préésence de solvants organiquessence de solvants organiques

(5)(5) Application de simulations hybrides QM/MMApplication de simulations hybrides QM/MM

Disposition spatiale de la Disposition spatiale de la 
chachaîîne acyle et interactions ne acyle et interactions 

formforméées par cellees par celle--ci.ci.



AUTRES PERSPECTIVESAUTRES PERSPECTIVES

(1)(1) RRééactivitactivitéé des substrats : profil des substrats : profil éénergnergéétique complet des rtique complet des rééactions (DFT)actions (DFT)

(2)(2) VVéérifications exprifications expéérimentales rimentales viavia mutagmutagéénnèèse dirigse dirigééee

(3)(3) Construction de modConstruction de modèèles avec de donneurs dles avec de donneurs d’’acyle acyle àà chachaîîne plus longuene plus longue

(4)(4) Construction de modConstruction de modèèles en prles en préésence de solvants organiquessence de solvants organiques

(5)(5) Application de simulations hybrides QM/MMApplication de simulations hybrides QM/MM

EAUEAU

MM22BB22 / AC/ ACÉÉTONE / TONE / 
ACACÉÉTONITRILETONITRILE

DDéétermination et termination et 
implimpléémentation des parammentation des paramèètres tres 

de champ de forces.de champ de forces.



AUTRES PERSPECTIVESAUTRES PERSPECTIVES

(1)(1) RRééactivitactivitéé des substrats : profil des substrats : profil éénergnergéétique complet des rtique complet des rééactions (DFT)actions (DFT)

(2)(2) VVéérifications exprifications expéérimentales rimentales viavia mutagmutagéénnèèse dirigse dirigééee

(3)(3) Construction de modConstruction de modèèles avec de donneurs dles avec de donneurs d’’acyle acyle àà chachaîîne plus longuene plus longue

(4)(4) Construction de modConstruction de modèèles en prles en préésence de solvants organiquessence de solvants organiques

(5)(5) Application de simulations hybrides QM/MMApplication de simulations hybrides QM/MM

Evaluation de la rEvaluation de la rééactivitactivitéé du du 
flavonoflavonoïïde (par QM) et des de (par QM) et des 

interactions ES (par MM) au cours interactions ES (par MM) au cours 
dd’’une même simulation.une même simulation.



MMEERRCCII !!

ONT CONTRIBUÉ À CE TRAVAIL :

• Catherine HUMEAU ����

• Elaine Rose MAIA ����

• Evelyne RONAT ����

• Jean-Marc ENGASSER ����

• Mohamed GHOUL ����

• Bernard MAIGRET ����

• Gérald MONARD ����

• Manuel RUIZ-LOPEZ ����


