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Les métalloenzymes artificielles : de la biocatalyse a la médecine

Dans le cadre d'une chimie verte, respectueuse de I'environnement, les enzymes artificielles constituent des
catalyseurs de choix pour la synthese de produits d’intérét pour la chimie fine. Deux exemples phares de travaux
sur les métallo-Diels-aldérases artificielles sont présentés dans cet article. Le premier évoque les applications
envisagées dans la biocatalyse, et le deuxiéme ouvre de nouvelles perspectives pour les enzymes artificielles
en médecine, notamment par la préparation de métallo-B-lactamases artificielles in vivo. Une bréve revue des
complexes biomimétiques des métallo-B-lactamases est également présentée. Ces complexes sont une source
d’inspiration pour la préparation des métallo-B-lactamases artificielles visées. Les modifications des ligands de
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In the context of green chemistry, respectful of the environment, artificial enzymes are catalysts of choice for the
synthesis of products of interest for fine chemistry. Herein, two key examples of works on artificial metallo-Diels-
alderases are presented. The first evokes future applications in biocatalysis, and the second opens up new
perspectives for artificial enzymes in medicine, particularly through the preparation of artificial metallo-B-
lactamases in vivo. A brief review of the model complexes of natural metallo-B-lactamases follows as these inspire
the preparation of the planned artificial metallo-B-lactamases. The modifications of the ligands of these complexes

Résumé
ces complexes qui sont susceptibles de conduire a de meilleures activités sont décrites en conclusion.
Mots-clés
p-lactamase.
Abstract Artificial metalloenzymes: prospects from biocatalysis to medical applications
that are likely to lead to better activities are described in conclusion.
Keywords Bioinorganic chemistry, biomimicry, artificial metalloenzyme, Diels-Alder cycloaddition, §-lactamase.

Les métalloenzymes artificielles

La biocatalyse alimente I'évolution de la chimie classique vers
une chimie verte et durable. Dans le but de multiplier et de
diversifier le potentiel des enzymes utilisées en biocatalyse,
les chercheurs ont inventé les enzymes artificielles [1]. Ces
derniéres, provenant soit de protéines ou d’enzymes dont
I'activité a été modifiée et/ou redirigée, soit d'enzymes créées
de novo, sont des outils de choix pour cette nouvelle ére de
la chimie car elles peuvent catalyser, dans des conditions
écocompatibles, des réactions classiques telles que la réaction
d’'époxydation, la réaction d’addition de Michael, ou encore
la réaction emblématique de cyclisation de Diels-Alder (DA).

Les Diels-aldérases artificielles (DAases)

Le développement des DAases artificielles est particuliére-
ment intéressant car il pourrait combler le manque de DAases
naturelles [2]. La réaction de DA modéle sur laquelle se basent
les chercheurs pour évaluer les DAases artificielles est la
cycloaddition du cyclopentadiéne 1 sur la 2-azachalcone 2.
Il a été démontré que, dans I'eau, Cu®* était le cation de choix
pour catalyser cette réaction car il active la 2-azachalcone 2
en la coordonnant d'une facon bidente, facilitant ensuite
I'attaque du cyclopentadiene 1, et par conséquent la cyclo-
addition (figure 7). Les propriétés catalytiques de l'enzyme
étudiée (K et kcar) peuvent étre déterminées par un suivi
cinétique de la réaction. De plus, les proportions des quatre
stéréo-isomeres possibles du produit 3 formé sont controlées
par les résidus protéiques de I'enzyme artificielle et reflétent
ainsi sa sélectivité.

Poussés par I'importance des cycloadditions de DA dans la
synthése chimique et par I'impact positif qu'auraient les DAses

Figure 1- Mécanisme de la réaction de cycloaddition de Diels-Alder du cyclopentadiéne 1
sur la 2-azachalcone 2 catalysée par .

sur la chimie verte, nous avons préparé une métallo-DAse
artificielle en remplacant par un Cu?* le Fe* natif présent
au site actif de l'oxydase de l'acide 1-aminocyclopropane
carboxylique (ACCO) [3]. En effet, les substrats naturels de
I'’ACCO, le dioxygéne et I'ACC sont de taille comparable a
celle de 1 et 2 et, de plus, il est proposé que I'enzyme a Fe?*
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Figure 2 - Modeéle obtenu par docking moléculaire montrant le positionnement de la
2-azachalcone 2 ausein de la poche catalytique de'ACCO-Cu et tracé de la seule voie d'attaque
ouverte pour le cyclopentadiene 1.

coordonne I'ACC d'une fagon bidente facilitant ensuite
I'attaque de ce substrat par le dioxygéne et par conséquent
son oxydation. Par la suite, I'enzyme reconstituée avec Cu?*
(ACCO-Cu) a été utilisée pour catalyser la cycloaddition de DA.
ACCO-Cu s'est avérée étre une excellente métallo-DAse [4],
conduisant spécifiquement et quantitativement a un produit
unique, I'endo®?-3 (TON > 200) avec un k . appde3 h, un Ky
de 230 UM et un ee >99 %. Cette spécificité inédite a pu
étre expliquée grace aux études de docking moléculaire
effectuées. Ces études ont montré qu’une seule géométrie
de coordination de la 2-azachalcone 2 dans le site actif était
possible, et qu’un seul chemin d'acces au site actif était alors
ouvert au cyclopentadiéne 1 pour qu'il réagisse avec la
2-azachalcone 2 coordonnée, menant ainsi au seul isomere
endoff-3 effectivement observé expérimentalement (figure 2).
Comme le prouve cet exemple, I'importance des métallo-
enzymes artificielles dans la biocatalyse est aujourd’hui
indéniable, et leur utilisation dans d’autres applications peut
aussi étre envisagée.

Les métalloenzymes artificielles in vivo

Au-dela de I'utilisation des enzymes artificielles pour la bio-
catalyse, nous avons visé leur utilisation pour I'ingénierie de
voies métaboliques abiologiques dans des cellules vivantes.
Nous avons ainsi préparé et caractérisé une métalloenzyme
artificielle basée sur le récepteur de I'adénosine A,, intégré
dans la membrane cytoplasmique de cellules embryonnaires
de rein humain vivantes [5]. Pour assembler cette métalloen-
zyme artificielle a la surface des cellules, la stratégie dite du
« cheval de Troie » a été suivie. Cette stratégie consiste a fixer,
grace a sa haute affinité pour le récepteur, un antagoniste lié
de maniére covalente au complexe 1,10-phénanthroline de
Cu?* via un espaceur court ou un espaceur long (4a-b,
figure 3). L'affinité du récepteur pour les conjugués préparés
a ensuite été évaluée par compétition avec un radioligand
et des constantes de l'ordre du nanomolaire - similaires
a celles de I'antagoniste initial — ont pu étre mesurées.

Les cellules exprimant le récepteur de I'adénosine A,, ont
également été mises en présence d'un fluorophore lié de
maniére covalente a un antagoniste de ce récepteur. Les
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Figure 3 - Métallo-DAses artificielles assemblées a la surface de cellules humaines vivantes par
ancrage de conjugués antagoniste-complexe de cuivre dans le récepteur de I'adénosine Ay,
exprimé dans la membrane de ces cellules.

images par microscopie de fluorescence montrent que les
membranes de ces cellules deviennent fluorescentes contrai-
rement a celles de cellules n’exprimant pas ce récepteur,
confirmant la liaison du conjugué fluorophore-antagoniste
au récepteur de I'adénosine (figure 4). Le construit s'est montré
stable apres trois jours a 4°C indiquant que le temps de
résidence des conjugués dans le récepteur était supérieur
a trois jours.

L'addition des conjugués 4a-b aux cellules exprimant le récep-
teur de I'adénosine A,, a permis I'assemblage a leur surface
des enzymes artificielles qui ont ensuite pu étre utilisées pour
catalyser la cycloaddition de DA de 1 sur 2. Les résultats ont
révélé qu’aucune sélectivité n'était observée avec le conjugué
le plus long (4b), suggérant que le complexe de cuivre se
trouvait a I'extérieur de la poche de liaison du récepteur. Avec
le conjugué le plus court (4a), un ee de 28 % a été observé en
faveur du produit endo-3"F, indiquant que, dans ce cas, la
métallo-DAse artificielle avait bien été assemblée au niveau
du récepteur - le complexe de cuivre se trouvant dans ce cas
dans la poche du récepteur — et qu'elle était fonctionnelle,
dotant ainsi les cellules vivantes d’'une activité abiologique.
Cerésultat conceptualise des perspectives médicales pour ces
enzymes artificielles. En effet, leur activité pourrait servir pour
générer des médicaments ou des sondes pour le diagnostic
directement dans I'organisme, et ceci, d'une fagon bioortho-
gonale.

A cet égard, notre stratégie consiste a cibler un récepteur
membranaire exprimé spécifiquement a la surface de cellules
d'un organe affecté pour le transformer en une enzyme
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Figure 4 - Microscopie de fluorescence de cellules embryonnaires de rein humain vivantes exprimant (A) et n’exprimant pas (B) le récepteur de I'adénosine A, aprés incubation avec un colorant
du noyau, Hoechst 33342 (bleu), et avec un antagoniste de A,, lié de maniére covalente au fluorophore BODIPY (rouge).

artificielle capable d'y activer une prodrogue ou prosonde de
diagnostic. Les B-lactamines telles que la pénicilline sont des
antibiotiques stables dans le corps humain essentiellement
parce qu’aucune enzyme humaine capable de catalyser leur
hydrolyse n’est connue a ce jour. Ainsi, concevoir un médica-
ment masqué par un B-lactame en une prodrogue, qui ne
serait activable que par une enzyme artificielle présentant une
activité B-lactamase préparée in situ dans I'organe affecté,
apparait comme une piste séduisante pour libérer le médica-
ment spécifiquement au niveau de I'organe visé. Les bactéries
résistantes aux B-lactamines possédent quant a elles des
B-lactamases naturelles. Des complexes biomimétiques de
ces enzymes liés avec des antagonistes de récepteurs ciblés
pourraient donc conduire a l'assemblage de B-lactamases
artificielles a la surface des cellules de l'organe affecté.
Néanmoins, tous les complexes biomimétiques des B-lacta-
mases connus a ce jour sont peu actifs. Notre premier but est
donc d'améliorer 'activité de ces complexes en les modifiant
pour mieux mimer les B-lactamases naturelles.

Les complexes biomimétiques
des métallo-p-lactamases (MpL)

L'équipe d’Eiichi Kimura a synthétisé en 1991 le complexe de
zinc 1c comportant un ligand tétradentate apportant une
sphére de coordination du métal différente de celle a trois
ligands du zinc des MBL mononucléaires [6] (figure 5). Ce
complexe s’est avéré peu efficace dans la catalyse de I'hydro-
lyse de la benzylpénicilline 1s (figure 5), probablement parce
que dans ce complexe, Zn** ne posséde pas de site de coordi-
nation vacant pour se lier au substrat.

L'équipe de Heinrich Vahrenkamp a préparé les complexes
de tris(3-arylpyrazolyl)borate de zinc 2c et 3c [7] (figure 5) et
ont montré que ces complexes étaient capables de catalyser
I'hydrolyse du monobactame 2s [8] (figure 5), mais avec une
cinétique lente, avec un k5 de I'ordre d’un tour par minute.
Ceci est probablement causé par I'encombrement stérique
autour du zinc, qui se retrouve peu accessible au substrat,
méme si le monobactame 2s choisi est un B-lactame relative-
ment peu encombrant.

L'équipe de Frank Meyer a synthétisé les complexes
dinucléaires de zinc 4c-7c [9] (figure 5) et a étudié leur activité
B-lactamase a I'encontre de la benzylpénicilline 1s (figure 5).
Comme indiqué par les auteurs, la coordination du substrat
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Figure 5 - Complexes mono- et dinucléaires utilisés pour mimer les MPL. Les 3-lactames
1-4s sont utilisés comme substrats modéles.
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précédant son hydrolyse nécessiterait la décoordination d'un
des ligands amine et, de plus, une distance inter-zinc
judicieuse serait importante pour rendre cette coordination
possible. Les complexes 5¢ et 7c comportant des ligands
pyridine n'étaient pas actifs probablement car la pyridine est
difficile a décoordonner, ce qui empéche la coordination du
substrat. L'analyse des structures cristallines des complexes a
permis de mesurer les distances inter-zinc dans chacun des
quatre complexes : Zn«-Zn = 3,61; 3,47 ; 4,41 et 4,15 A respec-
tivement pour les complexes 4c-7c. L'état de |'art actuel nous
permet de comparer ces distances a celles observées dans
les nombreuses structures cristallines de MBL dinucléaires.
Celles—ci varient entre 3,10 et 3,51 A, ce qui suggére que les
complexes 4c et 7c constituent les meilleurs mimes structu-
raux de MPBL. Le complexe 4c est effectivement apparu
comme le catalyseur le plus actif; néanmoins la cinétique
observée était lente, avec, la-aussi, un k,; de l'ordre d'un tour
par minute.

L'équipe de Stephen Lippard a synthétisé plusieurs complexes
dinucléaires de zinc et analysé leurs structures cristallines
[10-12]. Les distances inter-zinc Zne~-Zn =3,10 et 3,29 A
mesurées respectivement pour les complexes 8c et 9¢ sont
comparables a celles retrouvées dans les MBL (figure 5). La
fixation de la benzylpénicilline 1s et celle de la céphalotine 3s
sur ces complexes a aussi été étudiée par spectroscopies RMN
13C et IR. Ces études appuient 'hypothése selon laquelle
les pénicillines et les céphalosporines se lient aux Zn’* par
I'oxygéne du groupement carboxylate. Les auteurs ont
ensuite étudié les réactions d’hydrolyse de la nitrocéfine 4s
catalysées par ces complexes. Ces réactions se sont avérées
jusqu’a 1000 fois plus rapides que celles catalysées par les
complexes précédents. Ces résultats témoignent qu’une
distance inter-zincde 3,104 3,51 A et qu’une disponibilité d’un
site de coordination sur le zinc pour coordonner le substrat
sont deux paramétres importants pour l'activité B-lactamase.
Plus récemment, I'équipe de Camilla Abbehausen a congu les
complexes 10c et 11c composés de ligands tridentates [13]
(figure 5). Dans ces complexes, la sphére de coordination des
Zn?* est constituée par les deux atomes d’azote de deux
groupements amine et I'oxygéne d'un phénolate, et est
complétée par des acétates. Ces derniers sont supposés
s'échanger dans I'eau avec des ions hydroxyde. La structure
cristallographique montre une distance inter-zinc de 3,12 A,
mais une faible activité B-lactamase a I'encontre de la nitrocé-
fine 4s a cependant été observée. Ces complexes présentent
deux sites de coordination vacants par Zn’*, ce qui pourrait
permettre la coordination de plusieurs molécules de substrat
sur le complexe, aboutissant ainsi a la décomplexation des
cations Zn’" et a la perte de I'activité.

Limites des modéles actuels

Les études des complexes mononucléaires (vide supra) suggé-
rent que les MBL mononucléaires sont capables de coordon-
ner le substrat et un ion hydroxyde sur le zinc. Les structures
cristallines de MBL mononucléaires suggérent également la
coordination du substrat et montrent que la molécule d’'eau
réactive engage deux liaisons hydrogene avec un résidu
aspartate et un résidu histidine la rendant plus nucléophile,
mais sans coordination par le zinc (figure 6A). Les études des
complexes mimes des ML dinucléaires suggérent quant a
elles la coordination du substrat aux deux cations de zinc,
et ensuite son attaque par un ion hydroxyde pontant les
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Figure 6 - Site actif de MBL mononudléaires (A) et dinucléaires (B) lié avec un substrat
[3-lactame.

deux Zn?". Les structures cristallines de MBL dinucléaires sont
en accord avec ces conclusions, mais suggérent de plus que
I'ion hydroxyde réactif serait aussi lié a un résidu acide aspar-
tique par une liaison hydrogéne le rendant encore plus
nucléophile (figure 6B).

Il est donc notable que les complexes biomimétiques des
MBL sont des complexes fonctionnels qui imitent I'activité
hydrolytique de ces enzymes mais négligent des caracté-
ristiques structurales enzymatiques sdrement trés impor-
tantes pour aboutir a une meilleure activité. En effet, aucun
complexe modéle ne comprend un ion hydroxyde rendu plus
nucléophile grace a des liaisons hydrogene avec la deuxieme
sphére de coordination de Zn?*, comme observé chez les MBL
dinucléaires. La conception de tels complexes est donc néces-
saire pour étudier I'impact de ces liaisons hydrogéne sur
I'activité.

De plus, les sites actifs des MBL dinucléaires comportent des
ligands tels que des fonctions imidazole (histidine), thiol
(cystéine) et acide carboxylique (acide aspartique) liés aux
deux Zn?* qu'ils maintiennent & une distance inter-zinc de 3,1
a 3,8 A. Certains des complexes modeéles de ces sites actifs
rapportés jusqu’'a maintenant miment bien la distance inter-
zinc mais comportent majoritairement des ligands azotés
avec un seul exemple comportant des ligands oxygénés
(vide supra). D'autres complexes modeles comportant des
ligands variés sont donc nécessaires pour élucider le réle de
la nature du ligand du zinc sur l'activité.

Enfin, des complexes qui a la fois présentent une distance
inter-zinc similaire a celles observées dans les MBL, compor-
tent des ligands variés comme observé dans les MBL et sont
capables d'activer par liaison hydrogene un ion hydroxyle
coordonné aux Zn’*, permettront de comprendre I'impor-
tance de chacun de ces éléments et de leur combinaison dans
I'activité hydrolytique, et aideront par la suite a concevoir de
meilleures mimes de MPL qui pourraient enfin servir au
développement d’applications thérapeutiques des métallo-
enzymes artificielles.

La synthése de complexes de zinc présentant ces caractéris-
tiques constitue un prérequis incontournable pour I'élabora-
tion in vivo de métalloenzymes artificielles possédant une
activité B-lactamase conséquente et suffisante pour constituer
la base de nouveaux outils théranostiques basés sur I'hydro-
lyse de prodrogues et/ou de prosondes possédant un cycle
B-lactame.
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