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Fructose-6-phosphate aldolase
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IPG 1,2-O-isopropylidéne glycérol

IPTG Isopropylp-D-1-thiogalactopyranoside
Kcat Constante catalytique
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Km Constante de Michaelis
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LDH L-lactate déshydogénase
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MS Spectrométrie de masse
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NADP(H) Nicotinamide dinucléotide phosphate
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PCR Polymerase Chain Reaction

PEP Phosphoénolpyruvate

PFK1 Phosphofructokinase 1

PM Poids moléculaire

PMS Phénazine méthosulfate

PRPP 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate
PTE Phosphotriestérase

QCM QuickChang®" Site-Directed Mutagenesis
RhaD L-rhamnulose 1-phosphate aldolase
RMN Résonance magnétique nucléaire
SGAT Sérine aminotransférase

SOE-PCR Single Overlap Extension-PCR

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

Taq Thermus aquaticus

TBAF Fluorure de tétrabutylammonium
TBS terbutyldiméthylsilyle

TEA Triéthanolamine

ThDP pyrophosphate de thiamine

THF Tétrahydrofurane

TK Transcétolase

Tm Température de fusion

TPI Triose phosphate isomérase

X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indoly-D-galactopyranoside



Sommaire






INTRODUCTION GENERALE ..o nnnnn e snnnnennee 1

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE ......ccoiiiiiiiiieiiieee ettt e e e e e e e e st ea e e e e e e s annnnsneeenennnns 9
CHAPITRE | : AMELIORATION ET MODIFICATION DES ENZYM  ES..ccccccevvviiiiiiieeeeenenn 11
1. INTRODUCTION ..ottt et ee e e e s e e e e e et eaaeeaeaeeaaansseseeeeeenanasssseeaaaaeaesannnsssnneees 11
2. CREATION DE LA DIVERSITE AU NIVEAU DES GENES ........ccoooiiiiiiiiieee 13
2.1 MUtAgENESE AIEALOITE .......cccei i aananseesresereserrenrrrrnrne 13
2.2. MULAGENESE AINGEE .. ..o e 14
2.3. Mutagenése « semi-rationnelle » au niveauedaggquence ou d’'un géne entier ............... 15
3. METHODES DE SELECTION ET DE CRIBLAGE .......cmmeeeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeaaeiiieeeeeaeens 20
3.1 MELhOAES A€ CrIDIAGE ... 21
3.2. Méthodes de sélection basées sur la SUNEEIBS ................ccevveeviieeeeeeciiiiiee e 27
3.3. L0 1] 1113 [ o 31
4. EXEMPLES DE STRATEGIES UTILISEES POUR MODIFIEREB ENZYMES PAR
MUTAGENESE ...ttt e e e e e e e e e e e e s e b bt et e e e e e e e e s nnneees 32
4.1, Relations entre les positions des mutatiofssgiropriétés des enzymes mutées..............
4.2. Exemples d’amélioration et modification d’emBs.........ccccoeeveeeiiiii e, 32
5. CONCLUSION ...ttt ettt e e e e e s e bbbttt e e e e eees e e e e e e e e e e s a bbb e eeeaee s 36
CHAPITRE Il : LA TRANSCETOLASE ......cc ittt ettt e e e e ttee e e e e e e e s s smnnneaeeeeaanns 37
1. ROLE DE LA TKIN VIVO.... .ttt ettt e s seetne e e e e s s s taaaeee e e e e e e e e s annnnnneeeeeeanens 37
1.1. Réaction catalyS@@ VivOoPar 12 TK..........uuiiiiiiieiiiiiieee e e e e 37
1.2. Réle de la TK chez les microorganismes ebilganismes SUpérieurs................eee... 38..
2. SEQUENGCAGE ET SUREXPRESSION DES TK.......ommmmmueettirieiiaaeeaannniiiiineeeeeeeesssnnes 42
2.1 Y= Lo [ ]=] o= To [T PP 42
2.2. Surexpression et purification deS TK ... eeeeeeeriieeiiieiiiiiiiireierrr e 43
3. ETUDE CRISTALLOGRAPHIQUE DES TK ....ciiiiiiiieee ittt 45
3.1. Structures tridimenSIONNEIIES ... 45
3.2. Etude du site actif de la TK en présence dBBCtRUIS .........coooviiiiiiiiiiieeeiiiiceeeee e 47
3.3. Etude du site actif de la TK en présence desgbstrats ............cccccceevvieeieiiiit .. 48
4. MECANISME REACTIONNEL DE LA TK ...ttt eeeiiiiiee e sseeee e e e e e ieaneeneeennnes 55
5. ETUDE ET MODIFICATION DE LA SPECIFICITE DE SUBSRAT DE LA TK.....ccceeevne 56
5.1. Etude de |a SPECIfiCIté de [a TK ... .. eeeaeeenrees 57
5.2. Exemples d'utilisation de la TK en synthésgaoique ................oooeeeeeeeeee e, 60
5.3. Modification de la spécificité de substrat@aK...................cccciiiiiiii 64
6.  CONCLUSION ...ttt e e et e e e e e e e e e s ettt e e e e eneaaseeeeeeaeeeaaansssnseeeeaeens 71
RESULTATS ET DISCUSSION .....uiiiiiiiiiiiee e ettt a e e e e e e s seeneee e e s s sssssaaaeeeeaeaeaasannnnsnnneeeaaeeans 73
CHAPITRE | : SYNTHESE DES SONDES. ........ccciiiiiimmeeieee e et e e e e siieeeee e enesssneeees 75
1. SYNTHESE DES SONDES PRESENTANT LE MOTIF CETOSHBREQ.................cc.... 76
1.1. Stratégies ChimioeNZYMALIQUES.........uceerccce e e eeiiiiiiiee e e e e e e e s e e e e eeeeereeereeeeeeeeanns 77
1.2. Synthése chimioenzymatique du COMPOSE L .eceeeeererrrmnniniiiiiiieiieeesseee e ee e s s sseennennnns 84
1.3. Synthése chimioenzymatique duU COMPOSE 2 .eeeeeerrrrrnuniriiiiiiiiieeaeeseee e e e e e s ssneensennnns 88

1.4. Synthése chimioenzymatique du COMPOSE S eeeeeeerrrrrrmmimiiiiiiiiirieesseae s s e e s s ssneennennnns 98



1.5. Synthése chimioenzymatique du COMPOSE 4 .eeeeeeeeeiiiiiiiiiieee e 106

1.6. Synthése chimioenzymatique du COMPOSE Beereeeeieiiiiiiieeee e 113
1.7. Bilan des syntheses des COMpPOSES CEtABEED:............c.cevvvvveveeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 116
2. SYNTHESE DES SONDES PRESENTANT LE MOTIF CETOSERYTHRO.................. 118
2.1 Aldolisation asymeétrique par voie chimiquerdanocatalyse...............ccccceeeeeeeeennn. 118
2.2. SYNthESE AU COMPOSE B....oeeiiiei e e 121
2.3. SYNthESE AU COMPOSE 7 ...ttt ettt ettt smn e e e e enseeeeeas 123
2.4. Bilan des synthéses des compoSés CEt@FRFO6 €t 7........cevveeeeiiiiiiiiiiiiieeee e 127
3. SYNTHESE DES SONDES PRESENTANT LE MOTIF ALDOSETBIREO...................... 127
3.1 Stratégies pour accéder au motif aldogBrBe. ...........ccccveiiiiiiiiiii e 128
3.2. SYNthESE dU COMPOSE 8.....oceiiiei et 128
3.3. SYNth@se du COMPOSE O....eviiiiiei e 135
A, CONCLUSION ...ttt e e et e e e ettt e e e e st e e ennnee e ansbeeeeeeansaeeeeaannnnes 138
CHAPITRE Il : DEVELOPPEMENT DU TEST DE SELECTION ET INGENIERIE DE LA
TRANSCETOLASE ......ceitiiiieeee ettt e e ettt e e e e e e e e st aeeaaaaeaaasasssteeeeesssnsssssneeeeeaaeesaannnnes 141
1. ETUDE DE LA REACTION CATALYSEE PAR LA TK DE LEVRE EN PRESENCE DES
SONDES CETOSES DHREOQ.......ciiiiiiieiiiiiiiiieite e e e e e e sttt eeeae s s saaeeeeeaaeeaesssnssseneeeeeeeeessanns 142
1.1. [ (0 To [ o T T 1T U= PEERRT 142
1.2. Etude par modélisation MOIECUIAINE.......cccceeriiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeee e 148
1.3. [©70] a Tox (1o ] o PR PPPP 150
2. ETUDEIN VIVODU TEST DE SELECTION .......cctitiiiiiiiiie et 151
2.1. Obtention des cellules auxotrophes pour leiteuet la méthionine ..., 152
2.2. Etude de croissance en présence des précudeEiacides aminés..............cccvvveee. 153
2.3. Etude de croissance en présence des sondes B#hréo3 et 4 .........cccceeeviiiieeeininnenn. 157
2.4. Optimisation du test de sélection en présdrda sonde 4..............cccceeeeiiveees . 162
3. CREATION DES BANQUES DE TK MUTEES. ........ocommmeiiiiieeee e 166
3.1. 1= =T 1= PP PPPRP 167
3.2. Création de la banque de TK mutées destingm&eser I'énantiosélectivité.................. 169
CONCLUSION ET PERSPECTIVES ....ooiiiiitiiie ettt sate et nneee e 175
PARTIE EXPERIMENTALE ....ooiitiiie ittt et e ettt e et e e e et e e e e nnaeeeas 181
SYNTHESE ORGANIQUE ....cociiiiiiiie ittt ettt e e et e e e s snnaee s annne e e e e annnees 183
ENZYMOLOGIE .....ooiiiieiiiiiiie ettt ettt e ettt e e e sttt e e e e sttt e e ennee e e entseaeeeannaneeeeennes 241
MICROBIOLOGIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE ........ccimmiiiieeeiiiiiee e 249
ANNEXES ... oeiie ettt et e e e e e e ettt e e e ettt e e e e esta e e e e e e aae e e e e e steeaaatteeee e e nraeeeeaannreaaeeannes 259

REFERENCES BILBIOGRAPHIQUES .......oooiiiiiiiiiieeiieeee e seennennnnnnnnnes 275



Introduction générale






INTRODUCTION GENERALE

Contexte

Les monosaccharides représentent une classe deosésnpmportants en biologie. lls
conduisent & de nombreuses applications dans leaidempharmaceutique (antiviraux,
antibactériens) ou encore dans le domaine agroaiaime (arbmes, édulcorants). Le role
fondamental de ces molécules a fait de leur syathas cible pour de nombreuses equipes.
L’intérét majeur de la catalyse enzymatique poweder a ces molécules est qu’elle permet
de créer des centres chiraux de configurationsrd@iées grace la stéréospécificité et/ou
I'énantiosélectivité des enzymes. De plus, les tidas catalysées par les enzymes étant
régiosélectives, la protection des différents gesnents fonctionnels n’est pas nécessaire ce
qui permet de diminuer le nombre des étapes dénéyatet d’améliorer le bilan énergétique
et environnemental. L'utilisation d’enzymes est dguarticulierement bien adaptée a la
synthése de monosaccharides, molécules fonctizéesliprésentant de nombreux centres
asymetriques.

Les réactions qui catalysent la formation stérécfpée d'une liaison C-C
permettent d’accéder a ces composés en peu d'dtaesn apportant la chiralité souhaitée.
Deux approches sont développées actuellement :ola ¢himique avec notamment
'organocatalyse asymétrique (utilisation d’acidesninés chiraux) et la biocatalyse
(utilisation d’enzymes). Ces stratégies ont en comme catalyser des réactions d’addition
nucléophile d’un cétol ou d’'un aldol (substrat dear) sur un aldéhyde (substrat accepteur).
Plus précisément, il peut s’agir :

- de réactions d’aldolisation grace a l'utilisatidienzymes appartenant a la classe des lyases
comme les aldolases et a 'organocatalyse en préstacides aminés chiraux

- de réactions de transfert d'un groupement cétoluse fonction aldéhyde catalysée par les
transférases, classe a laquelle appartient lacgamiase (TK).

Notre laboratoire s’intéresse depuis plusieurs esng la TK (E.C.2.2.1.1). Cette
enzyme catalyse la formation stéréospécifique d'liagson C-C. Elle transfere un
groupement hydroxyacétyle d’'un substrat donneurususubstrat accepteur aldéhydique de
préférencea-hydroxylé. La réaction catalysée par cette enzygse stéréospécifique (le

nouveau carbone asymétrique formé est de configaurgb) et énantiosélective (seuls les



aldéhydesu-hydroxylés de configuratioR sont acceptés). Ainsi, il est possible d’accéder a
des cétoses de configurationtiréo (3S-4R). De nombreux analogues de cétoses ont déja été
préparés au laboratoire en présence d’hydroxypyeuvaubstrat donneur peu couteux est
facile a synthétiser. De plus, la décarboxylatian I'thydroxypyruvate par la TK rend la
réaction irréversible (Figure 1A). La TK présentend des avantages dans le cadre
d’applications en synthese par rapport a I'utilizatdes aldolases et a I'organocatalyse. Ces
stratégies nécessitent respectivement I'utilisatiera dihydroxyacétone phosphate (DHAP)
et de la dihydroxyacétone (DHA) protégée composgdisats a préparer. Les cétoses protégés
obtenus nécessitent une ou plusieurs étapes deteégon pour obtenir les groupements

hydroxyles libres.

Objectifs

Nous cherchons a élargir le champ d’applicatioiadeaction catalysée par la TK qui
est limité a 'obtention du motif cétosetbréo (3S,4R). Dans ce but, la modification de la
spécificité de substrat de la TK passe par la naadibn du géne codant pour cette enzyme.
Le laboratoire s'intéresse particulierement a la @& Saccharomyces cerevisiagyant
participé a I'étude du site actif de cette enzymecellaboration avec le Pr. Schneider de
I'Institut Karolinska (Stockholm). Cette source T était la seule qui permettait de concilier
la connaissance de la structure 3D et I'expresdams un microorganisme facile a cultiver.

Depuis tres peu de temps, la structure 3D de laBX coli a été décrite dans la littérature.

o] OH o OoH
HO. H H TK 3
A oo+ NOR LS Ho\)J\_/\R . CO,
o OH
donneur accepteur cétose D- thréo

Mutagénése : banque de TK mutée

Test de sélection ou de criblage

O OH O OH
HO.
HO\A(COOH + Hw“/'\ R \)J\E/LR + CO,
o) A\ OH
B donneur accepteur cétose L- érythro

TK mutée

o) OH /\ O OH
HJL(COOH + H\H/\R HJ\./\R +  CO,
o)

OH
aldose D- thréo

Figure 1 : modification de la spécificité de substt de la TK

Nos objectifs visent a modifier la spécificité sigbstrat de la TK d8accharomyces

cerevisiagpour accéder a des motifs inaccessibles avecfeazsauvage :



- motifs cétoses lérythro (Figure 1B). Il s’agit de modifier, dans ce cas,
I'énantiosélectivité vis-a-vis du substrat acceptdlet aspect est intéressant car, parmi les
enzymes qui catalysent la formation d’'une liaisoi€ Cseule la tagatose-1,6-bisphosphate
aldolase est susceptible de conduire a ces compospendant, elle n’est pas stéréosélective
(<10 % composé lerythro et > 90 % composé Bwéo). L'organocatalyse en présence L-
proline permet d’accéder a cette configuration neisubstrat donneur et donc le produit de
la réaction sont protégés. La modification de la p#&urrait nous permettre notamment
d’accéder en une étape au D-tagatose, qui peuttdtsé comme édulcorant alimentatre.

- motifs aldoses Dhréo (Figure 1B). Il s’agit de modifier la spécificit@dia TK vis-a-
vis du substrat donneur pour gu’'un groupement ftenspit transféré a la place d'un
groupement hydroxyacétyle. Il a été montré queKap&ut transférer un tel groupement sur
un substrat accepteur mais avec une tres faibiatacies aldoses sont préparés en général
par isomérisation du cétose correspondant. Lahegetdu 5-D-thioxylose (aldosetbreo)
serait intéressante car ce composé est une dies ab laboratoire. Cette molécule est
utilisée pour accéder a des composés a visée rantitiotique (une collaboration avec le

groupe Fournier a été développée sur ce théme).

Stratégie

Dans une démarche visant a modifier les propridiése enzyme, deux parametres
sont essentiels : le choix de la ou des technigiysfemettant de créer de la diversité au
niveau du géne codant pour I'enzyme et le choixteBi qui va permettre de mettre en
évidence les propriétés recherchées au sein denlqube de clones exprimant les enzymes
mutées.

m Notre stratégie consiste d’'une part a créer dewmjues de TK mutées par
mutagenese « semi-aléatoire » au niveau du sité. &ette stratégie est maintenant
privilégiée pour modifier la spécificité de substiaine enzyme (par rapport a la mutagenese
aléatoire). Le choix des résidus ou des séquencdssxjuels porteront les mutations pourra
donc étre guidé par la connaissance du site aetd K deSaccharomyces cerevisiae

m Nous avons choisi d’autre part un test reposankgilisation de sondes présentant
les motifs cétose-lérythro et aldose Dthréo adaptées aux propriétés recherchées au sein de
la banque de TK mutéeSi ces motifs sont reconnus par des TK mutéesaikoh C-C sera
rompue et I'aldéhyde libéré permettra de détecaetivité de la TK grace au groupement R

qui est I'élément clé dans notre approche (Figyre 2



reconnaissance par la TK

O Ry Ry R, Rs

BV I
S o $
Ry /, R, <_(3roupememnécessa|repourla

= détection de l'activité de la TK
OH

Cétose D-thréo R;=CH,0OH; R,=H; R3=OH
Cétose L-érythro  R;=H; R,=H; R3=OH
Aldose D- thréo R;=CH,0OH; R,=0OH; Rz=H
Figure 2 : Sondes utilisées pour détecter l'activit de la TK
Ainsi, en raison de la réversibilité de la réactione TK mutée reconnaissant le motif
cétose-Lérythro ou aldose Dhréo des sondes pourrait étre capable de créer cessneotif
présence des substrats donneurs et accepteursogsesnuhaitons utiliser dans un but

synthétique (Figure 3).

D-R-5P D-S-7-P

o R

)L\}i& TK/ Ry &

R / - > O\X

1 Ry A R
H

Test de criblage ou sélection ’

oln

0O R, R
)L\}is Utilisation en synthése Ry Rs
e - o X
1 Rs / TK\ o A Re
H )k
co, R

' COOH

oln

Figure 3 : Réversibilité de la réaction catalyséegr la TK

Le groupement Rdes sondes intervenant dans le test développélelandre de cette
these a été choisi en fonction des acquis de p&qun effet, des travaux antérieurs meneés au
laboratoire ont conduit au développement d’'un wstcriblage en présence de sondes
fluorogéniques précurseurs de I'umbelliférone, éRcoumarine) (Figure 4). L'aldéhyde
libéré a l'issu de la réaction catalysée par la Jbit une réaction d@-élimination de

'umbelliférone hautement fluorescente en présetecka BSA.

OH BSA

o @2 HO, H b N
HO\)I\/?\/ TK 2 -élimination i
o 3 Test de criblage
S ~Rr ﬁ O O, HOR, = > fluorimétrique
4 AR, HO 0”~o

OH D-R5-P D-S-7-P

umbelliférone

H \
\"/\ fluorescente

Figure 4 : Test de criblage fluorogénique

Dans cette approche, nous nous sommes heurtésiauptuproblemes : (1) ce test
n'est réalisable quim vitro et le criblage d’'une banque de mutants nécessitérdiction des
TK mutées pour chaque clone (2) la présence duypgroant coumarinyle réduit I'affinité des
sondes pour le site actif de la TK (3) la fragiti la liaison éther conduit en I'absence de TK

a la libération de I'umbelliférone dont il est diffe de s'affranchir. Ainsi, la mise en



evidence de trés faibles activités chez les TK paitEst donc compromise en utilisant ce type
de composeés.

Compte-tenu de ces résultats, nous avons entréans le cadre de cette these de
développer une alternative qui permettrait de résoles problemes évoqués ci-dessus : (1)
en mettant en place un test de détedtiovivo de 'activité de la TK applicable au criblage de
larges banques d’enzymes mutées (2) en utilisansaledes présentant le motif indispensable
a la reconnaissance par la TK et un groupemgnguR serait moins encombré pour une
meilleure affinité vis-a-vis du site actif et (3 par une liaison C-C.

Dans cette stratégie les sondes utilisées doivast $pécifigues de la propriété
recherchée chez la TK et conférer au microorganisdte un avantage sélectionnable. Nous
avons congu des composés comportant un motif recpanla TK naturelle (cétose thréo)
ou mutée (cétose &rythro ou aldose Othréo) et la chaine latérale d’'un acide aming)(R
susceptible d’étre transforni@ vivo en I'acide aminé correspondant selon le schémaopeop
ci-dessous (Figure 5). La premiére étape de catteacle de réactions est conditionnée par la
reconnaissance du motif hydroxylé par la TK. Listia C-C de la sonde sera alors rompue et
conduira a la libération de I'aldéhydehydroxylé qui sera pris en charge par le métabulis

de la cellule héte pour donner I'acide aminé cqroeslant.

R3

R R
" Rz// GE] 2 R3 Oxydation P Oxydation Q  Transamination g
)L o TK < HO, ' HO. HO Test de sélection :
R{ H Ry > ‘ R o Ry —— Ry —— Ry == croissance des cellules
z o) (¢]
H

o o

Aldéhyde Acide Acide
a-hydroxylé a-hydroxylé a-cétonique

L-Acide aminé

Cétose D-thréo R;=CH,OH R,=OH Ry=H
Cétose L-érythro R1=CH;0H Rz=H R3=0H
Aldose D-thréo Ry=H R,=OH Ry=H

Figure 5 : Principe du test de sélection

La transformation des sondes en acide aminé sabisé@ dans des souches
d’Escherichia coliauxotrophes (incapables de se développer I'abstmdacide aminé dans
le milieu de culture). Seules les cellules exprimanTK capable de reconnaitre le motif
glycosylé de la sonde introduite dans le milieucd#ure pourront produire I'acide aminé
nécessaire a la complémentation de leur besoiitiontrel.

Nous avons choisi la nature des chaines latér&gs gn fonction de différents

parametres :

(1) la présence d’'une chaine linéaire, compte tenwadailble activité de la TK en
présence de sondes portant un cycla=(Ryrosinef ou un bicycle (=

umbelliférone) comme I'ont montré des travaux datés menés au laboratoire



(2) la présence d’'une chaine aliphatique non ramifi€¢eQHs, groupement le plus
simple chaine latérale de I'alanine), ramifiég tRCH(CH),, chaine latérale de la
valine) ou R=CH,-CH(CHg), chaine latérale de la leucirm) encore comportant
un hétéroatome (@RCH,-CH,SCH; chaine latérale de la méthionine et
R,=CHOH-CH; chaine latérale de la thréonine)

Le premier objectif est d’étudier I'activité deT& sauvage sur ces nouveaux substrats
donneurs (cétos®-thréo) qui different par la nature de la chaine latégales ou moins
encombrée et/ou hydrophobe. Ces composeés serquar@sépar voie chimioenzymatique.

Le deuxieme objectif est d’évaluer la faisabilité¢ st de sélection en présence des
sondes qui seront testées vivo (en présence des cellules auxotrophes exprimaiiKla
sauvage de levure) pour vérifier si elles sont ym&surs des acides aminés correspondants.
Dans l'optique d'utiliser cette stratégie pour &estion de TK mutées les sondes présentant
les motifs Lérythro et aldoses Dhréo seront synthétisées par voie chimique ou

chimioenzymatique.

Dans une premiere partie nous allons présenteranaf/se de la bibliographie en
rapport d’'une part avec I'amélioration et la mazifion de la spécificité de substrat
d’enzymes (techniqgues de mutagenese et testshdagaiet de sélection actuellement utilisés)

et d’'autre part avec la TK en nous attachant plagiqulierement a sa structure, ses

propriétés, son mecanisme enzymatique et a sesappis en synthese.

Dans la seconde partie nous présenterons et dignatées résultats concernant tout
d’abord la synthése des sondes par voie chimioeatigue puis le développement du test de
sélection (étudesn vitro en présence de la TK sauvage ietvivo en présence du
microorganisme hote auxotroplie col)) et pour finir par I'ingénierie de la TK de levure

(création des banques de TK mutées).

Nous conclurons et nous indiquerons les perspectifiertes par I'ensemble de ces

travaux.



Etude bibliographique
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CHAPITRE | : AMELIORATION ET MODIFICATION DES
PROPRIETES DES ENZYMES

1. Introduction

Ces derniéres années, le pouvoir catalytigue degnees a été de plus en plus utilisé
dans de nombreux domaines, notamment dans ceux cenhie fine, de la pharmacie et de
'environnement. Cependant, en raison de leur §ip#€ide substrat et de leur instabilité dans
des conditions non physiologiques, l'utilisationsdenzymes est freinée dans des procédés
industriels qui nécessitent souvent des conditexteemes de pH, de hautes températures, la
présence de solvants organiques, de détergentssst @de substrats dont la structure est
souvent tres éloignée des substrats naturels. Banslles conditions, les enzymes ont une
faible activité et peuvent méme étre dénaturéegr Bes raisons, est née l'idée de créer des
enzymes exactement adaptées aux parametres optineziverchés. Le but est ainsi
d’améliorer ou de modifier leurs propriétés caiglyes pour optimiser les procédés de
biotransformation.

Au cours des trente dernieres années, I'évoluties téchniques d’ingénierie des
protéines a permis d’améliorer ou modifier les pitps d’enzymes sauvages par mutations
ponctuelles grace a la mutagenese dirigée, la renésg aléatoire et plus récemment par

recombinaison (DNA shuffling) (Figure 6).

N

y=Xcx+y,
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Statistical modeling of A
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a Random and /__// library design
G site-directed a8 ()
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: e - \
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Natural c'{ oy y
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TRENDS in Binfechnoiogy
Figure 6 : Evolution des techniques utilisées poda modification d’enzymes

Au début des années 1990, une technologie a éé& qar Arnold en 1983t par
Stemmer en 1994 I'évolution dirigée appelée également évoluiiowitro. Elle consiste a

reproduirein vitro I'évolution naturelle qui a permis aux organismeess’adapter aux
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conditions environnementales en réduisant I'échelteps (du million d'années a quelques
mois). L'évolution dirigée conduit & une libraircBenzymes mutéewvia des mutations
ponctuelles et/ou des recombinaisons a partir che grarental. L'enzyme mutée présentant
les propriétés recherchées est ensuite mise ear®adar un test de sélection ou de criblage.
L’intérét majeur de I'évolutionn vitro est depermettre une amélioration de l'efficacité de

'enzyme mutée en soumettant le gene corresporaddiatutres cycles de mutagenese (Figure
7).
Geéne parental —48 ——
Création de la diversité
Mutations ponctuelles et/ou recombinaison

a N

—— —_——
. —_—
Gene —_——
—

Sélection ou criblage Clonage et expression

de la protéine d'intérét

Figure 7: Les étapes d’un cycle d’évolution in vito

De tres nombreuses stratégies conduisant a la icettthh d’enzymes sont décrites dans

la littérature et leur succeés repose essentiellemardeux aspects essentiels:

m le premier consiste a utiliser une stratégie affecpour créer la diversité au niveau
d’'un gene qui sera surexprimé dans un microorganibote adapté. Les premiers travaux
privilégiaient des tailles de librairies allant B& & 13°, I'hypothése était qu'il y avait plus de
chances de trouver le mutant recherché parmi ge lpanel. A I'heure actuelle, les études se
dirigent vers la création de plus petites librairkd & 16 obtenues avec des stratégies plus
ciblées sur certaines séquences de la prétéBeton les travaux des chercheurs réfé?&ts
dans ce domaine une stratégie efficace comporte pbaque cycle une voir deux mutations.
Au cours des générations les mutations sont ac@&esulséquentiellement ou par
recombinaison pour acquérir la propriété désfrée

m le deuxieme concerne le développement d’'un tgstlea sensible et spécifique pour

détecter les nouvelles propriétés de I'enzyme mset@epar criblage (chaque protéine est
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testée individuellement, si le test est jugé piostigéne correspondant est isolé) soit par
sélection (toutes les protéines sont testées enentémps en général au sein des cellules
hotes ; il est alors nécessaire qu’il y ait un liemtre l'activité de I'enzyme et la survie

cellulaire).

Nous allons tout d’abord exposer les différenteshodes de biologie moléculaire
permettant de générer de la diversité au niveaugdees puis nous décrirons les différents
tests actuellement utilisés pour sélectionner dalesrdes enzymes mutées. Nous indiquerons

ensuite des exemples d’enzymes modifiées par nmgage

2. Création de la diversité au niveau des genes

Deux types de méthodes peuvent étre utilisés paunergr de la diversité: la
mutagenese et la recombinaison.

La recombinaison est une technique qui a pour déldrasser des fragments d’ADN
provenant d'un ou plusieurs genes(s) parental(atnde conduire a des genes chimériques
dans lesquels les mutations bénéfiques des gemestgax sont concentrés. Le « DNA
shuffling » est la premiere méthode de recombimapa a été développée par Stemmer en
1994. D’autres méthodes basées sur le méme principeéténtproposées dans le but
d’augmenter la part des génes chimériques.

Nous allons nous attacher uniquement aux méthoeleaudageneése qui permettent de
générer des mutations ponctuelles sur un genetpareiobjectif est de substituer un ou des
nucléotides par un (d’) autre(s) au niveau de tpiséce nucléotidique et donc de remplacer
un ou des acides aminés par un (d)autre(s) auanivde la séquence protéique
correspondante (mutation par substitution).

Nous allons faire un bilan des différentes techesqude mutagenese (aléatoires,
dirigées, semi aléatoires) en indiquant les cariatitfues de chacunes.

2.1. Mutagenese aléatoire

La mutagénese aléatoire génére des mutations andesits non définis au niveau de
'’ADN. La plus ancienne et aussi la plus communémasgitisée est appelée PCR infidéle ou
« error-prone PCR'$ repose sur l'utilisation d’une ADN polymérase Fleermus aquaticys
la Taq polymérase, dont la fidélité est plus faitplee les autres ADN polymérases en raison

d’une activité 3'5’ exonucléase moins efficace (0,@& 0,002% d’erreur par nucléotides et par
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cycle damplification}®. Différentes Taq polymérases sont commerciales leetrs
caractéristiques varient en fonction du taux diarrgénéré et de la taille des séquences
d’ADN a amplifier (de 0,8 a 3 kb). En fonction dethille du géne d’intérét, certains auteurs
utilisent la PCR infidéle en présence de génesmntu de fragments de gelds En
définitive, le taux de mutation moyen obtenu pateceéthode est de I'ordre de 0,7 & %

De nouvelles méthod¥s ont été développées afin de limiter les biaisouhtits lors des
cycles d’amplification par PCR infidele faisant apm de nouvelles ADN polymérases
notamment humain&sou jouant sur les conditions réactionnelles dB@R notamment les
concentrations en dNTP et Krsuivi d’amplification en présence de 8-hydroxy-d&T

De plus, un logiciel MAP (Mutagenesis Assistant Programm : http:/map.jacobs
university.de/MAP.html) permet d’analyser les pijpates limitations indiquées ci-dessus et
propose des conditions standard de PCR infidéte difibtenir jusqu’'a 40 % de la diversité
totale possible pour une séquence donnée (la d&eosale correspondant a une substitution

de tous les résidus de la séquence par les 1% adiages aminés).

2.2. Mutagenese dirigée

La mutagénese dirigée a pour but d’'introduire ungation dans une position précise au
niveau d’'une séquence d’ADN. Cette stratégie raedla, utilisée pour substituer un acide
aminé par un autre au niveau d’'une séquence poaéigcessite de connaitre la position
précise de I'acide aminé que I'on souhaite muteregqtidentifié d’aprés la structure 3D de la
protéine. Plusieurs méthodes ont été développées’abtenir ce type de mutation par PCR.
Les plus anciennes reposent sur l'utilisation datmguoligonucléotides{éthode SOE-PCR
ou Single Overlap Extension-P&R ou deux oligonucléotides comme amorcesthode

« méga-amorce?).

Il est également possible de générer les mutatitmestement a partir du plasmide
contenant déja le gene d’intérét. La méthod@uickChange™ Site-Directed Mutagenesis
(QCM) utilisant deux amorces complémentailesvetée par la firme Stratagéhest I'une
des plus simples et des plus rapides actuellentiistas dans les protocoles de mutagenéese
dirigée (Figure 8). En effet, la mutation dans t¢esipon désirée au niveau du géne d'intérét
est introduite en une seule réaction de PCR a prtileux oligonucléotides complémentaires
portant la mutation. Du fait de la complémentadliés oligonucléotides utilisés, cette méthode
ne peut pas étre considérée comme une réactio@learoprement parlé : seul le plasmide
initial contenant le géne d'intérét sert de matpeair 'amplification. L’ADN néosynthetisé
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par PCR a partir des oligonucléotides ne peut pasirslui-méme de matrice pour

I'amplification.

N s Pm1 Geéne d'intéret
ne d'intéret
Gel inté —— muté

PCR avec Traitement Dpnl,
Pm1 + Pm2 Transformation

e e ———— —_—
plasmide linéarisé

Figure 8: Méthode "QuickChange™" utilisant deux amarces complémentaires

Cette approche présente comme avantages de négessiter d’étape de ligation car
des brins d’ADN a extrémités cohésives sont génétéde pallier a I'accumulation de
mutations non désirées inhérentes aux PCR, une séattion de PCR étant nécessaire.
Toutefois, il est nécessaire d'utiliser des oligdgatides de 25 a 45 bases présentant comme
caractéristique d’avoir une température de fusiom)(supérieure ou égale a 78 °C afin de
limiter leur auto-hybridation et favoriser ainsiitehydridation a la matrice.

Des modifications ou des améliorations ont été dppe au protocole initial afin
d’éviter de facon encore plus efficace le probléen®auto-hybridation des
oligonucléotide¥?* Il est également possible avec cette méme teglnitjntroduire des

mutations dans deux positions différeftes

2.3. Mutagenése « semi-rationnelle » au niveau d’'une séence ou d’'un

gene entier

D’autres techniques que l'on peut qualifier de maisationnelles » peuvent étre
envisagées dans loptique de réaliser des mutati@éatoires ou par substitution
systématique d’'un acide aminé par les 19 autrasjiesi séquences plus ou moins grandes
appelées « cassettes » identifiées au niveau da démtérét et choisies judicieusement
d’apres la structure 3D de la protéine corresporedadbes méthodes peuvent aller jusqu’a

réaliser la substitution systématique de chaquieaaininé d’'un gene entier par les 19 autres.

2.3.1. Méthodes de mutagenése aléatoire ciblées sur ungeeénce déterminée du

gene : mutagénése par cassette (« cassette mutagens)

Elle consiste a remplacer une courte séquence éppetassette » par un fragment
d’ADN synthétique contenant la séquence mutée wulles mutations peuvent étre

introduites de facon aléatoire.
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Cette approche consiste a utiliser des séquendd3Nd’synthétiques contenant des
mutations aléatoires dont le taux est contrélél@aiourcentage de nucléotides contaminants
ou dopés (« spiked or doped oligonucleotides spihtits lors de la synth&SgFigure 9). La
stratégie consiste a utiliser un synthétiseur d’Afiovit le programme a été tout d’abord établi
pour obtenir la séquence sauvage d’intérét (lessdrvoirs de I'appareil délivrent dans ce cas
chacun des 4 nucléotides nécessaires). Pour obeshimutations aléatoires, chaque réservoir
contient alors le nucléotide principal et un failpleurcentage des trois autres nucléotides

(appelé nucléotide « dopé »).
Géne amuter
Cassette "Sauvage" ATT GGT GGT TCT GCC GAT TTA ACA CCT TCT AAC TTG ACC

Région a muter
entre R1 et R2

Guanosine 85 %
+ Cytosine 5 %

Thymidine 85 %
+ Cytosine 5%
+ Adénosine 5 %

Adénosine 85 %
+Cytosine 5 %

Cytosine 85 %
+ Adénosine 5%

Synthétiseur d'ADN

+ Thymidine 5 %
+ Guanosine 5 %

+ Thymidine 5 %
+ Adénosine 5 %

+Thymidine 5 %
+Guanosine 5%

R 2
Y
Plasmide (" ATT AGT GGT CCT GCC GAT TTA ACA GCT TCT AAC TTG ACC
ATT GGT GAT TCT GCC AAT TTA ACA CCT TCT AAC CTG ACC

A AAT GGT GGT TCT GCC GAT TTA AGA CCT TCT AAC TTG ACC
R2

Digestion par Enzymes de
Restriction R1 et R2

+ Guanosine 5 %

Ligation RL Poolde
d'unecassette | [ cassettes ATT GGT GGT TCT CCC GAT TTT ACA CCT TCT AAC TTG ACC
degenerée "dégénérées"
ATT GGT GGATCT GCC GAT TTA ACA CCT TCT ATC TTG AGC

ATT TGT GGT TCT GCC GAT ATA ACA CCT TCT AACTTG ACC

Pool de plasmides
avec gene muté

Figure 9 : Construction d'une banque de génes mutés

par mutagénese a cassette a partir d'oligonucléotis dopés

Au final, le synthétiseur produit des séquencegoaliicléotidiques comportant un
nombre variable de mutations (en fonction du pauege de nucléotides « contaminants »
introduits dans les réservoirs). Cette méthode peda générer des mutations aléatoires dont
le taux est contrélé par le pourcentage de nudésticontaminants introduits lors de la
synthese. Les brins codants et non-codants sonitersynthétisés a partir de ces cassettes
puis mélangés dans des conditions permettant |gpareement et enfin introduits dans un
plasmide. Cette stratégie présente néanmoins fHiv@ent de générer I'apparition d’acides
aminés appartenant a la méme ligne et/ou la mérmre® que l'acide aminé d’intérét

présent dans la séquence sauvage (cf Annexe paye 27

16



2.3.2. Méthodes de mutagenese par saturation de sites, l&bs sur un codon, une

séquence déterminée ou le géne entier

2.3.2.1. Mutageneése par saturation de sites (« Site-saturatutagenesis »)

Cette méthode de mutagenese est généralementsggpbqdes résidus du site actif ou
proches de celui-ci. Elle consiste a remplaceragerf systématique un résidu d’'une enzyme
par les 19 autres acides aminés. Ces substitigmmsréalisées par l'incorporation de codons
dégénérés dans la position désirée lors de la égmtbes oligonucléotides utilisés comme
amorces : la dégénérescence est introduite graxeddi¢rentes proportions de chaque
nucléotides A, T,G,C constituant les codons désigragdes lettres NNN, NNK, NNS, ... (N
= 25 % de chaque nucléotides ; K =50 % G et 50 %ST= 50 % de C ou G).

de dég-ré):?;escence Nombre de codons Acides aminés
Un codon Met, Trp
Deux codons Cys, Asp, Asn, Glu, GIn, His, Phe, Oys,
NNN Trois codons lle, STOP

Quatre codons Ala, Gly, Pro, Thr, Val
Six codons Leu, Arg, Ser
Un codon Cys, Asp, Asn, Glu, GIn, Phe, His, lles/Met, Trp, Tyr, STOP

NNK ou NNS Deux codons Ala, Gly, Pro, Thr, Val
Trois codons Leu, Arg, Ser

Tableau 1 : Nombre de codons et acides aminés caspondants
en fonction du type de dégénérescence utilisé

Ainsi, il est possible de réduire les biais dis addondance du code génétique c’est a
dire diminuer le nombre de codons correspondants @éme acide aminé. Par exemple, des
codons de type NNN permettront d’obtenir les 64or@dpossibles correspondants aux 20
acides aminés incluant les biais liés a la redocelalu code génétique (chaque acide aminé
correspond a un, deux ou trois ou quatre codomgjuisant a une représentativité différente
selon les acides aminés au niveau des séquencesqpes obtenues) (Tableau 1). Des
codons dégénérés de type NNK ne conduiront qu’sent 32 codons (dont un codon stop)
pour les 20 acides aminés minimisant donc les biaisode génétique (on augmente ainsi le
nombre d’'acides aminés correspondant a un seulncedoqui conduit a une meilleure
représentation de chaque acide aminé au niveasétpgences protéiques obtenues). Cette
technique ne génére des mutations qu’en une posfii@cise. Plusieurs stratégies se
développent actuellement sur la base de la mutageper saturation de sites dans I'objectif

de créer des mutations en différentes positiola déquence protéique.
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2.3.2.2. Mutagenese combinatoire par saturation de sitesmnebthatorial Active-
Site Saturation Test (CAST)»

Ce concept de mutagenése développé par Bemimsiste a effectuer des mutations
aléatoires ciblées sur deux ou trois résidus domisi du site actif d’'une enzyme. Par
exemple, cette technique appliquée a deux positonsiveau d’'une séquence nucléotidique
va générer 1024 codons dégénérés @fnbinaisons) si des codons de type NNK sont
utilisés lors de la synthése. Cette méthode degrotse permet donc d’obtenir des effets de
coopération entre les mutations géenérées et ddoire une plus grande diversité qu’une
démarche de saturation de site limitée a une gpmdiéion de la séquence nucléotidique qui ne

génére que 3Zodons dégénérés pour une démarche impliquamodiesis de type NNK.

A partir de ce concept, Reetz a développé une rdétlitérativé® (Figure 10) : des
résidus du site actifs sélectionnés d’apres lacttra 3D et organisés en groupes comportant
de 2 a 3 résidus.

— T

Figure 10 : Représentation schématique de la techque « CAST »
impliquant 4 sites de mutation A, B, C et B°

A partir de chaque groupe ainsi défini, une bandaemutants est générée par la
technique CAST décrite précédemment. Le criblagediférentes banques permet la mise en
evidence des mutants les plus intéressants, quergtede base a un nouveau cycle de
mutagenese. Ce processus itératif peut s’apparanteméthodes d’évolution dirigée en y
apportant une approche plus rationnelle (ciblée lssirrésidus du site actif) qui permet
I'’émergence des mutants d'intérét de facon plugledp De plus, la coopération entre sites

muteés est tres nettement amplifiée.

Les méthodes par saturation de site peuvent éttienispes en limitant le nombre
d’acides aminés protéinogenes. Par exemple esaritlun codon dégénéré de type NDT (N=
25 % de chaque nucléotides ; D = 33% de A, 33 % d# 33% de T), on réduit le nombre
d’acides aminés possibles a 12 (Phe, Leu, lle, VAal, His, Asn, Asp, Cys, Arg, Ser, Gly).
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Cette approche permet d’exclure certains acidesésrayant des chaines latérales présentant
les mémes caractéristiques et d’obtenir ainsi utamgé équilibré entre acides aminés
polaires et non polaires, aliphatiques et aromasgehargés négativement et positivement.
Ceci a pour effet d’'une part de réduire la taiks thibliotheques de mutants générés et d’autre

part d'augmenter la fréquence des mutations bémngsiq

Une autre approche pour restreindre le nombre @kacaminés repose sur I'analyse des
homologies de séquence au sein d'une méme famélezyme®. Il apparait que dans des
positions précises, seuls certains acides amimdsgprésentés. Les mutations introduites se

limiteront donc a des substitutions par ces acaeses.

2.3.2.3. Mutageneése par saturation de site sur un gener efiti&ene Site
Saturation Mutagenesis », GSSM™)

Cette technique consiste a effectuer une substitigystématique d’'un acide aminé par
les 19 autres acides aminés, par saturation deswitehaque résidu de la protéine sauvage
d’intérét. Ceci est généralement obtenu par lsdtion d’amorces PCR possédant un codon
dégeénéré dans chaque position de la séquenceilisantitpar exemple des codons de type
NNN = 64 codons ou NNK = 32 codons). Afin d’obtelénsemble des mutants désirés, il
est nécessaire de produire une banque de mutaotschaque position de la séquence
protéiqgue. Par exemple, une protéine comprenant r@3lus, conduira a 330 banques
chacune obtenue a partir de 330 amorces nucléoéigigossédant un codon dégénére. Si une
dégénérescence de type NNK est utilisée, 10560eséga nucléotidiques seront obtenues
(32 codons dégénérés possibles x 330 posiffons)

Ce type d'approche se limite & des mutations usiqetepeut sembler laborieuse a
développer et a mettre en place, mais elle présgmtaombreux avantages: il n'est pas
nécessaire de connaitre la structure 3D de I'enzyihest possible de créer un carte de la
protéine indiquant pour chaque résidu l'influenes dhutations (positive, négative ou neutre)
vis-a-vis de telle ou telle propriété grace a st tie criblage adapté. De plus, il est possible
de combiner les mutations identifiées comme bénéficafin de créer de nouveaux mutants
plus performants. Ce type de technique permet darssi de fournir des informations

concernant le site actif, le mécanisme et la @fastructure-fonction d’une protéfiie
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3. Méthodes de sélection et de criblage

Quelque soit la technique utilisée pour généremaigmtions a partir d’'un gene sauvage,
il est nécessaire de disposer d'un test efficaq@de et spécifique de la propriété recherchée.
Au cours des dix derniéres années de nombreuxuxawat conduit au développement de
tests de plus en plus ingénieux pour mettre eneécil les principales propriétés qu’il est
souhaitable de modifier ou d’améliorer chez uneyerez: I'activité catalytique, la sélectivité
incluant I'énantiosélectivité la diastéréoséletéivia régiosélectivité, la stabilité thermique et
la résistance aux solvants organiques. Deux gracatégories de tests peuvent étre utilisées

et il est nécessaire de les définir préciséfiigrtgure 11).

Extrait cellulaire

test de criblage — (brutou purifie) T

étude individuelle Détection de

/ de chaque clone I'activité
\ Répliques sur /

nitrocellulose

\ — \ 3 Act|V|t_e de l'enzyme liée a la
NS =) croissance des clones

test de sélection

Banque de clones
exprimant les

enzymes mutées

Figure 11 : Test de criblage et de sélection

» Un test de criblagsans a priori (aléatoire) nécessite d’analyser whagutant
d’'une banque pour rechercher une caractéristiquécyl#&re. Dans cette technique, il est
donc nécessaire de prélever chaque clone indépenelainde facon manuelle ou automatisée
et de les faire croitre en microplaques 96 puits glien extraire ensuite le contenu cellulaire.
Le milieu réactionnel contenant I'enzyme d’'intépéirifiée ou non en présence du substrat
sera analysé par une technique analytigue (GC olM8&L Ce type de technique est
extrémement laborieux et limite la taille des lides qu'il est possible d’analyser €18 1d
mutants). Le criblage dirigé ou facilité permet s$acier a la propriété recherchée un
phénotype facile a reconnaitre (par exemple unetiodacolorée ou fluorescente). Cette
technique notamment lorsqu’elle est réalisée siirebaagar, directement en présence des

cellules qui expriment les mutants, permet de eritles librairies de 2@ 16 mutants.

» Un test de sélectioma créer un lien direct entre I'activité de I'enzy et la
survie de la cellule hote. Ce type de test est th@aticoup plus rapide que les précédents car
il permet d’éliminer rapidement tous les mutants$ @ correspondent pas a la propriété

recherchée. Ce principe prend son origine dandedsts de complémentation utilisée en
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géneétique et qui ont notamment étaient développés @tudier les genes de résistance aux
antibiotiques. Ces tests de sélection permetteanhallyser des libraires de taille plus
importante que les méthodes précédentesy1@° mutants).

3.1. Méthodes de criblage

La nécessité de cribler rapidement de grandesolfiigiques de clones ou d’enzymes a
conduit & automatiser les tests de criblage poum@ire une utilisation a haut débit (10 000
échantillons testés par jour) ou méme a ultra-dabtt (100 000 échantillons testés par jour).
Le criblage a haut débit a consisté tout d’abonaliser les tests dans des microplaques
contenant 96 puits voire méme 384 et 1536 puits. diférentes manipulations peuvent
maintenant étre effectuées par des automates. Spettaprésente des atouts majeurs. La
guantité de réactifs biologiques et chimiques eoduire est bien sir plus faible donc le colt
est moindre et un grand nombre d’enzymes mutéegepe@tre testées simultanément. De
plus, la reproductibilité est bien meilleure. Urtrauaspect consiste a améliorer la sensibilité
des tests de criblage. En effet, les techniquesndiagenése induisent la modification de
I'activité catalytique de I'enzyme. Lors des prerasieycles de mutagenese, I'activité générée

est faible. Il est donc nécessaire de disposezsts tle criblage hautement sensibles.

L'activité de I'enzyme d'intérét peut étre déteréén en utilisant des dosages
spectrophotométriques, fluorométriques ou spectnigués. Certaines stratégies peuvent étre
développées directement en présence des substgais pour la réaction d’intérét, d’autres

sont facilités soit par 'utilisation de chimiosenss ou de substrats modifiés.

3.1.1. Méthodes spectrophotométriques et fluorométriques

3.1.1.1. Utilisation de chimio détecteurs

Dans certains cas, le substrat ou le produit anésmgement du milieu réactionnel sont
directement détectables en UV/visible ou en fluogase. Hormis ces cas assez rares, il est
possible de faire appel a des stratégies indirdéatseant intervenir des cofacteurs (notamment
NAD*/NADH, NADP*/NADPH) et plus fréquemment des chimio détecteotsranétriques
ou fluorimétriques introduits dans le milieu réantiel dont la détection correspond a la

disparition du substrat ou I'apparition du produit.
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> Ultilisation du NAD(P)H

Les dérives du nicotinamide NAD(H) (nicotinamidenutléotide) et NADP(H)
(nicotinamide dinucléotide phosphate) sont utilisésnme cofacteurs par de nombreuses
oxydoréductases (hydrogénases, oxydases, oxygénasgesla forme réduite de ces
cofacteurs présente deux maxima d’absorption ae2@30 nm, contrairement a leurs formes
oxydées qui ne présentent qu’un seul maximum diglisn & 260 nm. Cette caractéristique a
permis de développer de nombreux tests directsidi#cpour les oxydoréductases basés sur
'augmentation ou la diminution de I'absorbanceNAD(P)H a 340 nm. Il est alors possible
de déterminer l'activité de I'enzyme testée puistpeuantité de substrat disparue ou de
produit formée en fonction du temps est proportedlena la quantité de NAD(P)H .
Cependant, ces techniques ne sont pas envisageaniede cas d'un criblage haut-débit en
présence d’extrait brut. En effet, diverses oxyéductases présentes dans les lysats
cellulaires peuvent géneérer un bruit de fond (rédaocou oxydation du coenzyme) et

I'évolution de I'absorbance a 340 nm n’est alors gRécifique de la réaction étudiée.

Pour palier a cet inconvénient, une stratégie waigi a pu étre développée avec la D-2-
céto-3-désoxy-6-phosphogluconate aldolase (KDGPoladd) qui a la propriété d'étre
thermostable. Avant I'étape de criblage des bangeeKDGP aldolases mutées, les extraits
bruts obtenus aprés lyse des cellules ont été pla®d °C pendant 30 a 60 minutes pour
dénaturer les oxidoréductases. La L-lactate déslgguiase a pu ensuite étre utilisée comme
enzyme auxiliaire en présence de NADH pour détesgécifiqguement I'activité de la KDGP

aldolase en I'absence de bruit de fond

» Ultilisation de chimiodétecteurs fluorescents

L’activité enzymatique peut étre détectée par laorfbscence générée grace a
linteraction spécifique du chimiodétecteur avec sgbstrat ou le produit de I'enzyme
d’intérét.

Plusieurs exemples sont décrits dans la littératumetamment pour détecter des acides
aminés (alanine, sérine, glycine, valine, histidiogstéine, méthionine, leucine, )..en
présence de calcéine chélaté avet Quon fluorescente) (Figure 12). Ce test explaitells
grande affinité des acides aminés pour se chétater C@" libérant ainsi la calcéine qui
devient fluorescente. Ce test peut étre utilisér mmser I'activité catalytique de diverses

amidases, acylases ou protéases dont les sulmirigs produits sont des acides aminés.
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Dérive amidases, acylases o
érivé 2

protéases
d'acide aminé =~ ——— = HZN\)kOH 0] NH,

7z
(non chélatant) 0~Cu--0Q

v

R i
HoN o
Calcéine chélatée Calcéine non R
avec Cu?* chélatée
(non fluorescente) (fluorescente)

Figure 12 : Exemple d'utilisation d'un chimiodéteceur fluorescent :
dosage des acides amin&s

D’autres chimiodétecteurs fluorogéniques de typeenglhydrazine sont utilisés
notamment pour doser I'acétaldehyde relargué lansedréaction de transestérification (dans
le cas de lipases ou d’estérases) conduisantartafion d'une phénylhydrazone hautement
fluorescent® (Figure 13).

R,-OH
fo) (o}
)k e N )J\ Rz
Ry 07 Y Ry o
CH,CHO
NHNH, NH-N=CH-CH,
N =N,
o ~. 0
S, N
NO, NO,
Faible fluorescence Forte fluorescence

Figurel3 : Test fluorométrique utilisé pour détecte I'acétaldéhyde libéré lors d’une réaction de
transestérification

> Ultilisation de chimiodétecteurs colorés

Ce type de détection repose sur l'utilisation ddémdes présentant la propriété de
changer de couleur dans des conditions donnéete §&itégie est particulierement efficace
lorsqu’elle est réalisable directement a partirrdpligues des colonies sur membrane de
nitrocellulose. Il est alors possible d’établir ien entre I'activité enzymatique et la couleur
des clones exprimant les enzymes d’intérét.

Le « nitroblue tétrazolium » (NBT) est largemenitisg. En effet, la forme réduite des
cofacteurs nicotinamide réagit avec le NBT en présede phénazine méthosulfate (PMS)
pour former un composé de type formazan qui absdabe le domaine du visible (580 nm)
(Figure 14).

Cette technique permet dans certains cas de dél&atdvité de I'enzymein vivo,
directement a partir de répliques sur membraneitdecallulose des colonies exprimant les
enzymes d’'intérét. Ces répliques sont soumisesterguraitement qui conduit a la lyse des

cellules. Le dosage de l'activité enzymatique mamiéthode NBT/PMS est ainsi réalisé
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directement sur la membrane de nitrocellulose padasage colorimétrique. Un précipité

bleu apparaitra a 'emplacement des colonies exmifenzyme d’intérét.

Substrat Produit
DH

NAD(P)H +H*  NAD(P)+

H
N

y A
PMS A PMS
(forme oxydée) ®_ (forme réduite)
N N

4
CH3S0; | | CH3SOsH

NBT Formazan
(A580nm)

Figure 14 : Test colorimétrique NBT/PMS utilisé pou
le dosage d'activité d'une déshydrogénase (DH)

Cette approche rapide et efficace a notammenttéigea pour le criblage a haut débit
d’'une banque de 6-phosphogluconate déshydrogénage . coli qui a permis de mettre
en évidence des mutants ayant une meilleure théabitg®®. Dans ce cas la membrane de

nitrocellulose est soumise a un traitement thermiqu

Les indicateurs colorés sont également utilisés paivre des réactions catalysées par
des enzymes qui utilisent ou produisent des maécprésentant un caractére acide ou
basique (aminoacide décarboxylases, anhydraserique estérases, hexokinases, protéases,
...). Si les conditions réactionnelles sont choiss@ec soin, ces méthodes peuvent étre
guantitatives : la différence de pKntre l'indicateur et le tampon doit étre inféreeou égale
a 0.1 (Tableau 2).

Indicateur coloré Tampon
4-nitrophénol (PK=7,15) BES (PK=7,15)
Rouge Chlorophénol (pke 6,0) MES (PK=6,1)
Rouge Phénol (Pk=8,0) EPPS (pK=8,0)

Tableau 3 : Exemple de couples indicateur/tampon iiisés pour des dosages pHmétriques
(BES = acide N,N-bis(2-hydroxyéthyl)-2-amino-éthaméonique ; MES = acide 2-(N-morpholino)-
éthanesulfonique ; EPPS = acide N-(2-hydroxyétliyy®mzine-N’-3-propanesulfonique)

Les méthodes pHmeétriques peuvent actuellement réaksées en microplaques et
automatisées ce qui les rend plus efficaces etsmmnteuses. Cependant, les indicateurs de

pH sont moins sensibles que les chimiodétecteuosdtcents ou colorés.
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3.1.1.2. Utilisation de substrats chromogénigues ou fluonimgées

Ces composés utilisés comme substrat de I'enzym&m@t libérent un groupement
partant coloré ou fluorescent qui va permettre untifier I'activité de I'enzyme. En général,
les groupements partants sont liés au substratdgmriaisons éthers ou esters de phénols
aromatiques conjugués qui sont hydrolysées de faljmtte ou indirecte par I'enzyme
d’intérét libérant alors la base conjuguée (Figiig. Certains substrats sont commerciaux,
notamment ceux utilisés pour les enzymes hydralgsg(dérivés du 4-nitrophénol et de la 4-
nitroaniline). Quand les substrats ne sont pasodibes commercialement, il est nécessaire
de les synthétiser. Des exemples de groupementanfsisont indiqués dans la figure 14,

cette liste n’est bien sir pas exhaustive.

a) Groupements colorés : b) Groupements fluorescents :
cl
o N
H o o o “o o o
umbelliférone (anion) résofurine (anion)
5-bromo-4-ch|_0|_'o'-indole (anion) Aex =360 nm ; Ay, = 460 Nm Aex = 570 nm ; Agm = 585 nm
(précipité bleu) (bleu fluorescent) (rouge fluorescent)

° O s O
[Jele

nitrophénol (anion)

Amax = 405 nm (jaune) S AN
OH O O O O
"o o
fluorescéine (anion) rhodamine (anion)
Aex =490 nm ; Ay = 514 nm Aex = 360 Nm ; Agp, = 460 Nm

(vert fluorescent) (bleu fluorescent)

naphtol

Figurel5 : Exemples de dérivés phénols aromatiquesnjugués
(fluorescents ou colorés)

» Composés fluorogénigues

De nombreux dérivés de I'umbelliférone ont été Bgtisés pour déterminer I'activité
catalytigue de diverses enzymes (alcool déshydasgerépoxydes hydrolases, transaldolases,

lipases, phosphatases, acylases>...)

ADH B-élimination
N e
"0 o~ o )J\j\% o~ o o o~ o
H

Figure 16 : Principe d’un test de criblage élaborévec I'umbelliférone

il[e]
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Le principe de ce test a été validé dans un pretameps avec I'alcool déshydrogénase
(ADH), avant d’étre généralisé pour d’autres enzymkoxydation de la fonction alcool en
fonction cétone par I’ADH conduit a un composé gaiisubir une réaction deélimination
catalysée par la sérum albumine bovine (BSA) libérainsi la forme anionique de
'umbelliférone hautement fluorescente qui est pripnnelle a Il'activité¢ de I'enzyme
(Figure 16§°. La BSA joue le role d’un catalyseur basique patdrmédiaire des résidus

lysine.

» Composés chromogéniques

Le nitrophénol, composé de couleur jaune est ésent utilisé comme groupement
partant coloré pour le criblage a haut-débit deghas de lipases et estérases issues de
I'évolution dirigée. Les substrats de ces enzynma# slors des esters du 4-nitrophénol
préparés a partir de ce chromopltreLe para-nitrophénol sera libéré et détecté par
spectrophotométrie si la lipase mutée hydrolyd&ison ester. Des esters optiguement actifs
(Figure 17) peuvent également étre utilisés poterdéner I'énantiosélectivité des enzymes

impliquées.

Sy

Figure 17 : Principe du test utilisé pour le criblage des lipases

Ces méthodes basées sur I'utilisation de substrathifiés présentent 'avantage d’étre
plus directes que les méthodes faisant intervenichimiosenseur et d'offrir une bonne
sensibilité surtout dans le cas de groupementsehoents, mais elles présentent toutefois
guelques inconvénients : (1) I'existence possiblm ¢ bruit de fond » di a la libération du
chromophore ou fluorophore selon un mécanisme mayneatique ; (2) I'encombrement
stérique du groupement chromogéne ou fluorogénd pmener a isoler des enzymes
présentant une spécificité qui est adaptée a eedgsubstrat, I'affinité de I'enzyme pour son

substrat réel (non modifié par ce groupement) paatdifférente.
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3.1.2. Méthodes spectrométriques

Parmi les méthodes spectrométriques, la spectriamdxr masse et la résonance
magnétique nucléaire (RMN) sont les plus courammaeitisées. Dans certains cas elles
peuvent étre couplées avec la chromatographielel{{taC ou LC). Les tests peuvent réalisés
avec les substrats réels de I'enzyme d'intérétvac ales substrats modifiés. Ces techniques
permettent de mesurer I'énantiosélectivité des mesyetudiees.

L’équipe de Reetz a développé une stratégie quil lanspectrométrie de masse
applicable a la détermination de I'énantiosélet#ie et/ou E) sans étape de séparation par
chromatographie. Le principe est basé sur l'utilisade substrats marqués par des isotopes
qui se présentent sous forme de pseudo-énantiomé s composeés prochiraux.

En ce qui concerne la RMN, I'élaboration récentapgareils réalisant des « analyses
RMN en flux » (flow-through NMR) permet actuellemeliutiliser cette technique d’analyse
avec un haut débit. L’étude de I'énantiosélectidtigne réaction enzymatique nécessite une
étape de dérivatisation ou l'utilisation de pseédantiomeres ou composés prochiraux

comme par exemple par un marquage’aff.

3.2. Méthodes de sélection basées sur la survie cellu&ai

Les méthodes de sélection basées sur la survidaiedl présentent I'avantage de mettre
en évidence les caractéristiques de I'enzyme rehberin vivo sans avoir a analyser le
contenu cellulaire. En effet, 'enzyme d’intérétitdoonférer a la cellule héte une propriété
essentielle & sa survie et permet ainsi d’élimines les clones exprimant les enzymes ne
présentant pas les propriétés recherchées.

Ces méthodes permettent de tester de fagon rapéalécace des bibliotheques allant de
106% & 13° clones alors que les tests de criblage se limitei®f clones. Cependant, la mise au
point de ces méthodes de sélection est délicatequili faut relier de facon spécifique
l'activité enzymatique recherchée et la surviealedllule héte. Dans certains cas, des voies
métaboliques non désirées et non envisagées au gépa&ent conduire a la survie cellulaire

sans requérir le concours de I'enzyme recheréhée

3.2.1. Sélection basée sur l'utilisation d’'un élément essgel ou toxique pour la

cellule héte

Dans ce type de méthode, un élément essentiebxaque (ou un précurseur) est

introduit dans le milieu de culture de la celluGgédn
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3.2.1.1. Sélection basée sur une complémentation métabobguein gain de

fonction métabolique

Cette stratégie est basée sur l'auxotrophie desllale hote, c’est-a-dire l'incapacité
d'un organisme a synthétiser un métabolite indispble a sa survie. La construction de
souches auxotrophes pour un composé (acide anoimeéeesde carbone, ...) peut étre réalisée
par la suppression de certaines voies métaboluagin de la cellule héte : une ou plusieurs
enzymes impliqguées dans la biosynthése de ce c@&mgpamst inactivées par délétion ou
mutation des genes correspondants. Les cellulestrapkes ainsi obtenues seront utilisées
pour le clonage des genes mutés et I'expressiorenegnes mutées correspondantes. Les
cellules seront ensuite utilisées pour sélectiofeseeenzymes mutées.

Dans certains cas, un précurseur du composé n&eeas# survie de l'organisme
auxotrophe est introduit dans un milieu de culigimum. L’enzyme mutée recherchée doit
alors étre spécifique de la transformation du pEawr en ce composé essentiel. Seules les

cellules exprimant 'enzyme mutée recherchée sapdloles de se développer (Figure 18).

précurseur introduit
dans le milieu de culture minimum

‘ cellule auxotrophe

l enzyme d'intérét

composé nécessaire a la survie ~———3 croissance

Figure 18 : sélection basée sur I'auxotrophie

» Une telle stratégie a été développée dans le bstkbetionner des L-rhamnulose-1-
phosphate aldolases mutées (RhaD) capable d'acckpte-rhamnulose a la place du

rhamnulose-1-P comme substrat (Figure 19).

L-rhamnose

' Rhamnose Rhamnulose
isomérase kinase
L-rhamnose ——— > L-thamnulose  ------------nanon » L-rhamnulose-1-P
i
RhaD mutée ! RhaD
|
Y
L-lactaldéhyde L-lactaldéhyde
+ +
DHA \ / DHAP
E. coli
Glycolyse
Cycle de Krebs

Figure 19 : Principe du test de sélection dévelopg#dur la L-rhamnulose aldolasé®
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Dans ce cas, une auxotrophie a été générée panessn des genes de la cellule héte
(E. col) codant pour deux enzymes, la rhamnulose kinaséa éRhaD. Ces enzymes
conditionnent la transformation de lisomére du hlamnose, le L-rhamnulose, en L-
lactaldéhyde et en dihydroxyacétone intermédiailés de la glycolyse et du cycle de Krebs,
sans lesquels les cellules hbtes ne peuvent séoggee. La source de carbone utilisée étant
le L-rhamnose, la croissance des clones exprineariRhaD mutées est donc conditionnée par
leur aptitude & convertir le L-rhamnulose en L-dééhyde et en dihydroxyacétdhe

» Un autre test basé sur 'auxotrophie a permis tezgénner une lipase A dgacillus
subtilis dont I'énantiosélectivité a été inversée. Desutedl auxotrophes pour l'acide L-
aspartiqgue sont utilisées en présence de l'estecotdigurationR (IPG) de l'acide L-
aspartigue comme substrat de la lipase. Ainsisdeslclones exprimant une lipase A mutée
présentant I'énantiosélectivité recherchée pourcontpenser leur auxotrophie par hydrolyse

de I'ester en acide L-aspartid@i¢Figure 20).

Lipase A mutée
\’('\)‘\ /\{\ o ™==pm- Croissance
cellulaire

ester (IPG) de I'acide L-aspartique Acide L-aspartique
0
(S)-IPG

énantioselectivité
en faveur du (S)-IPG

Figure 20 : Test de sélection pour l'inversion d'éantiosélectivité de la lipase A

3.2.1.2. Apport d'un élément toxique

Une autre approche consiste a utiliser un composé@armalement est toxique pour la
cellule héte. Si ce composé peut étre transformé@resomposé non toxique par I'enzyme
mutée recherchée, seuls les clones exprimantex@igne pourront survivre.

> Cette démarche a été utilisée pour sélectionneLdleseonine aldolases mutées ayant
une activité catalytique plus efficace que I'enzysmivage. Cette enzyme catalyse une
réaction d’aldolisation entre I'acétaldéhyde eglgcine. Les clones exprimant les enzymes
mutés sont sélectionnés en présence d’acétaldégrliggue pour la cellule héte) et de
glycine. Seuls les clones exprimant des aldolagastaune activité capable de transformer
une quantité suffisante d'acétaldéhyde pour reledneilieu non toxique seront sélectionfrés

» Les deux approches (auxotrophie et toxicité) peuggalement étre combinées. Un
test de sélection permettant de déterminer I'énaékectivité des lipases a été développé en
utilisant comme source de carbone un mélange de estiers de configurations opposées :

I'hydrolyse de I'ester de configuratio®)conduisant a la production d’acide acétique tilis
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comme source de carbone par la cellule et 'hydmlge I'ester de configuratiorR)(
conduisant a la production d'acide fluoroacétigoemposé toxique pour la cellule. Une
double sélection est ainsi mise en place et pedemdéavoriser la survie des clones exprimant

une lipase énantiosélective envers les estersrfguation 8)*° (Figure 21)

0><o o><0
\ ./ o Lipase \ ./ + —- Croissance
H H,0 H cellulaire
Ester(S) g (RHPG o

Lipase
‘—‘ [o] — — Mort
)]\/ H,0 cellulaire
Ester (R) o} F (SHIPG OH

Figure 21 :"Double" sélection pour I'énantiosélectvité des lipases

3.2.1.3. Complémentation chimique

La complémentation chimique est une technique ajuappel aux principes du criblage
et de la sélection. Elle est basée sur l'utilisatibun systeme dit « triple hybride » (yeast
three-hybrid system) au sein de soucheS deerevisia¥. Développé & I'origine pour étudier
les interactions de type ligand-récepteur, ce syst&epose sur l'activation d'un géne
rapporteur de la cellule héte par un facteur destaption artificiel constitué de deux
protéines de fusion (issues de la fusion entrecoapteur (R ou Rs) avec respectivement un
domaine de liaison a 'ADN ou un domaine d’actiga)i et d’'une molécule hétérodimérique
A-B permettant d’établir un pont entre ces deuxgires (Figure 22). Les protéines de fusion
sont exprimées par la cellule hote, tandis quertakécule-pont » doit étre introduite dans le

milieu de culture.

H -

| Géne rapporteur |

Domaine
d'activation

Domaine

d'activation

Transcription

Domaine
de liaison

Site de liaison

Site de liaison | Géne rapporteur |

ADN ADN
Figure 22 : Principe du systéme "triple hybride"

(Ra = récepteur de la molécule A ; B= récepteur de la molécule B)

Ce systeme a été exploité pour la mise en éviddiamivités enzymatiques. En effet,
une premiére étude a été effectuée avec la céploaing® (enzyme de typ@-lactamases).

La « molécule-pont » utilisée comporte les compd3és et Mtx lies par un motif de type
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céphalosporine comme espacer. Une activité céegh@ioase provoque I'ouverture du cycle

[-lactame qui entraine une rupture de la liaisort édtx (Figure 23)

S, R .
Céphalosporinase HO. m
a0 o SH HO ©
[e]
0o
Transcription
—_—
LexA : :

Géne rapporteur lacZ | Site de liaison de LexA | [ Géne rapporteur /acZ |
ADN

Figure 23 : Test par complémentation chimique pout'activité céphalosporinase

La libération du facteur de transcription artific@nduit a une inactivation du gene
rapporteurlacZ (codant pour laB3-galactosidase). Ainsi, en présence de X-Gal (satbst
chromogéne de IR-galactosidase), seuls les clones exprimant unieab@gporinase active ne
seront pas colorés (Figure 22).

Le développement de tests de sélection par congpigtion chimique peut aussi
impliquer un géene rapporteur essentiel ou toxiquer fa cellule héte. Ce principe a été utilisé
pour sélectionner des enzymes telles que la gjytbasé® et la cellulas?®.

Les tests de sélection baseés sur la complémemtationique peuvent étre généralisés
pour détecter I'activité de nombreuses enzymesdaptant la « molécule-pont » et de plus
une grande variété de genes rapporteurs peuttdiséal Cependant, cette stratégie concerne
uniguement des enzymes qui catalysent la dimésisatu le clivage du facteur de

transcription.

3.3. Conclusion

Bien que les tests de criblage soient de plus es ppécifiques et sensibles, leur
principale limitation demeure I'étape d’extractidas enzymes a partir des bibliotheques de
clones (lorqu’ils ne sont pas réalisables directégnserr boite d’agar). Les tests de sélection
utilisés dans le cadre de l'analyse de banqueszgees mutés sont moins décrits dans la
littérature par rapport aux tests de criblage lsasant souvent plus délicats a mettre au point
et nécessitent de construire des souches de mjememes permettant de lier I'activité de
'enzyme a la survie cellulaire. Cependant lordgusiont efficaces, ils permettent d’analyser
des bibliothéques de clones de taille importanturLdéveloppement est donc a I'heure

actuelle un challenge.
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4. Exemples de stratégies utilisées pour modifier denzymes par

mutagénese

4.1. Relations entre les positions des mutations et lgwopriétés des

enzymes mutées

Au fil des années, la littérature s’est enrichier@ multitude d’exemples d’enzymes
mutées dans le but d’améliorer leur performancetudement, des études statistiques
permettent d’étudier la distance des mutations rppport au site actif en fonction des
propriétés modifiees. Le but est de guider le claexla (ou des) stratégie(s) apportant la
diversité (aléatoires, rationnelles ou encore satinnelles). Morley et af ont analysé
leurs propres résultats et ceux d’autres groupesdrasant sur la distance entre un résidu clé
du site actif (ou du centre asymétrique du substtae Gx de I'acide aminé muté. Il apparait
gue les mutations au niveau des résidus directemrerdontact avec le substrat sont plus
bénéfiques pour modifier la spécificité de subgtifahantiosélectivité et la stéréospécificité)
et l'activité catalytique. Dans ce domaine, leshodes rationnelles (mutagenese dirigée) ou
les méthodes semi-aléatoires (notamment le CASTieloppée par Reett al®®) sont
particulierement efficaces.

En revanche, pour I'amélioration de la thermostébét la résistance aux solvants
organiques la position des mutations ne semblentpactement liées a leur distance du site
actif®. Des méthodes aléatoires (recombinaison, PCRéleficjui statistiquement générent
plus particulierement des mutations éloignées wuagitif seront donc privilégiées.

Nous allons indiquer quelques exemples récentszgieas dont la spécificité de
substrat a été modifiée (domaine en relation agestijet de la thése), choisis en fonction de

l'intérét des produits obtenus et des stratégisesen ceuvre.

4.2. Exemples d’amélioration et modification d’enzymes is-a-vis de la

spécificité de substrat

Les enzymes sont particulierement intéressantesr pgmoduire des composés
énantiomériqguement purs. Cependant les applicateymthétiques sont limitées par la
spécificité et la sélectivité de certaines enzynbesis ce domaine les améliorations les plus
spectaculaires sont obtenues par des méthodes @ganase dirigée ou semi-aléatoire sur

des résidus ou des séquences proches du site actif.
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4.2.1. Amélioration ou inversion de I'énantiosélectivité

L’amélioration ou l'inversion de I'énantiosélecti#ides enzymes est un challenge dans
le domaine de la biocatalyse. Parmi les enzymes lorantiosélectivité a été modifiée, les
lipases et estérases ont été les plus étudiéestr@sarésultats intéressants ont été obtenus
avec une époxyde hydrolaseAdpergillus nigeret aussi avec une enzyme qui catalyse une

réaction d'aldolisation, la KDPG aldolase. Quelgegsmples choisis sont indiqués dans le

Tableau 3.
Enzyme Origine Mutagenese Criblage / Sélection Améiliation Réf.
Pseudonomas . =21/ = 11000
Phosphotriesterase . Cassette_ Criblage colorimétrique Bwr L E3.6 O.A , . , 52
diminuta Mutagenesis * Enantiosélectivité inversée
i Ewr =4,6
Epoxyde hydrolase Aspgrglllus CAST Spectrométrie de masse T 54
niger Ewutee™ 115
KDPG aldolase E. coli PCR infidele Criblage Modification de la 36
spectrophotométrique spécificité

Tableau 3 : Exemples de modification d'énantiosélérité de quelques enzymes.

» La phosphotriesterase (PTE) Bseudonomas diminutzatalyse I'hydrolyse d’'une
grande variété de composés de type organophospbatame par exemple des insecticides
utilisés en agriculture ou des inhibiteurs de Itgldoline estérase (neurotoxiques).
L’objectif est de créer des PTE mutées qui permetif&améliorer son énantiosélectivité (E=

1 4 90 en faveur de I'énantiome3pour la PTEsauvage) et également de l'inverser.

o]
=0
O

[
EtOm-P-<aOPh PhO®-P<OEt OH

+ —» + Pho>P<0Et +
NO,

(Rp)

I
PhOm-P-OEt

ollll
O
O

NO,

(Ro) (Sp)

Figure 24 : Hydrolyse énantiosélective dp-nitrophényl-éthyl-phénylphosphate par la PTE

La structure du site actif de la PTE a la partidté de présenter trois poches
hydrophobes impliqguées dans la liaison au subsDes.trois poches permettent d’orienter le
substrat au sein du site actif : une petite paghe accommode le substituant le moins
encombrant), une plus grande poche (qui accommodelbstituant le plus encombrant) et
une autre poche pour le groupe partant. Ainsi, taification de la petite poche par une
mutation ponctuelle Gly60Ala conduit a une augmigoniade I'énantiosélectivité (E) de 21 a

11000 en faveur de I'énantiomés&lu p-nitrophényl-éthyl-phénylphosphate (Figure 24). Pou
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la méme enzyme, une inversion de I'énantioséléétia également pu étre obtenue par
différentes mutations au niveau de la grande dadmetite poche. Une PTE mutée de cette
facon présente une énantiosélectivité¢ (E) de 80faseur de I'énantiomereR du p-

nitrophényl-éthyl-phénylphosphate

» L'époxyde hydrolase &spergillus nigef ANEH) modifiée par mutagenese selon la
méthode « CAST » itératif a permis d’augmenterdigtiosélectivité de 4,6 a 115 en faveur

du (§- phénylglycidyléther (Figure 25).

HO OH HO, OH
A D 5
—_—
PhO H,0 PhO PhO
(S) (R)
Figure 25 : Hydrolyse du phénylglycidyléther par I€poxyde hydrolase dA. niger
L’ANEH a subit une série de 9 mutations au totahéss a I'entrée du site actif. Ces

positions ont été déterminées de facon rationpeltéétude de la structure 3D de I'enzyfne

» Un autre exemple décrit par Wong et ses collaborsiten présence d’'une aldolase,
la D-2-céto-3-désoxy-6-phosphogluconate aldolas®R& aldolaséf d’E. coli a pour
objectif d’inverser I'énantiosélectvité. L’'enzymauvage catalyse une réaction d’aldolisation
entre le pyruvate et le D-glycéraldéhyde-3-phospi{&-G3P) qui conduit au D-2-céto-3-
désoxy-6-phosphogluconate. Apres deux cycles de Rfigele et un cycle de « DNA
shuffling », 1024 mutants ont été criblés a I'aiien test fluorimétrique. Une KDPG aldolase
mutée a été sélectionnée pour sa capacité a catalye réaction d’aldolisation entre le
pyruvate et le L-glycéraldéhyde qui conduit au hexulosonate avec un exces

diastéréoisomérique supérieur a 90 % (Figure 26).

OH

0 ? KDPG aldolase 0o % Phosphatase  HO 0 ]
_O2C)|\ + K‘/\OPOBZ_ _— _020)‘\/\‘/\0P032_ - = CO,
OH OH OH OH
D-G3P . D-2-céto-3-désoxy
E;;)rli;ggn -6-phosphogluconate

mutante

OH
o o KDPG aldolase o OH
| : coy
+ - . - .
0,67 ki/\OH T vone 'OZCJ\/\E/\OH HO 2 2
OH OH HO

L-2-hexulosonate

Figure 26 : Inversion de I'’énantiosélectivité de [&DPG aldolase

4.2.2. Amélioration de I'affinité
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De nombreux exemples notamment dans le domainestimeluont permis d’améliorer
l'affinité d’un substrat pour une enzyme par mutegge. Nous allons développer des travaux
menés dans le domaine pharmaceutique en présanue aldolase (DERA) et d’'une acylase
(Tabeau 4).

. R Criblage e ,
Enzyme Origine Mutagenese Selection Amélioration Réf.
DERA E. coli PCR infidele GCIMS Meilleure affinite pour le | - s3
chloroacétaldéhyde
Pseudonomas . . Criblage Meilleure affinité pour 54
glutaryl acylase SY-77 Saturation de site fluorimétrique radipyl-7-ADCA

Tableau 4 : Exemples conduisant a I'amélioration déaffinité vis-a-vis d’un substrat

» Un exemple particulierement significatif a été déppé a I'échelle industrielle avec
la 2-désoxy-D-ribose-5-phosphate aldolase (DERA)g@érme DSM. Cette enzyme catalyse
la formation stéréospécifique de la liaison C-Gsalne réaction d’aldolisation et elle peut
étre utilisée comme biocatalyseur pour la synthede (3R,59-6-chloro-2,4,6-
tridésoxyhexapyranoside, un précurseur de la sgatlte composés de la famille de la

vastatine tel que le Lipitor (atorvastatine, médieat anticholestérol le plus vendu).

o}
P
OH (0]
? ? DERA | DERA vy |O ——> Atorvastatine
Cl\) + ) —_> —_— ClM .. r®
(s) SR (Lipitor®)
Figure 27 : Double aldolisation ("tandem aldol reation") catalysée par la DERA

Ce précurseur est obtenu grace a la DERA selonréaetion tandem a partir de
chloroacétaldehyde et de deux équivalents d’'adghie (Figure 27). Cependant cette
enzyme possede, d’'une part, une faible affinitér pewchloroacétaldehyde et, d’autre part,
elle est rapidement inactivée par les fortes canagons en aldéhyde utilisées a I'échelle
industrielle. Selon une stratégie de criblage &-dabit en présence de fortes concentrations
de chloroacétaldéhyde, I'équipe de DSM a pu idemtiles DERA mutées présentant des
mutations bénéfiques (obtenues par PCR infidél@) mutation Phe200lle (le résidu Phe200
faisant partie d'une petite poche hydrophobe proche site actif) combinée a une
modification de la partie C-terminale de I'enzymigr59 C-terminale déletée ou substituée
par un pentapeptide) a permis d’obtenir des mug@intfois plus actifs que I'enzyme sauvage
en présence d’acétaldéhyde (1M) et de chloroactgtte (500 mM). Ces conditions ont été
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utilisées pour la synthese duR(B8S)-6-chloro-2,4,6-tridésoxyhexapyranoside a I'éahell

industriell&®.

» Un autre exemple concerne la synthese de I'acide 7-
aminodésacétoxycéphalosporanique (7-ADCA) précurssesentiel pour la préparation par
voie semi-synthétique de nouvelles classes de ifiém@s. La stratégie consiste a hydrolyser
la chaine latérale du cydilactame d’'une pénicilline naturelle et a la reroplapar la chaine

souhaitée (Figure 28).

COOH COOH
(o) 0]
0 N7 B-lactame acylase N
R N s ;N N s
H H,0 RCOOH
acyl-7-ADCA 7-ADCA

Figure 28 : Hydrolyse de la chaine latérale d'unegphalosporine par une acylase

Dans ce but, une nouvelle glutaryl acylasePdeudonomas SY-#& été obtenue par
mutagénese par saturation de site au niveau didurésin266. En effet, ce résidu est connu
pour son implication dans la spécificité de la afyk acylase vis-a-vis de la chaine latérale
des composés de type pénicilfine Ainsi, I'enzyme mutée Asn266Met présente une

spécificité vis-a-vis du 7-ADCA vingt fois supérietd I'enzyme naturefté

5. Conclusion

Nous avons présenté les différentes techniques d@genese, de criblage et de
sélection utilisées actuellement pour améliorer noadifier la spécificité de substrat des
enzymes. Les trés nombreux exemples récents délenits la littérature montrent que les
techniques sont de plus en plus spécifiques etebasiér une connaissance tres fine de la

structure et du mécanisme des enzymes.

Nous allons maintenant nous intéresser a I'étudepdapriétés de la TK qui fait I'objet
de mes travaux de these. Nous nous attacheronsaafeise le bilan des travaux visant a

modifier cette enzyme par mutagenése.
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CHAPITRE Il : LATRANSCETOLASE

Les monosaccharides sont des molécules complexeés equ raison de leur
multifonctionnalité et des carbones asymétriquest slifficiles a obtenir par les procédés
classiques de synthese chimique. Le développememiracédés enzymatiques permettant
d’accéder a ces composés en peu d'étapes par forgteréospécifigue de liaison C-C
représente un enjeu majeur en synthese organique.

Deux approches sont privilégiées actuellement paatalyser la formation
stéréospécifiqgue de liaison C-C par voie enzymatiqes réactions d’aldolisation catalysées
par des lyases et notamment les aldolases et desorés de transfert d’'un cétol sur une
fonction aldéhyde catalysées par les transféradagases. Nous allons nous focaliser sur ce

dernier type de réaction puisque la TK appartidat@dasse des transférases.

1. Rble de la TKin vivo

1.1. Réaction catalyséen vivo par la TK

La TK (E.C. 2.2.1.1) est une transférase qui peenetine seule étape d’accéder a des
cétoses de configuration thréo (3S,4R par formation stéréospécifique d’'une liaison Q+C.
vivo, cette enzyme catalyse le transfert réversiblen djmoupement hydroxyacétyle d’un
cétose phosphate donneur sur un aldose phosphadptear (Figure 29). La réaction est
stéreospécifique et la stéréochimie du carbone ésigue formé est toujourS Deux
cofacteurs sont essentiels : le pyrophosphateidmitme (ThDP) et un cation divalent comme
Mg?* ou C&".

(0] QH 9 H TK
HO\)I\//;\/OP + H A ,
A MOP —
= 2+
OH O OH THDP. Mg
D-xylulose-5-P n=1: D-érythrose-4-P D-glycéraldéhyde-3-P n=1 : D-fructose-6-P
n=2 : D-ribose-5-P n=2 : D-sédoheptulose-7-P

Figure 29: Réaction catalysée in vivo par la TK

Le pyrophosphate de thiamine (ThDP) est la forméveade la vitamine B La
molécule est constituée de trois domaines : leecgeméthyl-4-aminopyrimidine (MAP), le
cycle 4-méthyl-thiazolium (MT) et un groupementhgphate (Figure 30). Le carbone 2 (*)
du cycle MT intervient directement dans le mécaeisoatalytique de la TK qui sera

développé ultérieurement.
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Figure 30: Structure et conformations du ThDP en sation dans I'eau

Le ThDP est utilisé comme cofacteur par d’autrezyeres catalysant la formation
d'une liaison C-C la pyruvate déshydrogénase, lauyate décarboxylase, la pyruvate

oxydase et la 1-désoxyxylulose-5-phosphate synthase

1.2. R6le de la TK chez les microorganismes et les orgames
superieurs

La TK est une enzyme présente chez tous les orgarigui utilisent la voie des
pentoses phosphates et appartient au segment gdatidxde cette voie métabolique (Figure
31).

D-ribulose-5-P

-
)
D-xylulose-5-P D-ribose-5-P
)
IK
D-sédoheptulose-7-P  D-glycéraldéhyde-3-P
transaldolase
D-érythrose-4-P
IK
D-glycéraldéhyde-3-P D-fructose-6-P

Figure 31 : Segment non oxydatif de la voie des peses phosphate

1.2.1. Réle des intermédiaires du segment non-oxydatif diea voie des pentoses

phosphates

Dans le segment non-oxydatif de la voie des pesatpiesphates, la TK catalyse la
transformation du D-ribose-5-phosphate et du Divger5-phosphate en D-glycéraldéhyde-
3-phosphate et D-sédoheptulose-7-phosphate aimsiagtransformation du D-érythrose-4-
phosphate et du D-xylulose-5-phosphate en D-freebphosphate et D-glycéraldéhyde-3-
phosphate. Chacun de ces monosaccharides phogshgoyle un rdle essentiel comme
précurseurs de différentes voies métaboliques (€igR).
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TK
D-xylulose-5-P + D-ribose-5-P S e D-glycéraldéhyde-3-P +  D-sédoheptulose-7-P

v v v

Acides nucléiques Glycolyse
et histidine
A A
) TK ’ ‘
D-xylulose-5-P + D-érythrose-4-P —_— D-glycéraldéhyde-3-P 4 D-fructose-6-P

v

Acides aminés
aromatiques

Figure 32 : Importance de la TK dans la cellule

» Le D-ribose-5-phosphate généré par la voie deopestphosphates est phosphorylé
par la ribose phosphate pyrophosphokinase en méskmne molécule d’ATP pour donner le
5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate (PRPP). Ce préauest impliqué dans la biosynthese de

I'histidine, des nucléotides et du nicotinamiderddé dinucléotide (NAD) (Figure 33).

Histidine
Ribose phosphate
pyrophosphokinase /
D-ribose-5-P PRPP ——> Acides nucléiques
ATP  AMP \ Coenzyme (NAD*)

Figure 33 : Implication du D-ribose-5-phosphate das trois voies métaboliques

» Le D-érythrose-4-phosphate est impligué dans lathege des acides aminés
aromatique® (sauf chez certaines archébactéries). L'étapmlimiest la condensation du D-
erythrose-4-phosphate et du phosphoénolpyruvat®)(P&ur donner un cycle a 7 carbones.
Un intermédiaire commun aux voies métaboliquesedetimis acides aminés aromatiques est
ainsi obtenu : c’est le chorismate. La phénylalargh la tyrosine sont produites a partir du

préphénate alors que le tryptophane est obtentiagel’anthranilate (Figure 34).

Anthranilate ———p Tryptophane

D-érythrose-4-P Préphénate ——= Phénylalanine
* C——> Chorismate Tyrosine
PEP 4-amino

Cofacteurs
benzoate ? foliques

4-hydroxy A
benzoate ——> Ubiquinone

Chaine respiratoire

Figure 34 : Voie de biosynthése des acides aminésmatiques
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Le chorismate permet également la synthese du dedn@nzoate et du 4-
hydroxybenzoate, respectivement précurseurs deacteofs foliques et de l'ubiquinone
(composants de la chaine respiratoire).

» Le D-fructose-6-phosphate et le D-sédoheptuloskesiphate permettent de faire un
lien entre la voie des pentoses phosphates eydalgte. Le D-fructose-6-phosphate et le D-
sédoheptulose-7-phosphate sont phosphorylés parhdsphofructokinase 1 (PFK1) en
présence d’ATP pour accéder au D-fructose-1,6-bispihate et au D-sédoheptulose-1,7-
diphosphate. Le D-sédoheptulose-7-phosphate esit@uprécurseur des lipopolysaccharides

des parois bactériennes.

» Enfin, le D-glycéraldéhyde-3-phosphate est préaursie I'acétyl coenzyme A
(Acétyl CoA) impliqué dans le cycle de Krebs. Efegfle D-glycéraldéhyde-3-phosphate
obtenu peut entrer dans la voie de la glycolyseerimettre d’accéder au pyruvate. Le
pyruvate est décarboxylé par la pyruvate déshyad@gg pour donner I'acétyl CoA (Figure
35).

Pyruvate
déshydrogénase

D-glycéraldéhyde-3-P —— Pyruvateﬁ» Acétyl CoA ——> | Cycle de Krebs

+ +
CoA
NAD* NADH,H* co,

Figure 35 : Implication du D-glycéraldéhyde-3-phoshate
dans la synthése de I'acétyl CoA, précurseur du clecde Krebs

1.2.2. Implication de la TK dans des pathologies chez I'hame

> Maladies neurologigues

Ces différents monosaccharides phosphorylés, subste la TK, sont donc impliqués
dans de nombreuses voies métaboliques. Il a étéréngu’'un dysfonctionnement de la TK
chez les organismes supérieurs et notamment chieaie peut engendrer des maladies
séveres comme le syndrome de Wernicke-KorsakoffteGualadie est provoquée par une
moins bonne affinité de la TK pour son cofactear,pyrophosphate de thiamifie Ce
syndrome génere des paralysies des muscles metales troubles de la conscience.

La déficience de l'activité de la TK a égalemeré ptoposée dans le cadre de la maladie
d’Alzheimer. En effet, les personnes atteintesoedie maladie présente une faible activité de
la TK. Cette anomalie serait due a une protéolyasigle de la TK par des cystéines

protéinasey.
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» Cancer

Une déficience en thiamine est souvent présente ldgepersonnes souffrant d’'un
cancer avancé. Ceci est du a une mobilisation skxeegle la thiamine par les cellules
cancéreuséd Des expérimentations menées sur la souris, omhipede monter qu’une
augmentation de la quantité de thiamine présentes dalimentation® conduit & une
augmentation de la prolifération des tumeurs caus@s. Cette découverte a conduit au
développement d’analogues du ThDP inhibiteurs deTka dans le but de ralentir la
production de ribose-5-phosphate et donc la répbicaCes inhibiteurs (Figure 36) présentent
des modifications au niveau du cycle 4-aminopyeadfoxythiamine, N3’-pyridyl-thiamine)
ou du cycle thiazolium (thiamine thiazolone, déhzahine). L'oxythiamine pyrophosphate
stoppe en phase;@e cycle cellulaire de certaines cellules tumaakEhrlich implantées
chez la souris. Les autres molécules présentéasladigure 36 ont une action inhibitrice sur
l'activité de la TK, mais ne semble pas avoir def@nti-prolifératif probant. Ceci semble lié

a des problémes d’assimilation et de transportikeéle de ces compo<és
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Figure 36 : Exemples d'analogues du ThPP inhibitewrde la TK

1.2.3. Réle de la TK chez les végétaux

Chez les vegétaux, la TK intervient dans le cydeCalvin. En effet, les végétaux sont
des organismes autotrophes. Les glucides peuventitierement élaborés a partir de I'eau
et du CQ. Cette séquence de réactions constitue le cycléafien qui débute par une étape
catalysée par la D-ribulose-1,5-bisphosphate cathe®/oxydase. Cette réaction permet
I'assimilation du CQen présence db-ribulose-1,5-bisphosphati®nt le précurseur est le D-
ribose-5-phosphate qui est régénéreé par la TKaktdlase (Figure 37). Il est a noter que dans

les cellules photosynthétiques 75 a 90 % de la §ikagsociée aux chloroplastes.
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Figure 37 : Réle de la TK dans la régénération du Bibulose-5-phosphate
impliqué dans le cycle de Calvin

2. Séguencage et surexpression des TK

De nombreuses études décrivent la purification #eel le séquencage des génes
correspondants provenant de microorganismes, déeglanais aussi d’organismes supérieurs.
Seuls quelques uns des génes ont été surexprinmédaffaciliter la production et la

purification des TK dans 'optique de leur cristation (paragraphe 3).

2.1. Séquencage

Le séquencage des génes codant pour les TK deeteir cerevisia®, Hansenula
polymorph&? Pichia stipiti§® ..)), d’autres eucaryotes unicellulairé®ishmania mexicafia
Plasmodium falciparuffi), de bactériesH. coli®®, Rhodobacter spharoid&set capsulatu®’,
Xanthobacter flavifé, Alcaligenes eutrophd$ Haemophilus influenz&k ...), de plantes
(Craterostigma  plantagineufy mai<®, épinard, pomme de terre.), mais aussi
d’organismes supérieures (Homftherat®, sourig€®, ...) montrent une forte homologie des
séquences protéiques.

En effet, I'alignement de 22 séquences protéiqaeeBklissues de différents organismes
(mammiferes, plantes, bactéries, levures) a pemeismettre en évidence 50 résidus
totalement invariants, auxquels s’ajoutent 24 résidjui difféerent seulement entre les
mammiféres et les autres organismes. Certainsugsioht impliqués dans la structure du site

f77

actif'’. Une étude plus précise de la fonction de ceslugéstonservés est faite dans le

paragraphe 3.3.
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2.2. Surexpression et purification des TK

2.2.1. TK de levure

Deux genes codant des enzymes ayant une activitéTRK1 et TKL2 ont été
identifiés ches. cerevisiaeLes deux enzymes correspondantes présententd’id¥hologie
de séquence mais semblent jouer des roles diffémnsein de la cellule. En effet, le géne
TKL2 est peu exprimé et ne semble pas indispensablmétabolisme deS. cerevisia®
contrairement a la TK codée par le gdani€_1. Tous les travaux décrits dans la littérature
concernent la TK codée par geneL1.

La TK de levure a été la premiere a avoir été @agtesurexprimée. Sundstorm et ses
collaborateurs ont isolé le plasmide pTKL1, contéria geneTKL1, a partir d’'une banque
génomique dé. cerevisiaglans le vecteur pHR&L Ce vecteur navette a la particularité de
se répliquer dangk. coli et dansS. cerevisiaeGrace a l'utilisation de ce vecteur, les auteurs
obtiennent un taux de surexpression de la TK goigsente 15% de la quantité de protéines
cellulaires.

Une méthode de purification de la TK produite d8ngerevisiag1402 (pTKL1) est
décrite par I'équipe de SchneilferElle fait intervenir successivement une préctjsita au
sulfate d’ammonium, trois chromatographies d’exduosmoléculaire (Sephadex G-25,
Sephacryl S-300 et Sephadex G-50) et une chronagibigr sur résine anionique (Mono-Q
HR). Cette méthode permet d’obtenir la TK avec activité spécifique de 37 U.rigavec un
rendement de 32 % (Tableau 5).

Purification Activité spécifique (U.mg?)* Rendement en %
Extrait brut 59 100
Précipitation au (NSO, 6,1 85
Sephacryl S-300 18 61
Mono-Q HR 37 32

(* : Une unité U est définie comme 1 pmol de D-glyaddéhyde-3-phosphate formée par minute)

Tableau 5 : Purification de la TK deS. cerevisiae
2.2.2. TK de E. coli

Deux genegsktA et tktB ont été identifiés chek. coli. Les séquences protéiques des
deux TK présentent 70 % d’homologie. La TK issu giknetktA est I'enzyme la plus
exprimée dang&.coli et aussi la plus étudiée. Woodley et ses colldabora ont cloné le géne
tktA dans un plasmide multicopie de type pBGS18 portam géne de résistance a la
kanamycine. Apres transformation dabscoli, des cultures a grande échelle (20 et 1000
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litres) en réacteur ont été réalisées afin de preda TK. La lyse des bactéries par un
homogénéisateur haute-pression a permis d’obtemiexirait cellulaire clarifié avec une
activité de 230 U.mt dans lequel la TK représente 40 % de la quangitgrdtéine¥.

La purification des protéines a été facilitée lgagreffage d’'une queue six histidines
(His-Tag) en position N-terminale. Cet oligopeptideesente une grande affinité pour le
nickel et a permis de purifier la TK par chromatggrie d’affinité sur une résine Ni-NTA

(nickel-acide nitriloacétiqués.

2.2.3. TK de L. mexicana

Le géne de la TK dé&. mexicanaa également été clonée dans un vecteur sous le
contréle d’'un promoteur T7 et d’'un opératéacZ, avec une étiquette six histidines. Aprés
transformation dank. coli et induction par I'lPTG, la TK représentait 5 &8des protéines
de l'extrait cellulaire issu de la culture. Une @matographie d’affinité sur résine Ni-NTA a
permis d’obtenir une TK avec une activité spéciigle 1,65 U.md et un rendement de 10 &

15 mg par litre de cultufé

2.2.4. TK de mais

Le géne de la TK de maigda mayka été clonée et la protéine produite sous forme
de protéine de fusion avec un domaine thioredoxafie de remédier a une faible
surexpression du géne seul dansoli. Exprimée sous le contréle d’'un promoteur T7 end’
opérateutac, cette protéine de fusion se compose d’'une étigget histidines, d’'un domaine
thioredoxine, d’'un site de clivage pour la throngbiet du géne de la TK de mais. Aprés
transformation et surexpression dahscoli, la protéine de fusion a été purifiée sur colonne
Ni-agarose, puis soumise a un traitement par tarthine afin de cliver la protéine de fusion.
Apres cette étape de clivage, la TK de mais a @tifige sur une colonne Superdex 200. La
TK de mais a été obtenue avec une activité spéeifite 25,3 U.mget un rendement de 87
% (Tableau 6Y.

Purification Activité spécifique (U.mg") * Rendement en %
Extrait brut 6,0 100
Ni-agarose 10,2 89

Superdex 200 25,3 87

(* : une unité U est définie comme 1 umol de Deglpldéhyde-3-phosphate formée par minute)

Tableau 6 : Purification de la TK de mais Zea may$}
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2.2.5. TK humaine

La TK humaine a été clonée tout d’abord par Wangest collaborateuts dans un
vecteur de surexpression sous le contréle d’'un ptean T7 et d’'un opérateur lacZ, avec une
étiquette six histidines en position N-terminalett€ stratégie a conduit apres purification a
une activité spécifique de 6 & 10 U:fnet un rendement de 0,8 & 1,5 mg par litre de @ultu
Plus récemment, Nixon et ses collaborateurs oliséile vecteur pCL476 qui a permis aussi
l'introduction d’'une étiquette HisTag. Le promoteast inductible par la chaleur. Le vecteur
pCL476/TK a été transformé dans une souclke doli. La souche obtenue a été cultivée a 30
°C, puis la production de la TK a été induite eacpht la culture a 42 °C. Aprés purification
par chromatographie sur hydroxyapatite, suivie d'whromatographie d’affinité au nickel
(Tableau 7), la TK recombinante humaine expriméesda coli a été obtenue avec une

activité spécifique de 13,5 U.mgt un rendement de 2,5%

Purification Activité spécifique (U.mg"?) Rendement en %
Extrait brut 0,10 100
Hydroxyapatite 0,33 9
Ni-IDA-Sépharose 13,5 25

Tableau 7 : Purification de TK humaine recombinanteissue deE .coli

3. Etude cristallographique des TK

3.1. Structures tridimensionnelles

Les structures tridimensionnelles des TKSlecerevisiae, E. coli, L. mexicana, et du
mais ont été reésolues en présence des cofactaussrsais aussi en présence de certains

substrats donneurs ou accepteurs (Tableau 8).

Monomere Co-cristallisée avec :
Source Structure Résolution Ref.
Nombre
PM o Substrat
d’'acides | Substrat donneur
(en kDA) aminés accepteur
- o 2A Erythrose-4-P - 85
S. cerevisiae Dimere 74 680
1,86 A Hydroxypyruvate - 86
1,47 A - Xylulose-5-P
E. coli Dimére 1,65A 72 664 - Fructose-6-P| 87
1,60 A Ribose-5-P -
L. mexicana Dimeére 2,22 A 71,8 671 ThDP / MgCl 64
Mais Dimére 2,30 A 72,99 675 ThDP / MgCI 73

Tableau 8 : Structures cristallines de TK
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La structure 3D de la TK d8. cerevisiaa été la premiere a avoir été déterminée en
présence de ses cofacteurs par diffraction de smyopar I'équipe de Schneider avec une
résolution de 2 A en 1982 Cette enzyme est constituée de deux sous-udi@sigues de 74
kDa comportant chacune 680 acides aminés (Figure.38

Chague monomere est caractérisé par 3 domairntgsctigFigure 38 B) : le domaine
N-terminal (du résidu 1 au résidu 322), le domairtermédiaire (du résidu 323 au résidu
538) et le domaine C-terminal (du résidu 539 audvé$80). Le domaine N-terminal
(domaine PP) et le domaine intermédiaire (domairg $ont impliqués dans la stabilisation
du dimére (GIY interagissant avec GHtf et GIU®" de l'autre sous-unitd et englobent
également les deux sites actifs. Chague monomérgane un site actif qui est situé a
l'interface entre les deux sous-unités et deuxssite fixation pour le ThDP et le cation
divalent Md* ou C&" localisés & proximité du site actif. Aucune imation dans la catalyse

enzymatique n’a été démontrée pour le domaine Gt

Domaine Pyr
(intermédiaire) b

/ \'.)" Domaine C-terminal
I \ LrofCS

Figure 38 : Structure de la TK (A : structure de 'homodimére ; B : les trois domaines d’'un monomere)

Les structures d’autres TK ont été résolues pleeménent : TK del. mexicana
(2003), du mais (2004), de. coli (2007), deB. anthracis(publication en cours). Elles se
présentent toutes sous forme de dimere avec debrasmd’acides aminés et des PM trés
proches. De plus, elles comportent également tenasitif pour chague sous-unité situé a
l'interface entre les deux monomeres.

Les résidus du site actif ont été identifiés etrledle dans la catalyse et la
reconnaissance des substrats a été étudié par enatmydirigée. Les travaux exposes ci-
dessous ont été principalement réalisés avec laldkevure. Des résultats récents, obtenus
avec la TK dE. coli et avec laTK humaine, montrent de fortes analogies avec la TK de

levure.
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3.2. Etude du site actif de la TK en présence des cofactrs

La TK a été également co-cristallisée en présercsed cofacteurs, le €zt ThDP®.
Des études cristallographiques couplées a desierpés de mutagenése dirigée ont permis

de proposer des interactions entre les résidug@actif de la TK de levure et les cofacteurs

(Figure 39).
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Figure 39 : Interactions entre les cofacteurs et terésidus du site actif de la TK
(les résidus conservés sont soulignés et les résidle 'autre unité sont désignés par une astérisgli

3.2.1. Etude du site actif en présence de ThDP

Le ThDP est enchassé dans une cavité profondestigitaée a I'interface des deux
sous-unités protéiques. Son groupement diphospttatagit avec le cation &a 3 molécules
d'eau et 3 résidus (His69, His263 et Gly158). Leleythiazolium du ThDP, quant a lui,
forme des liaisons de type de Van Der Waals aveains résidus du site actif. Le résidu
Asp382 intervient dans la stabilisation de la chatg cycle thiazolium et est indispensable a
la liaison du ThPP a I'enzyrffe Le cycle 4-aminopyrimidine est stabilisé dansztme
hydrophobe par les résidus Phe445 et Tyr448.

Il a été montré que d’autres enzymes qui utilidenThDP telles que la pyruvate
oxydasé’ et la pyruvate décarboxylddeprésentent une zone de reconnaissance du ThDP
analogue a celle de la TK. Ce motif est constitué deuillet 3 paralléle & 5 brins et de deux
hélices situées de part et d’autre du feuillet Fegd0). Dans le cas de la TK, le groupement
diphosphate du ThDP interagit avec le feuifetd’'un monomére tandis que le cycle 4-
aminopyrimidine interagit avec le feuillBtde I'autre monomere ; le cycle thiazolium, quant a

lui, interagit avec les deux feuillefs Il a été montré que la présence de ThDP au sin d
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'enzyme modifie sa conformation. En effet, le ThiDBEuit une conformation plus compacte
et rend ainsi 'enzyme plus stable. Ceci semble étr a la stabilisation de deux boucles
(chaque boucle étant située sur une des sous-utdt€enzyme) correspondant aux résidus
187 a 198 (situés dans le domaine N-terminal, RF388 a 394 (situés dans le domaine

intermédiaire, PyrY.

Al

Figure 40 : Motif structural du site de fixation au ThDP
(A : dans le domaine PP ; B : dans le domaine Pyr)

3.2.2. Etude du site actif en présence des cations divalsn

Hawkins et ses collaborateurs ont découvert unfrawtictural identique -GDG-&y
NN- chez les enzymes utilisant le ThDP comme cefatt La premiére étude
tridimensionnelle de la TK d8. cerevisia® a suggéré que ce méme motif (-elB-X 26y
D1gsXN1g7) était impliqué dans la fixation de I'ion divate@a™.

Les données cristallographiques montrent que lercalivalent C&" forme des
liaisons hydrogéne avec les acides aminés Aspl§7185, Asnl187 et 11e189 du site actif et
interagit également avec le groupement diphosptiatd hDP. Sa présence est essentielle

pour que le ThDP se lie a 'apoenzyme (Figure 39).

3.3. Etude du site actif de la TK en présence de ses siitats

L’étude du site actif de la TK de levure en présede ses substrats a fait I'objet de
nombreux travaux. Récemment, des premiers résutatsté publiés avec la TK decoli

montrant de trés fortes homologies avec le siié @etla TK de levure.

(0] OH OH TK OH
Ho\)l\//;\/opar H A~ H. _A_ _OP 4 HO
Y Y mop — W
OH (0] OH ' (0]
D-xylulose-5-P n=1: D-érythrose-4-P D-glycéraldéhyde-3-P n=1 : D-fructose-6-P
n=2 : D-ribose-5-P n=2 : D-sédoheptulose-7-P

Figure 41 : Réaction catalysée in vivo par la TK
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3.3.1. Cristallisation de la TK de S. cerevisiaeen présence du D-érythrose-4-

phosphate

Comme nous l'avons indiqué précédemment, la TK@ecdes cétoses et des aldoses
phosphates comportant 3 & 7 carbones. Parmi euk|es®-érythrose-4-phosphate (un des
substrats accepteurs) a été co-cristallisé avéK lde S. cerevisia@avec une résolution de 2,4
A%, Les substrats donneurs n'ont pas pu étre caallissis en raison d’un manque de stabilité

dans le site actif au cours de la cristallisatierf’enzyme.

Les études cristallographiques couplées a des iexpés de mutagenese dirigée ont
permis de proposer un modele des interactions E#nesidus du site actif et le D-érythrose-

4-phosphate (Figure 42).

=Tz

OH.

O
Oi
Asp 477

NH, “H2N>=|\ﬂ42

HoN—~< HN
NH

Stabilisation du
groupement phosphate Arg 359

Figure 42: Mise en évidence des acides aminés diesictif de la TK de S. cerevisiagmpliqués dans la
fixation du substrat accepteur (Erythrose-4-P) et dns la catalyse

Le role des résidus indiqués dans la Figure 42aéterminé d’'aprés les données
cristallographiques et par diverses études de ran&sg dirigée en présence des substrats
donneurs et accepteurs naturels de la TK et alissldgues.

> Role des His 30 et 263 vis-a-vis de la réactiomlyate par la TR

Une étude cinétique réalisée en présence du Desgub-P (substrat donneur naturel)
et du D-ribose-5-P (substrat accepteur naturel) omtré@ que les mutations His30Ala et
His263Ala diminuent fortement les valeurs dkg. Ces deux résidus participent au

mécanisme catalytique (Figure 43).
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Figure 43 : Interaction entre les His 30 et 263 d¢ D-xylulose-5-phosphate

D’aprés les données cristallographiques, I'His2@®sgpde un atome d'azote non
protoné qui pointe vers le groupement hydroxyle @Gudu substrat donneur. Ce résidu
arracherait le proton, ce qui conduirait a la ruptde la liaison &Cg de ce substrat. Quant a
I'His30, il a été montré que la valeur dy, e la TK His30Ala est beaucoup plus élevée que
celle de la TK His263Ala et notamment vis-a-vis Bhxylulose-5-P. Le résidu His30 serait
donc plus fortement impliqué dans la reconnaissaicsubstrat donneur. Compte tenu des
données cristallographiques, I'His30 positionnetaitrectement le D-xylulose-5-P dans le

site actif pour faciliter la déprotonation réaligse I'His263 (Tableau 9).

Km (LM)
Enzyme Keat (S7) D-xylulose-5-P D-ribose-5-P
TK sauvage 46,3 70+ 10 146 £ 21
His30Ala 0,69 1010+ 170 290 + 100
His263Ala 0,23 23+ 5 93+ 10

Tableau 9 : Parameétres cinétiques de la TK sauvagd des TK mutées en position 30 et 263

> ROle de I’Asp477 pour le controle de I'énantioséiet® de la TK

L’étude de la spécificité vis-a-vis du substrat emteur, a montré que la réaction
catalysée par la TK est énantiosélective vis-a-tiss aldéhydesa-hydroxylés de
configurationR. Dans le but de déterminer le résidu du site aetgliqué, une étude a été

menée au laboratoire et en collaboration avec if#gde Schneider (Tableau 10).
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KeadKm (M™.87)
Substrats accepteurs
TK sauvage Asp477 TK Asp477Ala
OH
D-érythrose-4-P OWOP 1,7.16 4,5.16
OH
OH
D-thréose-4-P oA op 0,7.1G 0,5.1G
OH
OH OH
D-arabinose-5-P OV'\‘/VOP 1,1.1G 0,5.1G
OH
o)
2-désoxy-D-érythrose vﬁo/\OP 3.10¢ 1,8.16
H
QH
2-désoxy-D-ribose-5-P O OP 1,2.1G 1,1.16
OH

Tableau 10 : Constantes cinétiques de la TK en présce de substrats non hydroxylés em du carbonyle

D’aprés les données cristallographiques, I'’Asp4AWéragit par une liaison hydrogene
avec le groupe hydroxyle en positian de la fonction aldéhydique du D-érythrose-4-
phosphate. Le role majeur de I'Asp477 a été comfipar des expériences de mutagenese
dirigée et par des études cinétiques en préseacaldgues du D-érythrose-4-phosphate que
I'équipe du SEESIB a mené en collaboration avele il Pr.Schneid&t En effet, lorsque ce
substrat est remplacé par des analogues non hydsogga du carbonyle (le 2-désoxy-D-
ribose-5-phosphate et le 2-désoxy-D-érythrose-4phate) ou par des analogues dont la
configuration de I’hnydroxyle porté par le €stS (le D-arabinose-5-phosphate et le D-thréose-
4-phosphate), I'efficacité et I'énantiosélectivité la TK diminuent fortement (tableau 10). De
plus, quand I'Asp477 est remplacé par une alamies résultats analogues sont obtenus.

La concordance de ces résultats a permis de carfigne le résidu Asp477 est
impliqué dans la reconnaissance du groupement Ryldrena du carbonyle et qu'il contréle

I'’énantiosélectivité de la réaction.

> ROle des acides aminés impligués dans la stabidisatu groupement

phosphaté&'

Le site actif de la TK est relativement profond abrs substrats phosphorylés
comportant 3 a 7 carbones sont acceptés. La flegil@st apportée par quatre résidus

(Arg359, Ser386, His469 et Arg528) qui interagissmrec les substrats par des liaisons de
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faible énergie telles que des liaisons hydrogéresne liaison électrostatique. Les deux
arginines stabilisent les groupements phosphatessdbstrats ayant une chaine carbonée
supérieure ou égale a 4 tandis que Ihistidine aetsérine stabilisent les groupements

phosphates des cétoses comportant 3 ou 4 carbones.

Des études cinétiques ont permis de préciser gaehbstrat accepteur, le D-ribose-5-
phosphate, est plus fortement stabilisé par cédugsgue le substrat donneur, le D-xylulose-
5-phosphate. Lorsque chacun des trois acides armmpgjués (Arg359, Arg528 et His469)
est remplacé par une alanine par mutagenese dirigétvité catalytique de la TK en
présence de D-xylulose-5-phosphate et de D-ribgseeSphate est diminuée mais conservée
(Tableau 11). En revanche, la perte de I'affiniés @K mutées est plus notable vis-a-vis du
D-ribose-5-phosphate. Ce résultat montre que @du® interagissent principalement avec le

D-ribose-5-phosphate, substrat accepteur de la TK.

K, apparente (UM)
Enzyme Activité en %
D-xylulose-5-P D-ribose-5-P
TK sauvage 100 73+ 7 146 + 21
His469Ala 77 829 + 97 5970 + 628
Arg359Ala 31 163+ 29 5650 + 720
Arg528Ala 17 318+ 36 7000 £ 950

Tableau 11 : Paramétres cinétiques de la TK sauvags des TK mutées

En conclusion, ces résidus ne sont donc pas inggigians la catalyse enzymatique
mais dans la stabilisation des substrats danddeastif. Ce résultat est en accord avec les
études cinétiques déja réalisées concernant lafisgécde substrat de la TK. Elles ont
montré que la TK est capable de catalyser la m@actin présence de substrats non-

phosphorylé¥.

3.3.2. Co-cristallisation de la TK de S. cerevisiaavec I'acide hydroxypyruvigue
HPA

Schneider et ses collaborateurs ont cristallisEKade S. cerevisiaeen présence de
HPA (substrat donneur non phosphorylé utilisé d#es synthesesn vitro car sa

décarboxylation par la TK rend la réaction irréyges(Figure 44)).
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Figure 44 : Réaction entre HPA et ThDP

Une structure cristalline a été obtenue avec I'édal-dihydroxyéthyle formé avec
le ThDP aprés décarboxylation par la TK, avec uésolution 1,86 2. Les données
cristallographiques ont permis de mettre en éviddes interactions du site actif avec le

complexe ThDRA,3-dihydroxyéthyle (Figure 45).

R

o (Y

SN |/N

a N
o His 481*
o HTT D\/
NH

Gly116
Figure 45 : Interactions du site actif avec le conlpxe ThDPA,B-dihydroxyéthyle.

L’hydroxyle du carbonex (lié de fagcon covalente au carbone 2 du cycle thiam)
est en interaction par liaisons hydrogénes avewmitia du cycle pyrimidine du ThPP et
'His481 de l'autre sous-unité. L’hydroxyle du carie 3 est en interaction par liaison
hydrogéne avec I'His103 et interagit égalemeiat une molécule d’eau avec les résidus
Gly166 et His69.

3.3.3. Co-cristallisation de la TK de E. coli avec le D-xylose-5-P, le

D-fructose-6P et le D-ribose-5P

La TK deE. colia récemment été cristallisée en présence dedfitfésubstrals: les
deux cétoses donneurs naturels, le D-xylulose %-R ®-fructose-6P et un des aldoses
accepteurs naturels, le D-ribose-5-P. Cette étunietnm des interactions semblables a celles
envisagées ou modélisées a partir de la Tk deerevisiaela figure ci-dessous indique les
interactions avec le D-xylulose -5-P, substrat @éamn

Les hydroxyles des carbones 1 et 2 interagissesgeotivement avec les résidus
His473 et His100 et I'amine du cycle pyrimidine @PP. Les résidus His261 et His26
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interviennent dans le contréle de la stéréosmdgfipar interaction avec I'’hydroxyle du
carbone 3 alors que le résidu Asp469 est impligus de contréle de I'énantiosélectivité

R >='\(P | N Y

S _N

H
N His 100
e

v

His 261 H
U
N,

N= ~ R NH
= H e T
N NH=--0 N
His 26 His 473
o)
“Ot
)
o Asp 469
e p. o
0/\ —0 HN \
O N
- His 461
HN
|
HN)\NHZ
Arg 358 —/_/

Figure 46 : Mise en évidence des résidus du sitetidde la TK de E. coli impliqués
dans la fixation du substrat donneur (D-ribose -5-Plié au ThPP) et dans la catalyse
Le groupement phosphate du carbone 5 présente irdesactions avec les
résidus His461 et Arg358. La seule différence netawvec le mode de fixation du D-
Fructose-6-P, substrat donneur présentant un cantbemlus par rapport au D-Xylulose-5-P,
est l'interaction de la Ser385 avec I'hydroxyleadwbone 5 du D-fructose-6-P (Figure 46).

3.3.4. Comparaison des résidus clés intervenant dans letesiactif de la TK de

S. cerevisia@vec ceux dé=. coli et de ’homme

Il apparait que les résidus clés notamment les d¢is80 et 263 chez la levure
intervenant dans la catalyse jouent le méme roéz Eh col®t chez 'homm¥. De plus,
nous avons vu précédemment que I'énantiosélecgté&ontrolée chez la TK de levure par
'Asp 477 et récemment ché&coliil a été montré qu’un résidu Asp469 a la méme fonction
Trois résidus viennent également stabiliser le geowent phosphate avec une forte analogie

entre les TK dé&.coli et de 'homme.

Réle du résidu S. cerevisiae E. coli Humaine

His30 His26 His37
Catalyse

His263 His261 His258

Enantiosélectivité Aspa77 Asp469 -

Stabilisation His469 His461 _
du groupement Arg359 Arg358 Arg318
phosphate du substrgt Ser386 Ser3ss Arg474

Tableau 12 : Résidus intervenant dans le site actife la TK de S.cerevisiagdeE. coli et de ’homme
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4. Mécanisme réactionnel de la TK

D’aprés les expériences de mutagenese dirigéesaldenées cristallographiques, un
mécanisme catalytique pour la TK de levure a é@qsé® et peut étre adapté aux TK He
coli et de 'homme, les sites actifs étant similaires.

La premiere étape commune a toutes les enzymegtitiseént le ThDP consiste en la
déprotonation du £du cycle thiazole qui conduit a la forme activée ThDP. Le résidu
Glu418 (Glu336 pour la TK humaitf¢ protone I'atome d’azote Ndu cycle pyrimidine &)
conduisant & la formation du groupe iminium chgrgsgitivementlf). Le G du cycle thiazole
est alors déprotoné&)(par le résidu His481 (His110 pour la TK humairet His473 pour la
TK d’E. col®’) (Figure 47). Bien que la conformation en V du Fhbe soit pas favorisée
thermodynamiquement, elle permet la stabilisatiancdrbanion du £du cycle thiazolium

par le groupement iminium du cycle pyrimidine.

418
Glu 418 Glu Glu 418

e’o 0

o o)
HsC
H*
‘2\" /\f)\CH3 ‘2\69“ /\f)\cH3 ‘2\" /\f)\CH3
+H*
a N £ N
</ ] '
HN HN
His 481 His 481

Figure 47 : Mécanisme d’activation du ThPP

Puis, le carbanion formé attaque le groupe carbonyle du D-xylulogghbsphated)
qui peut étre protoné soit par le groupe iminiurargé positivement du cycle pyrimidine ou
bien par le résidu His481 (cette derniére hypothése est retenue dans leniséua décrit

dans la Figure 48).

Glu 418 Glu 418

o HO™ Yo
@ j\)\CHx —_ eN {)\cm
° NHZ oH NHp
o (/H@ . .
d HO 7 =
St ( ]

R'= -(CHOH),-CH,0P0z% His 481 His 481

substrat donneur (n =1, 2 ou 3)

Figure 48 : Mécanisme de formation de la liaison a@lente entre le substrat donneur et le ThPP
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Ensuite, I'His263 (His261 pour la TK d& coli et His258 pour la TK humaine) est
parfaitement positionnée pour arracher le protogmwpement hydroxyle dusz@u substrat
donneur lié au ThDPf). Le D-glycéraldéhyde-3-phosphate est alors libdr@ charge
négative de l'intermédiaire,B-dihydroxyéthyl-pyrophosphate de thiamirg €st stabilisée
par effet mésomerdn) (Figure 49).

/@Nﬂ? »%:‘ /F - K[ { o™

a-carbanion OH  énamine

N -0 HN-\® e HN\@

37 P :

His 263 His 263 His 263

Figure 49 : Mécanisme de formation de I'intermédiaie a,B-dihydroxyéthyl-ThPP

Le carbaniorg attaque alors la fag@ de la fonction aldéhyde du substrat accepteur,
'oxygéne étant protoné par I'His263. Le nouveauboae asymétrique formé est de
configuration S La rupture de la liaison qui lie le,Glu cycle thiazolium if via la
déprotonation du groupement hydroxyle conduit alik#@ration du produit final de
configuration 8S,4R et du ThDP|( (Figure 50).

Glu 48
Glu 418
(©]

0" o
/
HaC N
N ( ) H N >\CH >\CH
r— ° =N ’ /@ ’ /% ’
S oH NHz — oH NHz —_—
OH i OH i
a L H 1
8 HNN HO 4 HNTY o N@

' His 481 His 263
His 263 R" His 481

substrat accepteur

Cétose D-thréo
R"= -(CHOH)-CH ,0P03%
n=12

Figure 50 : Mécanisme d’attaque du substrat accepte et libération du produit formé

5. Etude et modification de la spécificité de substradle la TK

Depuis quelques années, les TK issuesSdeerevisiaeet E. colP® sont surexprimés a
l'aide de vecteurs d’expression et sont maintetemseules utilisées en biocatalyse. La forte
homologie des sites actifs de ces deux sourceKdexplique qu’aucune différence notable
n'est été relevée lors des études de spécificigubistrat.
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5.1. Etude de la spécificité de la TK

La réaction catalysée par la TK est réversible s¥sgnce des substrats naturels. La
position de I'équilibre en présence du D-xylulospHmsphate comme donneur et du D-
ribose-5-P comme accepteur est de 1,2 en faveuprddsiits formés (glycéraldéhyde-3-P et
D-sédoheptulose-7-F.

O (=DH QH TK QH (0] (=)H
no s 2 o+ n 2 H_A_OP + HO :
Y opP =
Y \“/m]\ S— \“/\/
OH (0] OH O
D-xylulose-5-P n=1: D-érythrose-4-P D-glycéraldéhyde-3-P n=1: D-fructose-6-P
n=2 : D-ribose-5-P n=2 : D-sédoheptulose-7-P

Figure 51 : Réaction catalysé@ vivo par la TK

La spécificité de la TK vis-a-vis de substrats deums et accepteurs non naturels a été
étudiée dans le but d'utiliser cette réaction ptarsynthese de cétoses et analogues

phosphorylés ou non.

5.1.1. Vis-a-vis du substrat donneur

Dans le but d'utiliser la réaction catalysée parTkh a des fins synthétiques de

nombreux substrats donneurs non phosphorylés émngisagés (Figure 52)

)(])\ OH O OH
- TK A :
R/R + (\R" “ThOP, MgCle R)]\.é/\R" + R
(0] OH

R = CH,OH, CH,, CH,CI, CH,SH, H
R = CHOH(S)-CH,OH, COOH

Figure 52 : Réaction catalysée par la TK en préseeale substrats donneurs non naturels

Une étude réalisée au laboratoire SEESIB a monteéI'jydroxypyruvaté™ (HPA :

R = CHOH et R’= COOH) est un substrat donneur de la TK.décarboxylation de ce
substrat par la TK rend la réaction irréversibleqoereprésente un avantage certain dans le
cadre de [l'utilisation de cette enzyme en synth&autres substrats donneurs ont été
envisagés et notamment le L-érythrufdé¢R = CHOH et R’ = CHOHE)-CH,OH). En
présence de ce substrat, la réaction devient nsile quand le glycolaldéhyde libéré est
réduit par I'alcool déshydrogénase (ADH) en présede NADH, H (Figure 53). Cette
réaction est utilisée pour déterminer l'activitéldeTK (le D-xylulose-5-P, substrat donneur

naturel utilisé auparavant, n’étant plus commeycial
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o OH O OH
HO\)]\/\ - L_ H O\)‘\/?\ + (\OH
Y OH + "/\ R ThDP, MgCl, r R S
0 o OH
O 2
L-érythrulose glycolaldéhyde

NADH,

NAD*
OH
HO >

Figure 53 : Réaction catalysée par la TK en préserale L-érythrulose

D’aprés les études cinétiques, la TK de levuregmiesune plus faible affinité vis-a-
vis de I'HPA (K, = 33 mM*) que vis-a-vis du L-érythrulose &= 5 mM'®9). Cependant, le
procédé mettant en jeu I'HPA est plus largemefiséta des fins synthétiques car la réaction
est irréversible.

Des analogues de I'HPA ont été proposés dans lel’batéder a des analogues de
cétoses substitués en position 1 : pyruvate (R s &HR’ = COOH), chloropyruvate, (R =
CH.CI et R’ = COOH) et mercaptopyruvate (R = £ et R’ = COOH). Aucun de ces
composeés ne s’est révélé étre un substrat de l@aBleau 13).

Cependant, en présence de glyoxylate comme sulmtrateur (R = Het R’ =
COOH), il a été décelé une faible activité. La TEnsfére alors un groupement formyle sur
un aldéhyde accepteur. Cette propriété a été coddirpuisqu’en présence de L-arabinose et
de glyoxylate, du L-glucose a été obtenu. Cependaméaction est extrémement lente et le

rendement faible (inférieur & 10 &%)

Donneur Accepteur Km €en mM Vuax €N U.mg‘l
D-xylulose-5-P D-R-5-P 0.2 20
(substrat naturel)
R = CHOH D-R-5-P ND 2,6
R'= CHOH-CH,0OH
(L-érythrulose) D-G-3-P 4.9 ND
R = CHOH D-G-3-P 33 ND
R'= COOH D-E-4-P 7 ND
R=CH
R'= COOH D-G-3-P ) )
R = CHCI
R'= COOH D-G-3-P ) )
R =CHSH
R'= COOH D-G-3-P ) )
R=H D-glycéraldéhyde ND 0,65
R'= COOH Glycolaldéhyde ND 0,54

Tableau 13 : Paramétres cinétiques de la TK vis-aiwdes différents substrats donneurs

(ND : non déterminée)
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5.1.2. Etude de la spécificité de la TK vis-a-vis du subsit accepteur

Quelques exemples d’aldéhydes accepteurs sontuisliglans le tableau suivant
(Tableau 142 Il est & noter que le glycolaldéhyde est le reeillsubstrat accepteur de la TK
devant les substrats accepteurs phosphorylésestitie il est pris comme référence pour le

calcul des vitesses relatives.

Substrats accepteurs Vitesse relative en %
Substrat de référence CH,OH-CHO 100
Accepteurs « naturels » D-érythrose 84
non phosphorylés D-ribose 30
CH,OH-CHOH-CHO R) a 77
Composés polyhydroxylés
CH,OH-CHOH-CHOH) b <1
CH3z-CHOH-CH-CHO R, 9 c 29
Composés non hydroxylés ea | CH,OH-CHOH-CH-CHO R, S d 43
CH,OH-CHOH-CH-CHO R) e 45
CH3;SCH-CHOH-CHO R, 9§ f 33
CH3z-CHOH-CHO R, 9 g 44
CH,F-CHOH-CHO R, 9 h 47
Composés hydroxylés e et
P yeroxy CHy-CH,-CHOH-CHO R S i 33
non hydroxylés enf3
CHjs-(CH,),-CHOH-CHO R, 9 i 22
(CH3)3;C-CHOH-CHO R, § k 11
CH,OH-CH,-CHOH-CHO (R, S) | <10
CHs- CHO m 25
Composés non hydroxylés
CH3-(CH2) - CHO n 11
(CH3)2'C=CH'CHO 0] 11
CH,=CH-CHOH-CHO R, 9 p 56
Composés éthyleniques CH,=CH-CH,-CHOH-CHO R, S ¢ 28
CH,=CH-(CHOH)-CHO (R,39 r 36
CH,=CH-(CHOH)}-CHO (R,3R) s 32
CHO
©/ t <10
Composés aromatiques OH
CHO u 28
s . S cHO
Composé hétérocyclique (\_/7’ v 32

Tableau 14 : Quelques exemples de substrats accapte
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La TK montre une tres nette préférence pour lesthgides a-hydroxylés de
configurationR (a par rapport &) conduisant ainsi a des cétoses de configuratidhré&n.
Cette propriété est exploitée pour dédoubler ddangés racémiquesahydroxyaldéhydes.

L’absence de groupement hydroxyle en positiode la fonction aldéhyde diminue
I'activité (comparaison de, d, e avec le D-érythrose). En revanche, I'absence depgiment
hydroxyle en3 semble n’avoir que peu d’influence sur I'activité la TK €, g, h, i), il est en
est de méme pour la configuration du carbon@.ebependant la présence d'un groupement
encombrant dans cette position diminue I'activjifék}).

En présence d’aldéhydes aliphatiques, I'activitdad&K diminue avec I'augmentation
du nombre de carbone des substratd). Le présence de double liaisons ne semble pas
influencer I'activité ¢, p, q, r, s) sauf pour les insaturations en positmf§ de la fonction
aldéhyde @).

Les aldéhydes cycliques conduisent a une faiblgitictle la TK ), mais la présence
d’'un groupement hydroxyle en ortho)(ou d’un hétéroatome au sein du cyale gméliore
lactivité.

Compte tenu de ces résultats, le potentiel synhétile la TK a été largement exploité.
Nous allons indiquer des exemples de synthese tdsast Dthréo présentant des activités

biologiques.

5.2. Exemples d'utilisation de la TK en synthése organiage

5.2.1. Synthése du D-[1,22C,] xylulose'®®

Le marquage isotopique des sucres est souvernséufilour étudier le devenir des
molécules biologiques dans les voies métaboliquasréaction catalysée par la TK peut
s’étendre a la synthése de cétoses marqués aioardkt disposer de substrats radiomarqués,
comme I'hydroxypyruvate. La synthese de ce deraiété réalisée par oxydation de la D,L-
[1,2-C,]-sérine  commerciale en présence de la D-aminoa@sgd (D-AAO).
L’hydroxypyruvate formé est ainsi piégé au fur enasure de sa formation en présence de
glycéraldéhyde et de la TK de feuilles d’épinard.

Cette stratégie a été développée au laboratoiranerseule étape avec la TK extraite
de feuilles d'épinard, & I'échelle de 2 mmoles &ipde la D,L-[1,2}3C;]-sérine enrichie & 7
%. Cette synthése est une des premiéres applisatiéarites de la TK. Le D-[1,2C)]
xylulose a été obtenu avec un rendement de 37 §ar@b4). Cette méthode est originale car
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elle peut étre appliquée a la synthese de nomlr&ioses ou analogues marqués a partir d’'un

précurseur unique , la D,L-[13€,]-sérine.

(o
HO\;/*I*]\COOH
NH, O OH

13 =

HO\AKCOOH D-AAO [1,2-3C,]-hydroxypyruvate TK H O\)*K/?\/OH
* : + i * é
D,L-[1,2-13C,]-sérine OH co, OH
NH, o \/?\/OH D-[1,2-13C,]-xylulose
HOcooH

D-glycéraldéhyde
L[1,2-3C,]-sérine

Figure 54 : Voie de synthése du D-[1,2C,] xylulose

5.2.2. Synthése du 6-désoxy-L-sorbose, précurseur du furénf-®*

Le 6-désoxy-L-sorbose est un précurseur d'un aréonéérant un goQt de caramel aux
produits issus de lindustrie agroalimentaire, lehydiroxy-2,5-diméthyl-3H)-furanone
(HDMF). Au laboratoire SEESIB et en collaboratiorea le groupe Sanofi, une stratégie a éte
mise en ceuvre pour accéder au 6-désoxy-L-sorbosaturel » par condensation de
I'hydroxypyruvate et du 4-désoxy-L-thréose en pnésede la TK de feuilles d’épinard.
L’hydroxypyruvate est synthétisé a partir de laéithse par voie enzymatique impliquant la
sérine aminotransférase (SGAT). Le 4-désoxy-L-thecest préparé en deux étapes a partir de

I’hydroxypyruvate et de I'acétaldehyde (Figure 55).

NH; o]
: SGAT
HO\/\"/OH —— > HO OH
0 0
L-sérine hydroxypyruvate Q H HO o
K H
+ T» HO CHy oo M
OH OH OH He 07 Ch,
H CO,
MO 6-désoxy-L-sorbose HDMF

OH

4-désoxy-L-thréose

Figure 55 : Synthése du 6-désoxy-L-sorbose

5.2.3. Synthése de la (+Exo-brévicomine'®®

La (+)-excbrévicomine est une des phéromones sécrétées paalabée. Ce composé
est préparé en sept étapes a partir du 2-hydroxghUtqui est utilisé comme substrat
accepteur de la TK d&. cerevisiaeen présence d’hydroxypyruvate. Le cétose obtenu,

précurseur de la brévicomine, est synthétisé ameendement de 45 % (Figure 56).
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co,

(+)-exo -brevicomine

Figure 56 : Synthese chimioenzymatique de la (-&xo-brévicomine

5.2.4. Synthése du 1,4-didésoxy-1,4-imino-D-arabinitdi®

Le 1,4-didésoxy-1,4-imino-D-arabinitol est un initéir potentiel des glycosidases- (
glucosidase de classe Il du réticulum endoplasmigu®annosidase de classes | et Il du
Golgi, etg. Il est possible d’obtenir un précurseur de @etsacre en deux étapes et avec un

bon rendement a partir diR,§-3-azido-2-hydroxypropanal et de I'hydroxypyruvate
présence de TK dg. coli (Figure 57).

S CH,OH

Qume

H

CO.Li \n)\/ 3 _ HO\)‘\/\/Ns —_— .
N
M

(R,S)-3-azido-2-hydroxypropanal 1,4-didésoxy-1,4-imino-D-arabinitol

Figure 57 : Synthese du 1,4-didésoxy-1,4-imino-D-abinitol

5.2.5. Synthése d’aminoalcoolt’

Le 2-amino-1,2,3-butanetriol est un composé utilisémme précurseur de
nombreuses molécules comme des statines, des tehide protéases (comme le
Nelfinavir, utilisé dans le traitement du SIDA) das agents détoxifiants.

Une synthése « one-pot » a partir d’hydroxypyruatde glycolaldéhyde en présence
de TK deE. coli et d’'une B-alanine/pyruvate transaminase Eecoli a permis d’obtenir ce
composé sous forme énantiomériquement pure aveznalement de 21 % (Figure 58).

[0} [0}

HO. \)k TK HO. \)J\/\ Transaminase
cooH + I/\OH ﬁ' OH ﬁ'
| ThDP, Mg,* PLP
(o]
co,

Hydroxypyruvate Glycolaldéhyde

I
[e]
w2
=
Olln.% »
I
o
I

OH

Amine Cétone

L-érythrulose 2-amino-1,3,4-butanetriol

Figure 58 : Synthése "one-pot" du 2-amino-1,3,4-bainetriol
basée sur l'utilisation de la TK et d'une transamimse.

Cette synthése a été réalisée en présence d’esdlaitaire d’'une souche de. coli
surexprimant les deux enzymes impliquées. La mactle transamination étant I'étape
limitante de la synthése, la modification de lans@minase par mutagenése est proposée par

les auteurs pour améliorer sa spécificité vis-adus L-érythrulose et ainsi augmenter le
rendement global de la synthése.
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5.2.6. Synthése de cétoses phosphorylés

> Synthese du D-xylulose-5-phosphate

La synthése du D-xylulose-5-phosphate représentehatienge parce qu'il n’est plus
commercialisé. Ce composé est utilisé comme subpwar le dosage de nombreuses
enzymes. C’est également un agoniste d’une prop#Finsphatase humaine (PP2A) impliquée
dans des systémes de régulation cellulaire.

Fessneret al. ont proposé une synthése enzymatique « one-pot D-dylulose-5-
phosphate a I'échelle du gramme en présence deudto$e-1,6-bisphosphate-aldolase de
muscle de lapin (RAMA) et de la TK d& coli*®® (Figure 59).

o

z-o3PO\)J\/OH

DHAP

RAMA
TPI

OH ©
oH K
N 2-
2 O3PO\)\/O ﬁ. O3PO. OH
0 OH
on %

DGBPUOZC D-xylulose-5-phosphate

Figure 59 : Synthése du D-xylulose-5-phosphate papie enzymatique
La RAMA catalyse la rétro-aldolisation du D-fructe$,6-bisphosphate (D-FDP). Il en
résulte un mélange de dihydroxyacétone-phosphatéAH) et de D-glycéraldéhyde-3-
phosphate (D-G3P). La triose phosphate isoméra3g ¢onvertit le DHAP en D-G3P qui est
ensuite impligué dans la réaction catalysée pamklad’E. coli en présence de HPA. Le D-

xylulose-5-phosphate est obtenu avec un rendenhavalgle 82 %.

> Synthése du 4-désoxy-D-fructose-6-phosgfate

Le 4-désoxy-D-fructose-6-phosphate est un compaoséest largement utilisé comme
sonde pour étudier le métabolisme des sucres. nadégie mise en place au laboratoire
SEESIB pour accéder a ce composé consiste a wutilise époxyde hydrolase qui permet

d’obtenir le substrat accepteur de la TK (Figure 60

Le (RS-1,1-diéthoxy-3,4-époxybutana est dédoublé par une époxyde hydrolase
d’Aspergillus nigeret conduit a I'époxydeSj-b (ee > 98 %). Ce dernier est ensuite converti
en deux étapes en l'aldéhydeS 2 qui réagit alors avec le L-érythrulodeen présence de la
TK de S. cerevisiagpour donner le composé attendu avec un rendengeb2do. Afin de

déplacer I'équilibre de la réaction enzymatique,glgcolaldéhyde libérée est réduit par

63



I'alcool déshydrogénase en présence de NADH réyénéré par le systéme formiate/formiate
déshydrogénase (FDH) de levure.

hydrolase
—_—

o OEt Epoxyde o OEt OH Ot
N\ M + HO\/\)\
OEt OEt OEt
a

b
1/ KH,PO,
2/ H*, H0
OH O
2-03P0\/k)J\
H OH
OH d
OH O
TK

OH

NAD* OH
OH €

o OH
H| ADH ’)
OH gH NADH, H*
203P0\/k/Y\

FDH
4-désoxy-D-fructose-6-P

HCO,Na co,

Figure 60 : Synthese du 4-désoxy-D-fructose-6-phdsqte par voie chimioenzymatique

> Synthése du D-sédoheptulose -7-phosphate

Le sédoheptulose-7-phosphate est un composé impouiflisé pour I'étude du
métabolisme et pour la synthese de différents ceggpa@ activité biologique, par exemple

'acarbose, un inhibiteur d-glycosidases ou la validamycine et la pyralomycides
composeés antibiotiques.

OH OH
Hydroxypyruvate

co,
D-Ribose-5-P

OH

D-Sédoheptulose-7-P

Figure 61 : Synthése du D-sédoheptulose-7-phosphate

Une stratégie développée au laboratoire, basékusilisation d’hydroxypyruvate et de

D-ribose-5-phosphate en présence de TK de levyretrais d’obtenir ce composé a I'échelle
de plusieurs grammes avec un rendement de 81 %.

5.3. Modification de la spécificité de substrat de la TK

Dans l'optique de modifier la spécificité de substte la TK par mutagenese un test est
nécessaire pour déterminer I'activité des TK. Nalisns dans un premier temps faire un

bilan des tests décrits dans la littérature enqumaht leurs avantages et leurs inconvénients
pour cribler des banques de TK mutées.
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5.3.1. Tests permettant de déterminer 'activité de la TK

5.3.1.1. Tests en présence de NADH

> Test en présence du L-érythrulose

Ce test mis au point par I'équipe du laboratdire été développé en présence du L-
erythrulose (Figure 62) comme substrat donneurpdalee du D-xylulose-5-phosphate qui est
le substrat naturel. Ce composé n’est plus comales&ipar Sigma et de plus sa synthese est
délicate que ce soit par voie chimique ou enzymatigen présence de L-érythrulose, la

réaction devient irréversible lorsque le glycolaigde libéré est réeduit par [lalcool
déshydrogénase de levure (EC 1.1.1.1) en présenddDH.

o}

HO\)J\/\ + H

B OH R ThPP Mg2+
OH o)

wilo

(@]
J
H

NADH,H*

ogm

L-érythrulose

alcool
déshydrogénase

NAD*

OH
HO/\/

Figure 62 : Test basé sur l'utilisation du L-érythulose

> Test avec I'érythrose-4-P déshydrogénase

Ce test a également été développé pour pallieindidponibilité du xylulose-5-P. En
présence de D-fructose-6-phosphate et de D-gly&ngte-3-phosphate, la TK catalyse la
formation de D-xylulose-5-phosphate et de D-éryghrd-phosphate. La réaction est rendue

irréversible par la conversion du D-érythrose-4ggimte en D-érythronate-4-phosphate par
une érythrose-4-phosphate déshydrogénase en peédemADH 2,

0oPO2 oP0s" oros” (\‘/\opos
& ThPP, Mg2

D-Fructose-6-P D-Glycéraldéhyde-3-P D-Xylulose-5-P D-Erythrose-4-P

IIO
||IO
|||O
-IIIO

OIII

NADH,H*

Erythrose-4-phosphate
déshydrogénase
NAD*

H

(6]
\H/Y\OPO32'

(6] OH

ili{e}

D-érythronate-4-phosphate

Figure 63 : Test basé sur Il'utilisation de I'érythiose-4-P déshydrogénase
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» Test avec la xylulose-5-phosphate kinase

Ce test reprend le principe du test classique dag d'activité de la TK reposant sur
l'utilisation des deux substrats naturels: le Dulyse-5-phosphate et le D-ribose-5-
phosphate. L'originalité de cette approche repose utilisation d'une xylokinase
recombinante d&. cerevisiagclonée et exprimée dais coli qui va générele xylulose-5-
phosphate a partir de xylulose en présence d’AEPxylulose-5-phosphate peut étre produit
in situou bien préparé avant utilisation

o H o OH H

HO __OPOZ | = , —X + 0PO
e OPO; ThPP, Mgy* (\/

OH OH OH OH 0o
D-Glycéraldéhyde-3-P

no
no

oln
=

D-Xylulose-5-P D-Ribose-5-P D-Sédoheptulose-7-P

isomérase

l Phosphotriose

ADP
o

Xylulokinase Ho\)I\/OPosz.

ATP DHAP

NADH’H+ Glycérol-3-P
H deshydrogénase
H +
HO. “__OH NAD

H

o]
o

:

no

OH =
HO\/'\/OPosz'
D-Xylulose
D-Glycérol-3-P

Figure 64 : Test basé sur l'utilisation d'une xyloknase.

Le D-glycéraldéhyde-3-phosphate formé en présereeTH est converti par la
phosphotriose isomérase en dihydroxyacétone phtesgba&lAP). La DHAP est a son tour

convertie en glycérol-3-phosphate par la glycérph®sphate déshydrogénase en présence de
NADH.

Ces trois tests sont basés sur l'utilisation d’@rgdluctases NADH-dépendantes ayant
pour substrat I'aldéhydei-hydroxylé formé. Ces tests peuvent donc étre ihgement
utilisés en présence de divers substrats donneuascepteurs dans le but de déterminer
l'activité TK. Cependant, ces tests sont difficiesitiliser pour le criblage de banques de TK
(sous forme d’extrait brut) pour deux raisons esshkes : le colt du NADH et la présence
d'un bruit de fond dO aux déshydrogénases présatdars |'extrait cellulaire qui masque
I'activité de la déshydrogénase couplée a la TK.

5.3.1.2. Tests colorimétrigues.

Un test colorimétrique basé sur la formation denfaran (composé rouge) a partir d’'un
sel de tétrazolium (incolore) a été développé mierminer I'activité TK en présence de
I'hydroxypyruvate et de différents aldéhydes rminydroxylés. Cette méthode repose sur

I'utilisation d’'un exceés de tétrazolium et de sowetefin de réaction afin d’évaluer la quantité
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de cétose formé. Cette méthode est rapide, peleussitet relativement sensible mais

I'utilisation de ce test est limitée aux substetsepteurs non hydroxylés eft*.

2 TK NaOH ?
a
HO\)]\ + R— HO\)]\/R > HO. R
COOLi f Y / \‘
(o] Ph (o]

/
R =C,Hs Ph—_AN\, _Ph N—NH
R=Ph \(/ /N’ Ph _</
N=N N=N
g \ph

Tetrazolium Formazan
(incolore) (rouge)

Figure 65 : Test colorimétrique pour l'activité TK basé sur la formation de formazan

5.3.1.3. Tests impliguant des substrats modifiés

Ces tests développés au laboratoire utilisent aledes comportant un motif reconnu par
'enzyme (cétose Dhréo) sur lequel est greffé un groupement partant gua dibéré en
présence de sérum albumine bovine (BSA) selondedoié décrit par Reymondast.

X
OR=
HO o o
O HO H HO, H B
HO\)/\/_?QO TK HO - Orp p-élimination Umbelliférone
H SR 7 ?;’ -y "
OH N

D-R-5P D-S-7-P OR= WNH;
OH
I COOH
HO

Do
L-tyrosine
Figure 66 : Tests basés sur l'utilisation de subsits fluorogéniques ou précurseurs de L-tyrosine

Deux groupements partants ont été envisageés : Eliid@one (hautement fluorescente
sous forme libre) et la L-tyrosine. Le test flucgogué'® est sensible (la fluorimétrie est
10° fois plus sensible que la spectrophotométrie)pétifique. Cependant, ces composés du
fait de 'encombrement stérique du groupement padat une faible activité vis-a-vis de la
TK sauvage ce qui est un handicap lorsque I'onatteed mettre en évidence des TK mutées
qui auront une faible activité lors des premiersley de mutagenéese.

Le test impliquant le composé sur lequel est geeldéL-tyrosiné a été développé dans
le but de concevoir un test de séleciiilowivo en présence de cellules auxotrophes exprimant
les TK mutées. Cependair,vitro, ce type de composé n’est pas un meilleur sulystuat la

TK par rapport a I'analogue comportant 'umbelldgée.

En conclusion, d’apres I'analyse de la bibliograpdeul le test basé sur la formation du
formazan a permis de cribler des banques de TKanutais il n’est utilisable qu’en présence
de substrats nor-hydroxylés. De plus il nécessite plusieurs tragata des extraits
enzymatiques pour éliminer les activités paraséesl est moins sensible que les tests

fluorimétriques. Il n’existe aucun test de séletfmur cette enzyme.
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5.3.2. Modification de la TK de E. coli par mutagenéese

Dalby et ses collaborateurs ont tres récemmenti@pllisieurs études consacrées a la
modification de la spécificité de substrat de la d&E. coli par mutagenése. Des TK mutées
présentant une meilleure activité vis-a-vis desssals accepteurs non phosphorylés et
aliphatiques noru-hydroxylés ont ainsi été mises en évidence. De& ples TK mutées
conduisant a une inversion de la stéreosélectitéiveau du carbone 3 du cétose formé ont

été obtenues par cette méme équipe.

5.3.2.1. Amélioration de la spécificité vis-a-vis de subtstraaldéhydiques

accepteurs non phosphorylés.

L’équipe de Dalby a travaillé sur I'amélioration tiectivité de la TK deE. coli vis-a-
vis des substrats non phosphorj#&sLe substrat accepteur choisi est le glycolaldéhyd
mutagenese par saturation de site ( « Quickchanged“été utillisée en présence d’amorces
présentant une dégénérescence de type NNN au rdeedeux séquences choisies selon deux

approches.

D’'une part une approche structurale a permis deercib0 résidus situés d’'apres la
sructure cristallographique a 4 A du D-érythrosghésphate, substrat naturel (His26,
His100, 1le189, His261, Glu262, Arg358, Ser385,48ik, Asp469, Arg520).

D’autre part, une approche phylogénétique basedadignement de 52 séquences de
TK de différentes sources a permis de cibler 1@uésnon conservés et situés a 10 A du
ThDP.

Le test de criblage des TK repose sur la convemdiorlPA et du glycoladéhyde en L-
erythrulose (Figure 67). La quantification du HPdsiduel et du L-érythrulose formeé a été

effectuée par HPLC.

o

o
HO\)‘\ + TK HO\)J\/\
COOH (\OH > OH
0

ThDP, Mg 5"

o
I

HPA Glycoladéhyde L-Erythrulose

Figure 67 : Test basé sur la formation du L-érythrdose

A l'issu de cette étape de criblage, plusieurs evesy mutées présentant une meilleure

activité que I'enzyme sauvage vis-a-vis du glyadhlyde ont été identifieé¥ableau 15).
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Stratégie Enzyme Activité relative*
- Enzyme sauvage 1
o Ala29Asp 2,7

Phylogénétique

Ala29Glu 3,0
His281Ser 4,8
Structurale Arg520Stop 3,6
Arg520Val 3,6

(* : activité spécifique vis-a-vis de la formatidn L-érythrulose)
Tableau 15 : TK mutées présentant les meilleures tizités vis-a-vis de la formation du L-érythrulose
Les TK Ala29Asp et Ala29Glu présentent une actitités fois supérieure a I'enzyme
sauvage vis-a-vis de la formation du L-érythrulote. résidu Ala29 étant proche du
groupement phosphate du ThDP chez la TK, une rouatate ce résidu en Asp ou en Glu
pourrait modifier la charge du groupement phosphllate’hDP et ainsi avoir une influence
positive sur le mécanisme catalytique de la TK. @esx mutations pourraient également

mieux positionner le ThPP par rapport au substrat.

Les TK His281Ser, Arg520Val présentent une actidi fois et 3.6 fois supérieure a
'enzyme sauvage. Les résidus His281 et Arg520 sanhteraction chez I'enzyme sauvage
avec le groupement phosphate du substrat natwaalidparition de la charge et le plus faible
encombrement stérique des His281Ser et Arg520\dalisent une amélioration de I'activité

de I'enzyme mutée vis-a-vis du glycolaldéhyde.

La TK Arg520stop conduit a des résultats inattendtrs effet, par cette mutation,
'enzyme se trouve amputée de son domaine C-tetrairde 20 résidus de son domaine Pyr.
Malgré cette modification importante, cette enzytoeserve son activité et présente méme

une activité 3,6 fois supérieure a 'enzyme sauvage

5.3.2.2. Amélioration de la spécificité pour les substrdt&hydigues accepteurs

nona-hydroxylés et aliphatiqgues.

Les banques de TK mutées qui ont été généréed disanéliorer I'activité de la TK de
E. coli vis-a-vis des substrats non phosphorylés aliphesig(nona-hydroxylés) et plus
particulierement vis-a-vis du propionaldéhiide Le test de criblage utilisé repose sur la
guantification de 1,3-dihydroxypentane-2-one (DIdR)présence de tétrazolium et de soude

conduisant a la formation de formazan.
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Figure 68 : Test basé sur la formation du DHP

Ce test de criblage a permis d’identifier des ereymmutées présentant une meilleure

activité vis-a-vis du propionaldéhyde par rappdieazyme sauvage (Tableau 16).

Stratégie Enzyme Activité relative*
- Enzyme sauvage 1
Phylogénétique Ala29Glu 3,4

Arg520Val 4,7

Asp469Thr 4,9

Structurale Asp269Tyr 4,4
His26Ala 2,3

His26Thr 2,2

(* : activité spécifique vis-a-vis de la formatido DHP)

Tableau 16 : TK mutées présentant les meilleures tités vis-a-vis de la formation du DHP

Certaines TK mutées présentent des mutations ¢lesgi a celle identifiées
précédemment lors du criblage en présence du gligledlyde comme substrat accepteur. Par
exemple, les TK mutées Ala29Glu et Arg520Val idiedis dans I'étude précédente comme
plus performantes que I'enzyme sauvage pour ladtom du L-érythrulose, présentent vis-a-
vis de la formation de la DHP respectivement devitgs 3.4 supérieure et 4.7 fois
supérieure a I'’enzyme sauvage.

De nouvelles TK mutées présentant des activité®raasantes vis-a-vis du
propionaldéhyde ont pu étre identifiées. Ainsi Té& Asp269 Thr et Asp269Tyr présentent
une activité 5 fois supérieure et les TK His26Alades26Thr une activité 2 fois supérieure a
'enzyme sauvage. Les résidus Asp269 et His26 éaninteraction avec I'hydroxyle du
carbone 2 du substrat accepteur dans le sitedectienzyme, la mutation de ces résidus par
un résidu non chargé peut expliquer 'amélioratilenl’activité vis-a-vis d’'un aldéhyde non

a-hydroxylé, comme le propionaldéhyde.
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5.3.2.3. Modification de la stéréospécificité en présenceulestrats accepteurs

nona-hydroxylés.

Les banques de mutants obtenues par saturatioted®is les résidus His26 et Asp469
ont été analysées grace a deux tests de critfagune part, un test colorimétrique basé sur
la formation de formazan a été réalisé afin de rdéteer la quantité de DHP formé en
présence de propionaldéhyde et d’autre part, udéysm par HPLC chirale a permis de
déterminer leedu DHP formé. A I'issu de ce double criblage, k& His26Tyr présente une

stéreosélectivité inversée avecaede 88 % en faveur de 'énantiomére de configungo

6. Conclusion

L’analyse de la bibliographie montre que la streettridimensionnelle de la TK de
levure et de son site actif ainsi que son mécanisataytique ont été largement étudiés. De
puis peu, I'étude de la structure de la THedtoliindique une forte analogie du site actif
avec celui de la TK de levure. Il est donc envisdig de modifier la spécificité de substrat de
ces TK selon des méthodes rationnelles baséesasmodification des interactions entre
'enzyme et le substrat. Jusqu’alors la spécifidiéésubstrat de la TK d& colia été modifieée
vis-a-vis de substrats accepteurs non phosphorglEso-hydroxylés et hydrophobes par
mutagenese dirigée au niveau d’'un ou de quelqeedusedu site actif afin de limiter la taille
des banques. En effet, le seul test utilisé poucrielage est un test colorimétrique en
présence des extraits cellulaires obtenus a mirtthacun des clones de la banque.
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Résultats et discussion
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CHAPITRE | : SYNTHESE DES SONDES

Dans cette partie nous allons présenter les giestéet les résultats obtenus dans le
cadre de la synthese des sondes présentant d’drle p#otif requis pour la mise au point du
test de sélection avec la TK sauvage (cétoshr€p) et pour la sélection des TK mutées,
(aldoses Dhréo pour le transfert d’'un groupement formyle et césod €rythro pour
l'inversion de configuration du carbone Brdu groupe carbonyle) et d’autre part la chaine

latérale d’'une acide aminé {R

Cétose D-thréo  R; = CH,0OH R,=OH R3=H Ry = CHj
Cétose L-érythro Ry= CH;OH Rp=H Rg= OH CH(CH),
étose L- érythro Ry = CHj 2= 3= CH,-CH-(CH3),
Aldose D-thréo  R;=H R,=OH Ryz=H CH2-CH,SCH3
CHOH-CH,4

Figure 69 : Structure des sondes

Nous avons choisi la nature des chaines latéraleaddes aminés {Ren fonction de

différents parameétres qui dépendent de la spééifilg la TK:

(1) une chaine linéaire pour tenir compte tenu de ialdfaactivité de la TK en
présence de sondes portant un cycle £Rtyrosinef ou un bicycle (R =
umbelliférone) selon des travaux antérieurs mendatmratoiré ;

(2) une chaine aliphatique non ramifiée, (R CHs, groupement le plus simple),
ramifiée (R, = CH(CH),, proche du groupe carbonyle, site réactif de ces
composés ou plus éloignée 4(R CH,-CH(CHg),)) ou encore comportant un
hétéroatome (R= CH,-CH,SCH; et Ry= CHOH-CH).

Le premier objectif est d’étudier I'activité de [BEK de levure vis-a-vis de ces
composés (cétosb-thréo) qui different par la nature de la chaine latégles ou moins
encombrée et/ou hydrophobe et qui n'ont jamaisegtésagés comme substrats donneurs de
la TK.

Un autre objectif est de développer le test dectéle en présence des sondes
précurseurs des acides aminés pour lesquels l'anptoe est accessible: la leucine, (R
CHx-CH(CHg),) et la méthionine (R= CH,-CH,SCH;). Dans l'optique d'utiliser cette
stratégie pour la sélection de TK mutées les sopdEsentant les motifs érythro et aldoses

D-thréoainsi que les chaines latérales de la leucine & théthionine seront synthétisées.
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1. Synthese des sondes présentant le motif cétosénpeo

Les sondes présentant le motif cétosthido dont la synthése a été envisagée sont

indiquées ci-dessous :

Chaine latérale (R 4)

Motif (R 1, Ry, R3)
Alanine Valine Leucine Méthionine Thréonine
Nom R1 R> R3 CH, CH(CHa), CH,-CH(CH3), CH,-CH,SCH; CH,0H-CH;
CetoseD- | cioH | OH | H 1 2 3 4 5
thréo

Tableau 17: Sondes envisagées pour la mise au point du ¢estldction.

Le motif cétose Dhréo (3S, 4R) est accessible par voie enzymatique en utilidast
enzymes catalysant la formation stéréospécifiquikadn C-C (Figure 70). Cette approche
permet de créer en une étape les centres chirauhaisés selon une réaction d’addition
nucléophile d'un cétol (substrat donneur) sur udélyde (substrat accepteur). Plus
précisément, il peut s’agir soit de réactions diahtion grace a l'utilisation d’enzymes
appartenant a la classe des lyases comme lessdddait de réactions de transfert d’'un cétol
sur une fonction aldéhyde catalysée par les treass#§, classe a laquelle appartient la TK.

Substrat donneurs Substrats accepteurs

o

HO\)J\
COOLi +

O
110
T

RO

c

TK
R
YR \ 5
OH RO\J\/OH
cétose D- thréo Aldolases +

R =H, PO3*

R=H, POs>

Figure 70 : Voies de rétrosynthése chimioenzymatiguconduisant au motif cétose Dhréo

L’intérét de ces voies de synthese chimioenzymatigst de limiter les étapes de
protection et déprotection des différentes foncti@h de permettre ainsi d’accéder a ces
composés en peu d’étapes tout en apportant ldithsauhaitée. Notre objectif est de tester
les différentes enzymes susceptibles de conduiredifi recherché pour déterminer la voie la
plus efficace pour la préparation des sondes.tlaesoter qu’en raison du mécanisme des
réactions catalysées par la TK et par les aldolasesaldéhyde acceptearhydroxylé est
nécessaire dans le cas de la TK et dans le casldelsases, un aldéhyde comportant un

carbone de moins est requis.
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De plus, l'utilisation de la TK comme catalyseurupda synthése des sondes en
présence des substrats donneurs et accepteurs remis renseignera sur la faisabilité de la

premiere étape du test de sélection qui est bagékuslisation du produit de cette méme
réaction comme substrat de la TK (Figure 71).

0]

HO\)J\
COOH CO,
OH TK/ 0

Synthese des sondes

o : HO.
\/\R B Test de sélection

’ﬁK

D-S-7-P D-R-5-P

"o
I

N
BVARN
"
Y
I

oln
I

Figure 71 : Réversibilité de la réaction catalysépar la TK

1.1. Stratégies chimioenzymatiques

L’objectif est d’obtenir a I'échelle préparativeslesondes requises pour se concentrer
ensuite sur les tests vitro et in vivo. Les conditions réactionnelles des voies de syathés

catalysées par la TK et par les aldolases sontsgégsoci apres.

1.1.1. Stratégies impliquant la transcétolase

La condensation du HPA sur l'aldéhyde acceptelalysde par la TK en présence de
ThDP, cofacteur de la TK, consomme un proton patecyl’augmentation du pH est en
partie compensée par la libération de@@rovenant de la décarboxylation du HPA) qui
réagit avec les ions Okpour former des ions bicarbondt€sCependant le pH dépassant la
valeur de 7,5 (pH optimum de la TK), celui-ci pétre maintenu a 7,5 en utilisant un tampon

ou en l'ajustant a I'aide d’une solution acide aurs de la réaction (au moyen d’'un pHstat
par exemple).

Figure. 72 : Mécanisme réactionnel des transférases des ligases utilisant le ThDP comme cofacteur
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Dans ces conditions, la TK présente I'avantageoeluire a des cétoses phosphorylés
ou non (en fonction du type d’aldéhyde acceptenrpreésence d'un substrat donneur (HPA)
peu codteux qui permet de rendre la réaction irsdvie. La TK est utilisée en synthese en
raison de sa tolérance vis-a-vis d'une grande téadé substrats accepteurs non nattffels
De plus, comme elle est énantiosélective vis-akaddéhydes accepteurshydroxylés de
configurationR, elle permet de contréler la configuration du cad 4 au niveau du produit
de la réaction en présence d’'un mélange racémieetdydesa-hydroxylés (Figure 73).
Compte tenu des résultats obtenus dans la litté;adul'issu de la réaction, les aldéhydes
hydroxylés de configuration S purifies conduisedea exces énantiomériques (ee) supérieurs
a 95 %",

o OH o H OH g
Ho\)L,f' + H L S Ho\)J\/'\ + H +  co,
#CcooH R “rnop. g 7 R R
OH o)

(0]

no

hydroxypyruvate accepteur cétose D- thréo

Figure 73 : Réaction catalysée par la TK en synthésorganique

La TK utilisée dans le cadre des synthéses &¥ld sauvage de levure surexprimée
dans la levure. Elle est préparée au laboratoirgiltée sous forme d’extrait cellulaire brut

(activité totale : 5 a 20 U/mL ; activité spécifequ3 a 8 U/mg de protéines).

1.1.1.1. Conditions réactionnelles

En se basant sur les données de la littérdfuee le savoir-faire du laboratoire, des
conditions standards ont été fixées pour la rédmisales synthéses des cétosethigo en
présence de TK. La TK étant énantiosélective, €aidle a-hydroxylé accepteur a pu étre
utilisé sous forme racémique. La concentration ldahg/de accepteur a été fixée a 100 mM
dans le cas d’'un aldéhyde énantiomériguement par2&0 mM dans le cas d’'un aldéhyde
racémique. Le substrat donneur (HPA;; ¥ 33 mM™) est quant & lui introduit en quantité
équimolaire par rapport a l'aldéhyde) (

La quantité d’enzyme utilisée varie de 1 a 2 undésTK par millilitre de milieu
réactionnel. Ces syntheses a I'échelle préparativeté réalisées dans un volume de 20 a 40

mL (2 a 4 mmoles de substrat accepteur) afin diobtn théorie 250 a 500 mg de produit.

Le pH du milieu réactionnel est contrblé et réegoéé ajout d’'une solution acide au
cours du temps grace a un pHstat. La réactionuggesau cours du temps par le volume de
solution acide ajoutée et par le dosage spectropt@&itique du HPA en présence d'une

enzyme auxiliaire, la L-lactate déshydrogénase ().Btrtle son cofacteur le NADH.
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1.1.1.2. Substrat donneur : I'acide hydroxypyruvique (HPA)

L’hydroxypyruvatelQ, n’est pas commercial, il est préparé en une éagaboratoire
a partir de I'acide bromopyruviqgug (commercial ou préparé a partir du pyruvate) sédon
méthode décrite par Turner et WoodféyL utilisation de deux équivalents de lithine (LD
en solution aqueuse a pH 9 permet de substitueni@de brome par une fonction hydroxyle

et d’obtenir le produit final sous forme de selitteum (Figure 74).

o) LiOH 2 éq. o)

Br\)j\ Ho HO\)j\
COOH P COOLi

9 10

Figure 74 : Synthese de I'acide hydroxypyruvique

Le produit est obtenu sans purification sous k# d’'un solide dont la pureté est
estimée par dosage enzymatique au moyen de latdtdadéshydrogénase (LDH). Au final,
I’hydroxypyruvate de lithium est obtenu avec unegpéide 61 % et un rendement de 72 %.

1.1.1.3. Substrats accepteurs : les aldéhyalds/droxylés

Les voies impliquant la TK nécessitent I'utilisatiod’aldéhydesa-hydroxylés
comme substrat accepteur. Leurs syntheses seranitedailtérieurement pour chaque type
de chaine latérale envisagée. La TK étant énalditisée un mélange racémique peut étre
utilisé lors des synthéses.

1.1.2. Stratégies impliquant les aldolases

Les aldolases sont classées en deux groupes lselomécanisme d’action (Figure 75).
Les aldolases de classe | activent le substratedoren formant un intermédiaire covalent du
type base de Schiff. Les aldolases de classe tlarorent dans le site actif un ionZqui va

faciliter la formation d’'un énolate sur le substdlahneur.

\

His  His

I,LVS ___‘Zr]z*-m-His

, Ploke
/
NH

< H Tyr
g PO\)\/CI)H om0
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~p—o S _OH '
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Pl D
+ H OPO3*
H)‘Y\opof'-w HaN—Lys :
OH
OH

Aldolase de Type | Aldolase de Type Il

Figure 75 : Mécanismes des aldolases de type | &t type I
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Les aldolases se distinguent également en fondiwnsubstrat donneur naturel
impliqué dans la réaction. Celui-ci peut étre laydroxyacétone phosphate (DHAP), la
dihydroxyacétone (DHA), le pyruvate, le phosphopgnlvate, la glycine ou encore
'acétaldéhyde. L'intérét majeur de ces enzymegjalles acceptent une grande variété de
substrats accepteurs non naturels (hydroxylés ouenan et présentant des groupements R
hydrophobes ou non), ce qui a permis de les utiiear accéder a un large panel d’analogues
de monosaccharides.

Nous allons nous intéresser plus particulierement RHAP et DHA aldolases qui
appartiennent a la classe | et qui permettent ddec a des cétoses respectivement

phosphorylés ou non en position 1.

1.1.2.1. Les DHAP aldolases

La DHAP aldolase la plus utilisée en synthese micge est la fructose-1,6-
bisphosphate aldolase (FDPA) qui a permis d’accadbr nombreux cétoses et analogues de
configuration (3, 4R)'* depuis les travaux initiées par Effenberger et §en 199¢” et
1991,

0 0 OH 0 OH
2'O3PO\)}\/OH N A~ FDP aldolase 2'O3PO\)‘\/'?\ Phosphatase HO\)}\/:_\
o R PH 7,5 Y R pH4T7 Y R
é H (=DH
DHAP accepteur cétose D-thréo

Figure 76 : Réaction catalysée par la FDP aldolasn synthése organique

La FDP aldolase catalyse la condensation de la BHgubstrat donneur, sur un
aldéhyde accepteur. Une étape d’hydrolyse du groape phosphate du cétose obtenu est
catalysée par la phosphatase a pH 4,7 (FigureL@6).des synthéses, nous utilisons une FDP
aldolase commerciale extraite de muscle de laptiv(gé totale : 230 a 460 U/mL ; activité
spécifique : 10 a 20 U/mg de protéines) et une gietase acide commerciale extraite de
germe de blé.

» Conditions réactionnelles

D'apreés les conditions décrites dans la littéetdr?®et le savoir-faire du laboratoire,
des conditions standards ont été fixées pour lisatian des syntheses des cétosehiiBe
en présence de FDP aldolase. La concentration lstrati donneur, le DHAP (K= 2
mM*2%, a été fixée & 100 mM. Le substrat acceptetingsiduit en excés & une concentration
comprise entre 150 et 250 mM (soit 1,5 a 2,5 édemis) dans le but d’obtenir une
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conversion totale de la DHAP. En effet, en fin daation, la vitesse de la réaction diminue a
cause de la faible concentration en DHAP. Un exigsubstrat accepteur est donc introduit
afin de déplacer I'équilibre vers la formation ddtase et ainsi obtenir la conversion totale de
la DHAP. La quantité d’enzyme utilisée varie de b0aunités de FDP aldolase par millilitre
de milieu réactionnel. Ces synthéses a I'échelpamative ont été réalisées dans un volume
de 25 a 50 mL (ce qui correspond a 2,5 a 5 mmaesutstrat donneur) dans le but d’obtenir
théoriguement 250 a 500 mg de produit.

Le pH du milieu réactionnel a été maintenu a *Acg a l'introduction de tampon
Trizma® ou de triéthanolamine (TEA). Ces synthéses onsitées au cours du temps par le
dosage spectrophotométrique de la DHAP en présdhggee enzyme auxiliaire, lax-
glycérophosphate déshydrogénasesPDH) et de son cofacteur le NADH. L'étape find&e
déphosphorylation (catalysée par la phosphatase aghH 4,7) est suivie par RMRP.

» Substrat donneur : la dihydroxyacétone phosphateéAP)

La DHAP est un substrat donneur essentiel pourquus aldolases. Bien qu’elle soit
commerciale, son co(t est beaucoup trop élevé geriapplications en synthese. Plusieurs
statégies ont été développées au laborafit€ pour accéder & ce composé.

OH
O MeO OMe Acétate de vinyl MeO OMe
HC(OMe)3 Lipase Amano
HO OH —08M _
o) APTS / MeOH OH OH Isopropyléther OAc OH
100% 61%
OH 11 12
o105 | POBMa/12
Pyridine / CH ,Cl,
) EEEE——
O MeO OMe NaOH 1M MeO OMe
1) Hp, Pd/C, MeOH MeOH 0OBn
B —— OBn
2)H20, 45 C | 93% OAc O—P—OBn
OH OPOsZ OH O—P—OBn Il
84% I
DHAP (15
15 14 13

Figure 77 : Synthése chimioenzymatique de la DHAP gartir de la DHA

La DHAP que nous avons utilisée pour les synthdssessondes a été obtenue en 5
étapes a partir de la DHA selon une stratégie d@pele au laboratoit® (Figure 77) qui
implique une désymeétrisation de la DHA par unedg®uis une phosphorylation de la

fonction alcool libre et une saponification de tas
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A lissue de la derniére étape, I'acétal est hyéldans I'eau a 35 °C grace a
I'acidité du groupement phosphate libéré au préalphr hydrogénolyse. La réaction est
suivie par dosage spectrophotométrique de la DHAprésence de-GPDH et de NADH
a 340 nm. Aprés 50 minutes, le rendement maximteméaest de 84 %. Apres ajustement
du pH a 3,7, la solution de DHAP est conservéea °C.

» Substrats accepteurs : les aldéhydes

Les voies de synthése des cétosehrBe 1 a5 catalysées par les DHAP aldolases
nécessitent des aldéhydes (commerciaux) compartaoarbone de moins par rapport a ceux
utilisés avec la TK.

1.1.2.2. Les DHA aldolases

Une DHA aldolase, la fructose-6-phosphate aldo{@SA)"° a été découverte assez
récemment. Cette enzyme est utilisée depuis petenigps au laboratoire grace a une
collaboration avec le Pr. Sprenger (Université dét&art). Nous ne disposions pas de cette
enzyme au début de cette these. La spécificit@listiat de cette enzyme étant peu connue, il
nous a semblé intéressant dans le cadre de n@axraietudier son potentiel synthétique en

présence des aldéhydes testés avec la FDP aldolase.

Cette enzyme, comme la FDP aldolase, conduit &éteses de configuration§34R),
mais elle utilise la DHA comme substrat donneumnposé commercial et peu codteux,
contrairement a la DHAP, substrat donneur des DH¥éd®lases. De plus, cette enzyme
conduit donc en une étape a des cétoses dont lperoydroxyle en position 1 est libre
(Figure 78). La FSA a été utilisée récemment paoéparer la fagomirté’. Sa spécificité vis-

a-vis du substrat donneur et de I'aldéhyde acceptstien cours d’exploratidif.

(o] (o] OH
\)k/ FSA 5
HO OH PN HO. ~
+ z _—
o R pH7.6 I R
OH
DHA accepteur

cétose D-thréo

Figure 78 : Réaction catalysée par la FSA en syntke organique

La FSA utilisée lors de nos syntheses est suma@aridansE. coli et préparée au
laboratoire. Cette enzyme thermostable est purifiédiellement par choc thermique et
obtenueapres lyophilisation sous forme de poudre (actitagtale : 2 a 3 U/ mg de poudre). |l
s'agit d'une FSA mutée (A129S) obtenue par I'équilse Sprengét” et qui posséde une
meilleure affinité et une meilleure activité vist&- de la DHA par rapport a I'enzyme
sauvage” (Tableau 18).
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Ky DHA (mM) V max DHA (U/mg) Kea/K v DHA (m M L.sh)

FSA sauvage 35 45 5
FSA A129S 6,3 104 63

Tableau 19 : Constantes cinétiques de la DHA poualFSA sauvage et la FSA A129S

» Conditions réactionnelles

A partir d’essais réalisés a I'échelle analytigiies conditions standards ont été fixées
pour la réalisation des synthéses en présence AeAE39S La concentration en substrat
donneur, la DHA, a été fixée a 50 mMy(Klu DHA = 6,3 mM). Le substrat accepteur a été
introduit a une concentration de 150 mM (soit Ighig¢alent) afin d’obtenir une conversion
totale de la DHA en fin de réaction. La quantitérddyme utilisée varie de 3 a 6 unités de
FSA par millilitre de milieu réactionnel. Le pH duilieu réactionnel est tamponné par le
tampon glycyl glycine contenu dans 'extrait de F&dntrairement au HPA et a la DHAP, la
disparition de la DHA peut étre visualisée par CQM.suivi des réactions catalysées par la
FSA a donc été effectué par cette méthode.

Le taux de surexpression de la FSA mutée étanéelal est possible de la produire
en quantité importante. Les syntheses a I'échedipgrative sont réalisées dans un volume de
50 a 100 mL (ce qui correspond a 2,5 a 5 mmolesutbstrat donneur) de fagcon a obtenir

théoriquement de 500 mg a 1 g de cétosésrén.

» Substrats donneurs et accepteurs :

Le substrat donneur (DHA) et les substrats acceptdeila FSA permettant d’accéder
aux sondesl a 5 (identigues a ceux utilisés avec la FDPA) sont menciaux, ce qui

représente un avantage certain pour cette stratégie

1.1.3. Conclusion
Les conditions réactionnelles envisagées en pcésdas différentes enzymes sont

indiquées dans le tableau ci-dessous.

Enzymes TK FDPA FSA
Substrat donneur (mM) 100 100 50
Substrat accepteur (mM) 100 R) - 200 RS 150-250 150
Enzyme (U/mL de milieu réactionnel ) 1-2 5-10 3-6
Volume réactionnel (mL) 20-40 25-50 50-100
Tampon ou pHstat pHstat Tampon (0,1M)

Tableau 19 : Conditions réactionnelles utilisées po les synthéses chimioenzymatiques
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1.2. Synthese chimioenzymatique du composeé 1

Le composél présente la chaine latérale de I'alaning $RCH;). Sa synthése a été

envisagée selon les trois voies chimioenzymatiguésentées précédemment.

o

(0] OH
TK HO\)J\ + o\/g\ Meow)\
o OH /7 coou
z OMe
HO\)J\/-\ HPA (10) i

OH o)

\ PN
1 Aldolases RO\)J\/OH + ©

FDPA : R = PO3%

P = 2-
FSA: R=H DHAP (15) : R = PO3

DHA: R=H

Figure 79 : Rétrosynthése du composé 1

La synthése du compogécatalysée par la TK nécessite comme substrat tmaee
D,L-lactaldéhydel?7 et celles catalysées par les aldolases (FDPA &) F8cétaldéhyde

commercial (Figure 79).

1.2.1. Synthése du composé 1 catalysée par la TK

1.2.1.1. Synthése du substrat acceptéur

Le D,L-lactaldéhydel7 a été obtenu en deux étapes a partir du pyruwalideh
diméthylacétal (Figure 80).

0°C —» 40°C 30°C
OMe
16 17

(o} OH OH
LiAIH D H*
Meoﬁ)\ _ U weo oo R
OMe

Figure 80 : Synthése du substrat accepteur 17

> Premiere étape : Réduction de la fonction cétone miruvaldéhyde
diméthylacétal
Cette réaction est effectuée en présence d’hydrafeminium et de lithium (LiAIH)
dans I'éther. Aprés addition du pyruvaldéhyde dhyiétcétal a 0 °C, le mélange réactionnel

est porté a reflux de I'éther. Aprés deux heuresédetion, la disparition du pyruvaldéhyde

diméthylacétal est vérifiee par chromatographiecenche mince (CCM). La présence du
composéL6 est confirmée par I'analyse des spectres de RMNprésence d’'un multiplet &
3,59 ppm correspondant au proton du carbone poeagtoupement hydroxyle et de deux
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doublets a 1,03 et 3,96 ppm correspondant au gnoeipeméthyle terminal et au proton du
carbone qui porte la fonction acétale) et de RM®! (présence d’un carbone & 68,87 ppm
correspondant au carbone portant la fonction ajchel D,L-lactaldéhyde diméthylacétab

est obtenu sans purification sous forme d’un ligurtolore avec un rendement de 73 %.

» Deuxiéme étape : Hydrolyse du groupement diméthidhc

La fonction aldéhyde du compo&& est générée par hydrolyse en conditions acides
du groupement diméthylacétal du compdsé Cette réaction est réalisée dans I'eau en
présence de résine DowexX B 30 °C pendant une nuit. La disparition du corapbs et
'apparition d’'un seul autre composé est verifiegg @CM. Apreés filtration de la résine et
ajustement du pH a 7 par ajout de soude 1M, le osgmpst obtenu en solution aqueuse. Le
rendement de cette étape est considéré comme ttiinties composés aldéhydiques étant
plus stables sous forme d’acétal, le D,L-lactaldi&iy’ sera préparé avant chaque utilisation.

D’aprés I'expérience que nous avons au laboratiéréa synthése des aldéehyaes
hydroxylés nous savons que ces composés ont temdaexcister sous forme oligomérique. I
est difficile de les caractériser par RMN. Dansndenbreux cas la présence de I'aldéhyde est
confirmée de facon indirecte grace a la réactidalgsee par 'enzyme qui nous informe de la
présence du produit de couplage attendu. Cettiggieasera utilisée pour toutes les syntheses

impliquant des aldéhydeshydroxylées dans le cadre de ces travaux.

1.2.1.2. Réaction catalysée par la TK

Pour acceder au compakéle transfert du groupement hydroxyacétyle ddPsur

le composéd7 est catalysé par la TK (Figure 81).

I[e]

H

o) OH ” o)
TK, ThDP,Mg
HO\)J\ + o\/k HO\)J\/'\
COOLi pH7,5
HPA (10) 17 OH
0\/‘\

Figure 81 : Synthése du composéchtalysée par la TK

=
Ollne
I

Le contrdle du pH est effectué au pHstat par agbume solution de HCI. Aprés 24
heures de réaction, I'ajout d’acide n’est plus séage. De plus, le suivi de la réaction par
dosage spectrophotométrique du HPA indique queoeaentration diminue rapidement au
cours des 5 premiéres heures et n'évolue quasiplestaprés 8 heures de réaction (Figure
79). Le taux de conversion du HPA compte tenu diotg réalisé (milieu réactionnel en
absence de TK) est de 74 %.
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Figure 82 : Suivi de la concentration en HPA au cas de la synthése du composé 1
catalysée par la TK @ : milieu réactionnel sans TK ;e: réaction)

Afin de séparer le compogdédu L-lactaldéhyde, une purification par chromatpgia
sur gel de silice est réalisée en présence d'utiggracyclohexane / acétate d’éthyle (de 4/ 6
a 2 / 8). Le composd est obtenu sous forme d'une huile visqueuse imeokvec un
rendement de 31 %. L'analyse du spectre RMNest conforme & celui décrit dans la
littératuré® et indique la présence de deux doublets a 4,4%8tppm avec une constante de
couplage de 19 Hz caractéristique du,@da du groupement carbonyle. De plus, I'analyse

du spectre RMNEC indique la présence d’un groupement carbonyl®4a08 ppm.

1.2.1.3. Conclusion

Cette voie chimioenzymatique a permis d’obtenicdenposél avec un rendement
global modeste (23 % par rapport au D-pyruvaldéhyidecthylacétal). Toutefois, il est a
noter que cette stratégie conduit a la formatiandiix carbones asymétriques en trois étapes
seulement. De plus, la voie de synthese catalyaeéapTK nous a permis de montrer que
'aldéhydel4 est un substrat accepteur de cette enzyme. Sel@acttion inverse, le produit
de cette réaction, le cétosetiiréo 1 peut donc étre envisagé comme substrat donnelar de
TK dans le cadre du test de sélection.

1.2.2. Synthése du composé 1 catalysée par les aldolases

Le substrat accepteur des deux aldolases (FDFSA] est I'acétaldéhyde, composé

commercial (Figure 83).

(o] H

o
Aldolases
HO\)]\/\ —> RO OH + A

no

H DHAP (15) : R = PO;>
DHA: R=H

=
Olin

Figure 83 : Rétrosynthése du composé 1
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1.2.2.1. Synthése catalysée par la FDP aldolase

Pour accéder au compogé nous avons envisagé de condenser la DHAPRsur
l'acétaldéhyde en présence de FDPA. L’hydrolysegdoupement phosphate est ensuite
catalysée par la phosphatase acide (Figure 84).

o] o) OH
2. 1) FDP aldolase pH 7,5 H
03P0\)J\/0H + o~ - HO\)I\/\
2) Phosphatase pH 4,7 é
OH
DHAP (15) 1

Figure 84 : Synthése du composédatalysée par la FDPA

L’'acétaldéhyde n’étant pas totalement soluble dieumaqueux, un cosolvant, le DMF
(4%), a éteé introduit dans le milieu réactionnel.

DHAP (%)
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Figure 85 : Suivi de la concentration en DHAP au ags de la synthése du composé 1
catalysée par la FDP aldolases(: milieu réactionnel sans FDPA ;e: réaction)

Le témoin réalisé dans les conditions réactionseftfeis en I'absence de FDPA
montre une perte de 34 % de la concentration ieiea DHAP en 24 heures. La DHAP est un
compose instable en solution aqueuse a un pH supé&i4. Une étude de la stabilité de la
DHAP a une concentration initiale de 80 mM en sotlutqueuse a un pH de 7,5 montre une
dégradation de 50 % en 24 heures & 28%°C

De plus apres 24 heures de réaction, la concemtrde la DHAP n’évolue plus. La
conversion compléte de la DHAP n'a pas été obtemadgré Il'ajout d'enzyme et
d’acétaldéhyde au cours de la réaction (Figure 8b)effet d’inhibition de I'acétaldéhyde ou
du produit de la réaction pourrait expliquer cautidé. Finalement, le taux de conversion de la
DHAP en tenant compte du témoin est de 42 %. Lahaghorylation du produit de la
réaction (non isolé) en présence de phosphatasie a&st compléete aprés 24 heures de
réaction. Aprés purification par chromatographiegrl de silice éclair (cyclohexane / acétate
d’éthyle 4/ 6), le composg est obtenu sous forme d’'une huile visqueuse imeadwec un
rendement de 14 %. Le produit est identifié pamdigse des spectres RMMN et RMN *°C

identiques a ceux obtenus précédemment avec laoreéaatalysée par la TK.
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1.2.2.2. Synthése catalysée par la FSA

Pour accéder au compokéla condensation du DHA sur I'acétaldéhyde a éadisée
en présence de la FSA (A129S) (Figure 86).

o) o) OH
FSA mutée A129S E
Ho OH N —— HO
pH7.6 H
OH
DHA 1

Figure 86 : Synthése du composédatalysée par la FSA
Apres 24 heures de réaction, la DHA est totalemmensommée comme l'indique le

suivi par CCM. Apres purification par chromatogregphsur gel de silice éclair
(dichlorométhane/ méthanol 95 / 5), le compdsést obtenu sous forme d’'une huile
visqueuse avec un rendement de 71 %. Le produiidestifié par I'analyse des spectres
RMN *H et RMN**C identiques & ceux obtenus précédemment.

1.2.3. Conclusion

Le composé a été obtenu selon trois voies enzymatiques dissn La condensation
de la DHA sur 'acétaldéhyde catalysée par la FSAém s’est révélée la voie la plus efficace
(rendement = 71 %) et la plus rapide (une seulgegtd es deux autres voies ont conduit a
des rendements beaucoup plus modestes (TK : 12F@Re@ldolase : 14 %) avec un nombre

d’étapes plus important.

1.3. Synthése chimioenzymatique du composé 2

Le compos@ présente la chaine latérale de la valine{RRH(CH),). La synthése du
composé2 catalysée par la TK nécessite I'aldéhyatdnydroxylé racémique24 et celles

catalysées par les aldolases (FDPA et FSA), I'isghldéhyde commercial (Figure 87).

X MeBr + O/ﬁ/
OH /7

o
EtO. CN + BrMg
HO\)J\ o
cooli T ON — Y Y
T« OEt
/7 HPA (10) 24
H \ NH,

HO\)k/-\(
H

) \ o]
= /
+ ©
Aldolases RO\)I\/OH /\(

DHAP (15) : R = PO3y’
DHA: R=H

o]
"o

I
[
ojé”

Ol

commercial

Figure 87 : Rétrosynthése du composé 2
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1.3.1. Synthése du composé 2 catalysée par la TK

1.3.1.1. Synthése du substrat acceptdr

L’acces au compos®4 a été envisage selon trois stratégies (Figurel&®)voiesA et
B font intervenir un organomagnésien. Dans la vaige l'isobutyraldéhyde apporte le
groupement isopropyle par condensation avec ld wiragnésium. Dans la voi®, ce méme
groupement est introduit grace a l'isopropyl magmésqui va se condenser avec le
diéthoxyacétonitrile. La voi€ repose sur une stratégie développée par Tifriepartir de

I'acide aminé correspondant, la D,L-valine.

\/MgBr + o”
A
o /
B EtO_ _CN + BrMg
SN — \r Y
OEt
NH,

o]
Figure 88 : Rétrosynthése de 'aldéhyde 24

> Voie de synthésk

Cette voie de synthése est la plus rapide, ells peumettrait d’accéder a I'aldéhyde
24 en deux étapes par ozonolyse de la double lialsdtalcool allylique correspondant, le 4-
meéthyl-1-penten-3-ol, obtenu selon une réactiorGdignard a partir du bromure de vinyl

magnésium et de I'isobutyraldéhyde.

OH OH

0%/ > — M+ o/ﬁ/

24

Figure 89 : Rétrosynthése de I'aldéhyde 2@/0ie A)

La réaction de Grignard ne nous a pas permis efoble 4-méthyl-1-penten-3-ol dans

de bonnes conditions car la réaction n’est paodemtible et les rendements faibles.

» Voie de synthede

Dans cette autre approche, la fonction aldehytgérserée lors de la déprotection du
groupement diéthylacétal du compok@ obtenu par réduction de la fonction cétone du
composél8. L'obtention de ce dernier repose aussi sur uaeti@n de Grignard qui dans ce

cas est réalisée en présence de l'isopropyl magmést de diéthoxyacétonitrile.
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OH oH 9 EtO. CN Brig
Ox —> Et0 —> EtO — Y + Y
OEt
OEt OEt
24 19 18
Figure 90 : Rétrosynthése de I'aldéhyde 2@/0ie B)

m Synthése du compo4&: Le composél8 a été obtenu par réaction de Grignard entre le

diéthoxyacetonitrile et le bromure d’isopropyl magium selon un protocole décrit dans la
littérature (Figure 91§2

EtO CN BrMg
\l/ + \‘/ Ether anhydre EtO.
— >
t

OE
OEt

|-
[o2]

Figure 91 : Synthése du composé 18

Apres addition lente du magnésien sur le diétho&aitrile dans I'éther anhydre, le
mélange est laissé a 0 °C pendant deux heuresnkie fréaction, la fonction imine formée

est hydrolysée en fonction cétone par ajout d’emsde milieu réactionnel (Figure 92).

NH 0
EIO\H‘\( 7—T> Eto\%/
OEt
OFt H,0 NH3
18

Figure 92 : Hydrolyse de la fonction imine en fonébn cétone

Apres purification par chromatographie sur gelsdiee éclair (cyclohexane/ acétate
d’éthyle 98 / 2), le produit est obtenu sous fothene huile incolore avec un rendement de
30 %. Le produit est identifié par 'analyse desctpes RMN'H (présence d’un singulet &
4,61 correspondant au proton de I'acétal) et R¥MI(présence d’un carbonyle & 209,6 ppm).

m Synthése du compo%8: La réduction de la fonction cétone du compb8é& été réalisée

en présence de borohydrure de sodium dans le nzéthan

(o] OH

NaBH,
EtO " » EtO
MeOH
OEt OEt

18 19

Figure 93 : Synthése du composé 19

Apres addition du borohydrure de sodium par peptmsions a 0 °C, la réaction est

laissée sous agitation une nuit a température amebide suivi de la réaction par CCM
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confirme la disparition del8 et I'apparition d’autres composés parmi lesquelsisno
n'avons pas pu isoler le compadkgattenduCette voie de synthese n’a pas été poursuivie
compte tenu des difficultés rencontrées lors dalees premiéres étapes.

» Voie de synthése C

Nous avons alors envisagé une approche moins rapitles étapes, décrite par
Turner®” & partir de la D,L-valine. La stratégie consisgéaérer le groupement hydroxyle et
la fonction aldéhyde du compog¥ respectivement a partir de la fonction amine (par
désamination nitreuse) et de I'acide carboxyliqua (n ester éthylique) de la D,L-valine. La
protection de la fonction alcool du compo®2 sera nécessaire pour réaliser I'étape de

réduction de I'ester qui permettra d’obtenir ladoon aldéhyde (Figure 94).

OH oTBS OH NH,
0\&/ : 0\)\‘/ : EtOﬁ/ : HOW
fo) (o]
24 23 21

Figure 94 : Rétrosynthése de I'aldéhyde 2@/0ie C)

m Désamination nitreuse de la D,L-valin€ette réaction de substitution nucléophile d’'un

groupement amine par un groupement hydroxyle vfartaation d’'un diazonium est réalisée
en présence de nitrite de sodium en milieu acigedigazonium formé a basse température
conduit a un carbocation qui est ensuite attaguéupa molécule d’eau pour donner un

groupement hydroxyle.

NH, OH
HO NaNO, HO
W H,S0,4 aq. \H)\(
(o) 0-5°C o
20

Figure 95 : Désamination nitreuse de la D,L-valine

Lors de la désamination nitreuse des acides amiaéenction carboxyle enl de
'amine permet une rétention de configuration via intermédiaire de type oxonium139
(Figure 96). Dans le cas de la valine, nous avditiseuun racémique et donc le probleme de
rétention de configuration ne se pose pas, mais lgaras d’acide aminé énantiomériquement
pur, il est possible par cette voie d’obtenir Igei -hydroxylé énantiomériquement pur

correspondant.
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Nay,SO, H,0
0
NH I NN
= 2 ®/N @N// QH
@ hHo H HZN (_/; Q H,O =
T : / 3 Ho -
\H/\R T : i S - R
N,Os NOy R R o R
H,0 HO o)

Figure 96 : Mécanisme de la désamination nitreuseeg acides aminés

Apres addition lente de la solution de nitritesdelium a 0 °C, la réaction est laissée a
température ambiante pendant une nuit. La fin dédation est confirmée pha disparition
complete de la D,L-valine en CCM (isopropanol. Oyl Aprés extraction a I'éther et lavage
au pentane, l'acidex-hydroxylé 20 est obtenu sous forme d'un solide blanc avec un
rendement de 52 %. La présence du groupement hyldrest confirmée par I'analyse des
spectres RMN'H (disparition du proton de la fonction amine a%bm et apparition du
proton de I'atome de carbone portant le groupe dxyde & 3,93 ppm) €£C (disparition du

carbone portant 'amine a 60,5 ppm et apparitiocaibone portant I'hydroxyle a 76,3 ppm).

m Estérification de la fonction carboxyle du comp@8é L'’estérification du composg0 est

réalisée selon le protocole décrit par Effenbéfder

OH OH
HO EtOH/RésineH* o
\’&/ —>CHCI3 W
o] 85°C o
20 21

Figure 97 : Estérification de la fonction carboxyledu composé 20

La réaction est réalisée en présence de réside dans un mélange d'éthanol absolu
et de chloroforme (Figure 97). Sachant que I'azf@@reau / éthanol possede une température
d’ébullition de 78 °C, le milieu réactionnel esagé a 85 °C et la réaction est rendue totale
par condensation des vapeurs a travers du tamiscoialre activé. Le milieu réactionnel est
laissé a reflux pendant deux jours. Aprés filtnatole la résine et évaporation des solvants
sous pression réduite, le comp@deéest obtenu sous forme d’un liquide translucidenbtre
avec un rendement de 95 %. L’'estérification du pemonent carboxyle est confirmée par
I'analyse des spectrési RMN (présence d'un triplet & 1,29 ppm et d’un duglet a 4,25
ppm correspondant au groupement méthyle de l'esgtefYC RMN (présence de deux

carbones a 14,4 ppm et 61,7 ppm correspondanapgment éthyle de I'ester).
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m Protection de la fonction hydroxyle du comp@dé Afin de protéger le groupement

hydroxyle du compos@l, un éther de silyle a été utilisé dans la stratédgcrite par
Turner®”.

OH oTBS

EtO. ter-BuMe,SiCl EtO
Imidazole
o] CH,ClI, o]
40 °C
21 22

Figure 98 : Protection de la fonction hydroxyle ducomposé 21

La réaction a été effectuée dans le dichloromé&tlzariydre en présence d’'imidazole
et de chlorure deter-butyldiméthylsilyle (Figure 98). Apres l'additiomles réactifs a
température ambiante, la réaction est laisséelaxrdfi dichlorométhane pendant une nuit.
Apres purification sur gel de silice éclair, le goit est obtenu sous forme d'un liquide
incolore avec un rendement de 84 %. L'analyse dctsp RMN'H montre la présence de
trois singulets a 0,03 ; 0,05 et 0,91 ppm corredpohrespectivement aux deux groupements
méthyles et au groupemetdr-butyle portés par 'atome de silicium. L'analyse shectre
RMN *3C indique des déplacements caractéristiques desitsiaimts de I'atome de silicium &
— 5,2 et — 4,8 ppm correspondant aux deux groupenmathyles et a 18,46 et 25,8 ppm
correspondant au groupeméetbutyle.

m Réduction partielle de la fonction ester du comp@8é La réduction partielle de la

fonction ester en fonction aldéhyde a été réalméd’hydrure de diisobutylaluminium a — 78

°C dans le dichlorométhane.

OTBS
DIBAL-H oTBS
EtO
> Ox
CH,Cl,
le) -78 °C
22 23

Figure 99 : Réduction partielle de la fonction estedu composé22

Apres une addition lente de I'hydrure de diisolaltyminium, la réaction est
maintenue a — 78 °C pendant une heure et demi@sAqrification sur gel de silice éclair, le
produit est obtenu sous la forme d’'un liquide iocel avec un rendement de 90 %. La
présence du compog6 est confirmé par I'analyse des spectti¢RMN (proton aldéhydique
& 9,6 ppm et disparition de I'éthyle de I'ester,271et 4,17 ppm) éfC RMN (apparition d’un
carbonyle a 205,1 ppm et disparition du carbongl€aster a 173,7 ppm).
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» Déprotection de la fonction hydroxyle du comp®3é

D’apreés la littérature, les éthers sylilés peuvarg déprotégés en conditions acides ou
en présence de fluorure (acide fluorhydrigdlkiorure de potassium ou fluorure de

tétrabutylammonium) (Figure 100). Nous avons emészes deux méthodes.

OTBS OH
TBAF ou H*
23 24

Figure 100 : Obtention du composé 24n conditions acides ou en présence de TBAF

m Déprotection en présence de fluorure de tétralamyhonium Cette réaction a été réalisée

dans le THF en présence de fluorure de tétrabutglamium (TBAF) a 0 °C et a conduit a la

formation d’'un produit majoritaire et a de nombreaous-produits qu’il nous été impossible

de séparer par chromatographie. Cette stratégiég®tection a donc été abandonnée.

m Déprotection en conditions aciddsa déprotection de I'éther sylilé en conditionsdasi
(Tableau 20).

Composés présents en fin de réaction
Acide Solvant(s) Température 03 ” Sous-pro@qits: non
== = caractérisés

eau 25°C + - +
Dowex H eau / éthanol (3/7) 35°C + - +
eau / DMF (8/2) 35°C - - +
HCI 4N 35°C - - +
HCI HCI 1N 35°C + + +
HCI 1N /THF (1/3) 50 °C - + ;

(+ : composé présent ; - : composé absent)
Tableau 20 : Conditions réactionnelles testées pola déprotection du composé 23

Dans un premier temps, des essais de déprotextiagté réalisés en milieu aqueux en
présence de résine DoweX.HEn effet, I'utilisation d’un solvant organiqueaassiterait une
étape d’évaporation qui n’est souvent pas compmatiblec la fragilité des aldéhydes
hydroxylés. Ainsi, 'aldéhyde obtenu en solutioruegse peut étre utilisé directement pour
'étape enzymatique suivante. Le compd® étant peu soluble dans I'eau, nous avons
introduit un cosolvant, I'éthanol ou le DMF. Nousoas alors observé l'apparition de
nombreux sous-produits sans que le com@3ée disparaisse totalement. Aucune des
différentes conditions testées en présence de Déiae nous a conduit & I'obtention d’un

produit majoritaire.
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En présence d’acide chlorhydrique 4N nous conssatme dégradation du composé
23. L'utilisation d’acide chlorhydrique 1N conduitaformation d’'un nouveau composé mais
a une disparition partielle du compd®@ Finalement, nous avons utilisé un mélange binaire
tétrahydrofurane/acide chlorhydrique 1N qui noyseanis de faire disparaitre totalement le
composé 23 et dobtenir un composé majoritaire. Cependantliniination du
tétrahydrofurane sous pression réduite est nécesddbus avons ainsi obtenu une solution
agueuse que nous avons utilisée pour I'étape dalagel avec la TK. Dans ces conditions, la
déprotection du composE8 peut étre considérée comme quantitative. Ces tiongliacides
de déprotection nous permettent de nous afframkinire étape de purification requise avec le

TBAF en raison des produits secondaires

» Conclusion

Parmi les trois voies envisagées pour accédeldehgde24, seule la voie basée sur
la stratégie Turné¥’ nous a permis d'obtenir le composé désiré soumeoprotégée
(composé&23) en 4 étapes avec un rendement global de 37 %agdeécritique s’est révélée
étre la déprotection de I'éther sylilé conduisamtcampos&4. Les meilleures conditions de
déprotection nous ont permis d’obtenir ce composépesence d’'un mélange binaire

tétrahydrofurane/acide chlorhydrique 1N.

Cette stratégie offre 'avantage de pouvoir étneégalisée pour I'obtention des autres
aldéhydesa-hydroxylés (envisagés comme substrats de la Tigardir des acides aminés
correspondants sous forme racémique ou énantionednignt purs (dont nous aurons besoin

pour la validation du test de sélectiorvivo).

1.3.1.2. Couplage enzymatiqgue réalisé par la TK

Pour accéder au compaggée transfert du groupement hydroxyacétyle du HiRAle

composé4 est catalysé par la TK (Figure 101).

o OH " o) OH
TK, ThDP,Mg ?
HO\)J\ T o HO :
COOLi pH7,5 .
OH
HPA (10) 24 OH 2

Ox

Figure 101 : Synthése du composécatalysée par la TK

La synthése du composE est réalisée selon les conditions standards @éfini

préecédemment. Afin de faciliter la solubilisatioe Haldéhyde, un cosolvant, le DMF est
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ajouté au milieu réactionnel (20 %). Cette teneircempatible avec l'activité de I'enzyme
selon des études antérieures menées au laboradgres 72 heures de réaction, I'ajout
d'acide n'est plus nécessaire et la concentratian HPA déterminée par le dosage
spectrophotométrique n’évolue plus malgré lintraiion de TK (Figure 102). Le taux de
conversion du HPA (compte tenu du témoin réalisél'amsence de TK) est de 33 %.
L'instabilité de 'HPA est plus visible (le temps déaction étant plus long que lors des
expeériences précedentes) et elle est due a unebdgghkation spontanée déja décrite dans la

littérature™®,

HPA (%)
100 ¢

75 1
50 1

25 1

0 T T T T T T T |
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temps (heures)

Figure 102 : Suivi de la concentration en HPA au aos de la synthése du composé 2
catalysée par la TK @ : milieu réactionnel sans TK ;e: réaction)

Apres une purification par chromatographie sur dglsilice (cyclohexane / acétate
d’éthyle 3 / 7), le composg est obtenu avec un rendement inférieur a 5 %.dljme du
spectre RMN'H indique la présence de deux doublets & 4,4458tghm avec une constante
de couplage de 19 Hz caractéristique du,@Hd o du groupement carbonyle. De plus,

I'analyse du spectre RMNC indique la présence d’un groupement carbonyl&1332ppm.

1.3.1.3. Conclusion

Cette voie chimioenzymatique en présence de lanbls a permis d'obtenir le
composé& en six étapes avec un tres faible rendement gtpbaleut étre expliqué par :
(1) la présence d'un groupement isopropyle par sasombrement et son caractére
hydrophobe semble donc défavorable a l'activitéadEK. Ce résultat avait été souligné dans
la littératuré™ en présence d’un substrat analogue comportantrompgmentter-butyle
encore plus encombré. Une vitesse relative quatseplus faible que celle obtenue avec le
lactaldéhyde (R = Cl a été mentionnée mais ce résultat n'avait jaméésconfirmé a
I'échelle préparative.
(2) le précurseur de I'aldehy@8, protégé par un groupement silyle est volatilé aspect est
décrit dans la littérature par Turh®r De ce fait, la concentration attendue aprés dégtion
de I'aldéhyde24 utilisé comme substrat accepteur, est certainemgastimée.
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Nous avons donc cherché a obtenir ce composé srgpmnde quantité selon les deux

autres voies catalysées par les aldolases.

1.3.2. Synthése du composé 2 par les aldolases

Le substrat accepteur des deux aldolases (FDPRS#) est I'isobutyraldéhyde,
composé commercial. Dans le cas de la FDPA, letstldonneur est la DHAR5, dans le
cas de la FSA, le substrat donneur est la DHA (€id03).

(o} H

o)
Aldolases
HO\M/ — RO\)]\/OH + O/W/

H DHAP (15) : R = PO,%
DHA: R=H

no

Olin

2

Figure 103 : Rétrosynthése du composécatalysée par les aldolases

1.3.2.1. Synthése catalysée par la FDP aldolase

Pour accéder au compadén présence de FDP aldolase, la DHAP doit se cede
sur l'isobutyraldéhyde. L’hydrolyse du groupememiogpphate est ensuite catalysée par la

phosphatase acide (Figure 104).

(o] (o]
1) FDP aldolase pH 7,5

2-03P0\)J\/0H + o /ﬁ/ » HO.

"o
I

2) Phosphatase pH 4,7

Nl%
I

DHAP (15)

Figure 104 : Synthése du composécatalysée par la FDPA

Cette synthese a uniquement été réalisée a I'échrbllytique (2 a 4 mL) en milieu
agueux tamponné a pH 7,5 (TEA 0,1 M) contenant 2@&6DMF afin de faciliter la
solubilisation de l'isobutyraldéhyde. Nous avong faarier le nombre d'équivalents du
substrat accepteur (de 1 a 2 équivalents soit 50aridOmM). La réaction est suivie par le
dosage de la DHAP au cours du temps. Apres 5 sieleeéaction, le taux de conversion est

de 30 % et n’évolue pratiqguement plus.

L'isobutyraldéhyde est mentionné dans la littémttwmme étant un mauvais substrat
de la FDPA?*?conduisant & une faible vitesse relative (10 %rppport a I'acétaldéhyde).
Dans de nombreux cas de telles vitesses relatiaagitent néanmoins d’obtenir le produit
de la réaction. Nos résultats montrent que la daduitivité de la FDPA en présence de
lisobutyraldéhyde ne permet pas d’isoler le congpagendu. Nous avons alors testé l'autre
aldolase dont nous disposons maintenant au lala g FSA.
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1.3.2.2. Synthése catalysée par la FSA

Pour accéder au compagéenous avons egalement envisagé de condenser ladDHA
l'isobutyraldéhyde en présence de la FSA A129Su(feid.05).

(o} (o}

\)j\/ FSA mutée A129S
HO OH + 0/\(

no
I

pH 7.6

I
[
IN 1%
I

DHA

Figure 105 : synthése du composécatalysée par la FSA

Cette synthése a été réalisée selon les condisimmslards évoquées précédemment
dans un volume de 100 mL en présence de 2,5 udééBSA par millilitre de volume
réactionnel en présence et en I'absence de cosdleeite enzyme est souvent plus efficace
en milieu biphasique quand le substrat est inseldlains I'eau). La réaction est suivie par
CCM (dichlorométhane / méthanol 85 / 15). ApreshéBres de réaction, quelque soit les
conditions réactionnelles, la DHA n’est visiblemguats consommeée. L'isobutyraldéhyde ne

semble donc pas étre substrat de la FSA A129S.

1.3.3. Conclusion

Parmi les trois voies testées, seule la voie ysdal par la TK a permis d’obtenir le
composé2 avec un rendement global tres faible. Le groupénsmbutyle des aldéhydes
envisagés comme substrats accepteurs de la TK ®waldelases est donc défavorable a
I'activité de ces enzymes et pourrait géner I'ataqucléophile du carbonyle par le substrat
donneur. Le composZne sera donc pas envisagé comme substrat donedaiTé.

1.4. Synthése chimioenzymatique du composé 3

Le composé3 présente la chaine latérale de la leucine (R =-CH(CHs),). La
synthése du compo8écatalysée par la TK nécessite I'aldéhgdbydroxylé de configuration
(R) 29 comme substrat accepteur. La voie reposant dilidation d’aldolases a été envisagee

en présence de l'isovaléraldéhyde comme substtapseur (Figure 106).

o] OH NH,
HO\)k O A~ Ho A
%7 cooui TN = N

HPA (10) (R)-29 o

0] OH rac-29
HOM
\ o
Aldolases RO\)J\/OH + o =

DHAP (15) : R = POz

commercial
DHA: R=H

Figure 106 : Rétrosynthése du composé 3
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1.4.1. Synthése du composé par la TK

1.4.1.1. Synthése du substrat accepteur

L’acces au composg9 a été envisage a partir de 'acide aminé corredgany la
leucine selon la voie de synthése décrite précédamhpour I'obtention de I'aldéhyd®4 a
partir de la D,L-valine (Figure 107). Cette synth@& pas été conduite a partir d’'un mélange
racémique mais indépendamment a partir de la Dreuet de la L-leucine, car les
enantiomereR et S de I'aldéhyde29 seront nécessaires pour I'étude du test de sathecti

L’énantioméreR du composé29 sera utilisé comme substrat de le TK pour l'acaas

composé.
OH OTBS OH NH,
O\)\)\ O\)\)\ EtO HO
O O
(R)-29 (R)-28 (R)-26 D ou L-leucine
(s)-29 (S)-28 (S)-26

Figure 107 : Rétrosynthése de I'aldéhyde 29

» Désamination nitreuse de la D-leucine et de lalgipe :

Comme nous l'avons mentionné préecédemment, la déadan nitreuse des acides
aminés permet d’obtenir leacides a-hydroxylés correspondants avec une rétention de
configuration grace a un état intermédiaire de tyypanium.

NH, OH
HO NaNo, ! HO
H,S0, ag.
O 0-5<C O
(R)25

(8r25

D ou L-eudne

Figure 108 : Désamination nitreuse de la leucine

Nous avons donc envisagé d’obtenir les compaR§gq et (S)25 par désamination
nitreuse a partir de la D-leucine et de la L-leadiespectivemenfprés addition lente de la
solution de nitrite de sodium a 0 °C, la réactieh laissée a température ambiante pendant
une nuit. La fin de la réaction est confirmée padisparition compléte de la leucine en CCM
(isopropanol / HO 7/3). Aprés extraction a I'éther et lavage autpes, les acides-
hydroxylés R)25 et (S)}25 sont obtenus sous forme d’un solide blanc aveaeledements
respectifade 62 % et 81 %. La présence du groupement hydr@stlconfirmée par I'analyse
des spectres RMRH (disparition du proton de la fonction amine &73ppm et apparition du

proton du carbone portant le groupe hydroxyle32 4pm) et"C (disparition du carbone
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portant la fonction amine a 54,2 ppm et apparitdancarbone portant le groupe hydroxyle a
68,9 ppm). Les pouvoirs rotatoires des compofd% et (S)25 sont respectivement de
+26,1° et — 26,4°.

> Estérification de la fonction carboxyle du comp85sg

L’estérification du composg5 est réalisée selon le protocole décrit par Effegee™.

OH OH
Aci +
HO EtOH / Résine H EtO
CHCl,

o 85 C 0
(R)-25 (R)-26
(S)-25 (S)-26

Figure 109 : Estérification de la fonction carboxy® du compos&5

La réaction est réalisée en présence de réside dans un mélange d’'éthanol absolu
et de chloroforme (Figure 109) selon la méthodeieprécédemment. Le milieu réactionnel
est laissé a reflux pendant deux jours. Apresafitin de la résine et évaporation des solvants
sous pression réduite, les compodes26 et (S)26 sont obtenus sous forme d'un liquide
translucide brunéatre avec des rendements respe&ifd7 % et 99 %. L'estérification du
groupement carboxyle est confirmée par I'analysespectre$H RMN (présence d'un triplet
& 1,25 ppm et d’un multiplet & 4,25 ppm correspahda groupement éthyle de I'ester}i&
RMN (présence de deux carbones a 14,2 ppm et Gin6 qorrespondant au groupement
éthyle de I'ester).

» Protection de la fonction hydroxyle du comp@aéé

Afin de protéger le groupement hydroxyle du com@&éous avons utilisé un éther

OH OTBS
E1O ter-BuMe ,SiCl EtO
Imidazole

0 CH,Cl, o]
(R)-26 40T R)27

(s)-26 (8)-27

de silyle.

Figure 110 : Protection de la fonction hydroxyle d composé 26

La réaction a été effectuée dans le dichlorométlaahgdre en présence d’'imidazole et
de chlorure dé¢er-butyldiméthylsilyle (Figure 110). Aprés additioesiréactifs a température
ambiante, la réaction est laissée a reflux du dronhéthane pendant une nuit. Aprés
purification sur gel de silice éclair, les compogR¥27 et (S)27 sont obtenus sous forme
d’un liquide incolore avec des rendements resgedif 90 % et 81 %. L'analyse du spectre
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RMN 'H montre la présence de trois singulets & 0,088 @t 0,96 ppm correspondant
respectivement aux deux groupements méthyles egraupementter-butyle portés par
I'atome de silicium. L'analyse du spectre RMIC indique des déplacements caractéristiques
des substituants de l'atome de silicium a — 5,4e4,8 ppm correspondant aux deux
groupements méthyles et a 18,3 et 25,6 ppm comesmb au groupemener-butyle. Les
pouvoirs rotatoires des composBg-27 et (S)27 sont respectivement de + 36,6° et — 37,1 °C

» Réduction partielle de la fonction ester du com@aé

La réduction partielle de la fonction ester en famt aldéhyde a été réalisée par
I'hydrure de diisobutylaluminium lithium ou a — 78 dans le dichlorométhane (Figure 111).

OTBS OTBS
DIBAL-H

CH,Cl,
o) -78<C

(R)-22 (R)-28
(S)-2 (S)28

Figure 111 : Réduction partielle de la fonction esr du compos&7

Aprés une addition lente de I'hydrure de diisobaityinium lithium, la réaction est
maintenue a — 78 °C pendant deux heures. Apresigation sur gel de silice éclair, les
composeés K)28 et (S)28 sont obtenus sous la forme d'un liquide incolokeecades
rendements respectifs de 90 % et 80 %. La rédudida fonction ester en fonction aldéhyde
est confirmée par l'analyse des specttes RMN (proton aldéhydique & 9,58 ppm et
disparition du CH & 1,25 et du CH4,22 ppm de I'ester) €6C RMN (apparition d’un
carbonyle a 204,3 ppm et disparition du carbonyel’dster a 174,4 ppm). Les pouvoirs
rotatoires des composéRK28 et (S)28 n'étant pas décrits dans la littérature, leursems
énantiomériqgues sont confirmées par la comparaioteurs pouvoirs rotatoires qui sont

respectivement de + 50,4° et — 49,3°.

» Déprotection de la fonction hydroxyle du comp®8é

OTBS OH
o TBAFouH* o
A —_— A

(R)-28 (R)-29
(5)-28 (S)-29

Figure 112 : Déprotection de la fonction hydroxylelu composé 28
Nous avons envisagé les deux méthodes précédendéeites: en conditions acides

et en présence de fluorure de tétrabutylammonium.
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m Déprotection en présence de fluorure de tétralumyhonium : Cette réaction de

déprotection a été réalisée dans le tétrahydrofuran présence de  fluorure de
tétrabutylammonium (TBAF) a 0 °C. Apres additiontkede la solution de TBAF, la réaction
est maintenue a 0 °C pendant deux heures. D’apragiVi par CCM des réactions conduites
avec les énantiomerd® et S du composé&8, dans chaque cas un produit majoritaire est
apparu que nous avons purifié. Apres purificatian elonne de silice les deux composés
sont obtenus sous forme d’une cire blanche aveceateements respectifs de 68 % et 64 %.
La déprotection de la fonction alcool est confirmpar la disparition des signaux
caractéristiques du groupemetar-butyldiméthylsilyle au niveau des spectres RMN
(disparition des pics & 0,06 et 0,09 ppm’’€t(disparition des pics & — 4,5 et — 5 ppm).

Pour les raisons évoquées précédemment, la fonatd@¥hyde n’est pas visible en
RMN, ces composés étant présents sous forme oligguee La présence du compodg)-29

sera confirmée de facon indirecte par la réactaialgsée par la TK.

mDéprotection en conditions acideta déprotection de I'éther sylilé en conditionsdasi été

envisagée selon les deux méthodes indiquées anae§ableau 21).

Composé présents en fin de réaction
Acide Solvant(s) Température . i
28 29 Sous pro@qlts: non
caractérisés
Dowex H eau 40 °C + + +
HCI HCI 1N /THF (1/1) 40 °C - + +

(+ : composé présent ; - : composé absent)
Tableau 21 : Conditions réactionnelles testées pola déprotection du composé 28

Dans un premier temps, des essais de déprotectionlieu aqueux ont été réalisés en
présence de résine DoweX He facon a utiliser I'aldéhyde form®&)(directement pour la
réaction catalysée par la TK. Cependant, nous awmservé |'apparition d’un nouveau
produit sans que le compo2@ne disparaisse totalement.

Finalement, nous avons réalisé des essais de défoot en présence d'acide
chlorhydrique dilué. Nous avons utilisé un mélangaaire tétrahydrofurane/acide
chlorhydrique 1N qui nous a permis de faire dispegdotalement le compo&8 et d’obtenir
un composé majoritaire avec quelques sous-prodiiies évaporation du tétrahydrofurane
sous pression réduite, nous avons obtenu une @olatjueuse contenant le comp@84la
déprotection de la fonction alcool a été confirrpée RMNH et**C). Le composé R)-29 a

éte utilisé pour I'étape de couplage avec la TK.

» Conclusion
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La stratégie développée a partir de la D-leucineleela L-leucine nous a permis
d’obtenir les aldéhydea-hydroxylés protégésRj-28 et (5-28 en quatre étapes avec des
rendements globaux respectifs de 49 % et 52 %.ap&tcritique s’'est révélée étre la
déprotection de I'éther sylilé. La réaction catéypar la TK nous renseignera sur la présence
de I'aldéhyde R)-29

1.4.1.2. Réaction catalysée par la TK

Pour accéder au compa3ée transfert du groupement hydroxyacétyle du HiRAle

compos&9 (R) est catalysé par la TK (Figure 113).

o OH - o] H
+ H TK, ThDP,Mg
HO. Oy A T HO. ~
COOLi pH 7,5

HPA (10) (R)-29

ll[e}

7% %lln.

Figure 113 : Synthése du composéeh présence de TK

La synthése du composg est réalisée selon les conditions standards @éfini
préecédemment. Afin de faciliter la solubilisatioe Haldéhyde, un cosolvant, le DMF est
ajouté au milieu réactionnel (5 %). Des essaisébatréalisés en présence de l'aldéhgfe
(R) obtenu soit avec le TBAF soit avec le mélange/HEF. Apres 24 heures de réaction,
'ajout d’acide n’est plus nécessaire et la conegitn en HPA déterminée par le dosage
spectrophotométrique n’évolue plus malgré l'introiiion de TK. Dans le cas de l'aldéhyde
(R)-29 obtenu par déprotection en conditions acidesaua tle conversion du HPA (compte
tenu du témoin réalisé en I'absence de TK) estde&gFigure 114). Apres une purification
par chromatographie sur gel de silice (cyclohexXameetate d’éthyle 4 / 6), le compddést
obtenu sous forme d’un solide blanc avec un rended®25 % (par rapport au compoB§ (
28).

HPA (%)
100,0

75,0
50,0
25,0

0,0 - |
0 5 10 15 20 25 30
Temps (heures)

(m : milieu réactionnel sans TKe;: réaction)
Figure 114 : Suivi de la concentration en HPA au aos de la synthése du composé 3

catalysée par la TK
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Dans le cas de l'aldéhyd®)X29 obtenu par déprotection au TBAF, une conversion
totale de l'aldéhydeR)-29 a été observée uniquement par CCM (le taux deession par
rapport aux HPA n’a pas été estimé). Aprés unefipation par chromatographie sur gel de
silice (dichlorométhane / méthanol 95 / 5), le cosgB est obtenu sous forme d’un solide
blanc avec un rendement de 33 % par rapport au @sénR)-28.

Dans chacun des cas, 'analyse du spectre RMNndique la présence de deux
doublets a 4,44 et 4,54 ppm avec une constant@ulgage de 19,2 Hz caractéristique du
CH, en a du groupement carbonyle. De plus, I'analyse dwtspeRMN *°C indique la

présence d’'un groupement carbonyle a 213,9 ppm.

1.4.1.3. Conclusion

La formation du compos@ a l'issu de la réaction enzymatique confirme léspnce
de I'aldéhyde R)-29 en tant que substrat accepteur de la TK. Le compas#onc été préparé
en six étapes a partir de la D-leucine avec unemett global satifaisant de 12 % a partir de
'aldéhyde R)-29 obtenu en conditions acides et 16 % a partir dédlayde R)-29 obtenu en
présence de TBAF. Les méthodes de déprotectiodetesbnduisent donc a des rendements
similaires. L’aldéhydeR)-29 étant un substrat accepteur de la TK, selon |dictamverse,
le produit de cette réaction, le cétosehibéo 3 peut donc étre envisagé comme substrat
donneur de la TK dans le cadre du test de sélechenplus, la stratégie de synthése de
'aldéhyde nous a également permis d’obtenir, dipde la L-leucine, I'énantiomeres)-29

qui nous sera utile pour la mise au point du tesiélection.

1.4.2. Synthése du composé 3 catalysées par les aldolases

Le substrat accepteur des deux aldolases (FDPRS&) est l'isovaléraldéhyde,
composé commercial (Figure 115).

o] H o]
Aldolases
HOM — RO\)J\/OH t 7

1o

H DHAP (15) : R = PO%
DHA: R=H

K Ol

Figure 115 : Rétrosynthése du composé 3

1.4.2.1. Synthése catalysée par la FDP aldolase

Pour accéder au compo8¢la FDPA a été utilsée pour condenser le DH&Psur
l'isovaléraldéhyde. L’hydrolyse du groupement phHudp est catalysée par la phosphatase
acide (Figure 116).
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o o}
2'O3PO\)I\/OH i o/\)\ 1) FDP aldolase pH 7,5 - HO.

2) Phosphatase pH 4,7

1o g%
Oli][e]
I

DHAP (15)
Figure 116 : Synthése du composéeh présence de FDPA

L'isovaléraldéhyde n’étant pas totalement soluliarglieu aqueux, un cosolvant, le

DMF (20 %), a été introduit dans le milieu réactieh

DHAP (%)
100,0

75,0
50,0

25,0

0,0
0 2 4 6 8 10
Temps (heures)

(m : milieu réactionnel sans FDPA; réaction)
Figure 117 : Suivi de la concentration en DHAP auaurs de la synthése du composé 3

catalysée par la FDP aldolase

Le suivi de la concentration en DHAP au cours aedaction indique qu’'apres 8
heures de réaction, la concentration de la DHARaile pratiguement plus. Finalement, le
taux de conversion de la DHAP (en tenant compteéhoin réalisé sans FDPA) est de 70 %
(Figure 117). La déphosphorylation du produit derdaction (non isolé) en présence de
phosphatase acide est complete apres 24 heuresadtion. Apres purification par
chromatographie sur gel de silice éclair (cycloimexaacétate d’éthyle 1/ 1), le comp@&é

est obtenu sous forme d’un solide déliquescent amgendement de 31 %.

Le produit est identifié par 'analyse des spec®&4N 'H et RMN **C identiques &

ceux obtenus dans le cas de la réaction catalyséa pK.

1.4.2.2. Synthése catalysée par la FSA

Pour accéder au compo8¢la condensation du DHA sur l'isovaléraldéhydet@ é

réalisée en présence de la FSA (A129S) (Figure. 118)

(o} o
\)]\/ /\)\ FSA mutée A129S
HO OH 4 7 R

pH7.6

H

X
[o]
Elo

1R gllll

DHA
Figure 118 : Réaction catalysée par la FSA en présee de I'isovaléraldéhyde
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Aucun cosolvant n’est utilisé, la FSA étant actare milieu biphasique lorsque le
substrat n'est pas solublapres 24 heures de réaction, la DHA est totalengensommée
comme l'indique le suivi par CCM. Aprés purificatipar chromatographie sur gel de silice
éclair (gradient dichlorométhane/ méthanol), le pose3 est obtenu sous forme d’un solide
blanc avec un rendement de 77 %. Le produit estiftiepar I'analyse des spectres RMN
et RMN *3C qui sont identiques & ceux obtenus en présendésdealéraldéhyde et de la
FDPA.

1.4.3. Conclusion

Le compos& a été obtenu selon trois voies enzymatiques distin La condensation
de la DHA sur l'isovaléraldehyde catalysée par 8#AFnutée s’est révélée la voie la plus
efficace (rendement = 77 %) et la plus rapide (sexgle étape). Les deux autres voies ont
conduit a des rendements beaucoup plus modestes X6Ro et FDP aldolase : 31 %) avec

un nombre d’étapes plus important.

1.5. Synthese chimioenzymatique du composeé 4

OH
HO.

o) OH %
Ho\)k 0\)\/\
® cooi T 0N s~
/7 HPA (10) 34 %

O OH HO.

A

(o}

\ \
Aldolases RO \)J\/QH + OMS P

DHAP (15) : R = PO;%
DHA: R=H

commercial

Figure 119 : Rétrosynthése du composé 4

La synthese du compogécatalysée par la TK nécessite I'utilisation dédiénydea-
hydroxylé34 (de configuratiorR ou sous forme racémique). La voie reposant stifiation
d’aldolases nécessite le méthional comme subsicapteur (Figure 119).

1.5.1. Synthése du composé 4 catalysée par la TK
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1.5.1.1. Synthése du substrat accepteur

La synthése du compo84 a été développée a partir des acides aminés ponéants
(Figure 120), d’'une part sous forme optiquemente paurpartir de la méthionine D et L et
d’autre part sous forme racémique a partir de daci-hydroxylé racémique correspondant,
l'acide 2-hydroxy-4-(méthylthio)butyriqu€0 qui est commercial. Nous avons réalisé la
synthése des deux énantiomem@sdt (S de I'aldéhyde34 car ils seront nécessaires pour la
mise au point du test de sélection. L'énantionferet le mélange racémique seront utilisés

comme substrat de la TK pour accéder au comgose

OH

OH oTBS OH NH,
EtO
o O\/j\/\ 5/ HO -~ HO -~
Ws/:> X 5/:> W p— ST ——> S
o]
o] o]

(R)-29 (R)-33 (R)-31 (R)-30. L-méthionine
(5)-29 (5)-33 (S)-31 (S)-30 D-méthionine
rac-29 rac-33 rac-31 rac-30

Figure 120 : Rétrosynthése de I'aldéhyde 34

» Désamination nitreuse de la D-méthionine D et de-laéthionine :

Les composeR)-30 et (5-30 ont été préparés par désamination nitreuse a parta

D-méthionine et de la L-méthionine respectivement.

NH, OH
NaNO.
HO - e HO. o
S H,SO, aq. S
o 0-5C o
D-méthionine (R)-30
L-méthionine (S)-30

Figure 121 : Désamination nitreuse de la méthionine

Apres addition lente de la solution de nitritesdelium a 0 °C, la réaction est laissée a
température ambiante pendant une nuit. La fin dédation est confirmée par la disparition
complete de la méthionine en CCM (isopropanob@©H/3). Aprés extraction a I'éther, les
acidesa-hydroxylés R)-30 et (§-30 sont obtenus sous forme d’'une huile orange que nou
n‘avons pas réussi a purifier par la méthode haldu(lavage au pentane) ou par
recristallisation. La présence du proton de l'atodee carbone portant le groupement
hydroxyle est confirmée par I'analyse des specRBEN 'H (disparition du proton de la
fonction amine a 3,65 ppm et apparition du proter’ldydroxyle a 3,4 ppm). En raison des
difficultés de purification, les composéRK30 et (S)}30 sont engagées directement dans
I'étape suivante. Le rendement de la désaminaiioeuse sera donc estimé aprées purification

des esters obtenus a I'issu de I'étape suivantagosésR)31 et S)31)

> Estérification de la fonction acide carboxyliqgue chmpos&0:
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L’estérification est réalisée selon le protocoleritépar Effenbergéf® d'une part, a
partir de compos80 racémique commercial et d'autre part, a partir cdesposésRK)-30 et
(S)30o0btenus lors de I'étape précédente.

OH OH
Acil +
HO S/ EtOH / Résine H EtO S/
CHCl,
(o] 85 °C [e]
(R)-30 (R)-31
(S)-30 (8)-31
rac-30 rac-31

Figure 122 : Estérification de la fonction acide adoxylique du composé 30

La réaction est réalisée en présence de résine daits un mélange d’éthanol absolu
et de chloroforme (Figure 122) selon la méthodeiteprécédemment. Le milieu réactionnel
est laissé a reflux pendant 24 heures. Apréstfdmade la résine et évaporation des solvants
sous pression réduite, le comp@&iéracémique rac-31) est obtenu sous forme d’'un liquide
translucide brunatre avec un rendement de 98€%.composésR)}-31 et (S)31 nécessitent
une purification sur gel de silice éclair et sohtemus sous forme d’un liquide incolore avec
un rendement global pour les étapes de désaminatiodiestérification de 7 et 21 %
respectivement. L’estérification du groupement oayte est confirmée par I'analyse des
spectresH RMN (présence d'un triplet & 1,25 ppm et d’un tiplét & 4,2 ppm correspondant
au groupement éthyle de I'ester)# RMN (présence de deux carbones a 14,3 ppm et 61,8
ppm correspondant au groupement éthyle de I'edteg.pouvoirs rotatoires des composeés
(R)y31et (S)31sont respectivement de + 6,9° et — 7,1°

En conclusion, les rendements de la réaction diéstdion peuvent étre considérés
comme quantitatifs (en se basant sur le rendeniestédfication obtenu pour le composé
rac-31). Par conséquent, le faible rendement global daesx ddapes (désamination et
estérification) pour les composéRH31 et (S)31 peuvent étre attribués a I'étape de
désamination. Nous avons envisage différentes tiondi réactionnelles (variation de la
concentration et du nombre d’équivalents) sansnibtie meilleurs rendements. Il est a noter
que les rendements cités dans la littéraftird? pour la désamination nitreuse de la
méthionine sont également faibles et varient da 14 %. Il est probable que la réaction soit
perturbée par la présence de I'atome de soufres @ancas l'entité POz réagirait avec
'atome de soufre et non l'azote pouvant ainsi coreda une série de produits secondaires

(Figure 96).

> Protection de la fonction hydroxyle du comp84%é
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Le groupement hydroxyle du compd&Ea été protégé par un éther de silyle.

OH OTBS

EtO\H)\/\ e —pter_BUMeZSICI Eto\n)\/\ e

S . S
Imidazole

(0] CH2C|2 (o]
(R)-31 40 C (R)-32
(S)-31 (S)-32
rac-31 rac-32

Figure 123 : Protection de la fonction hydroxyle d composé 32

La réaction a été effectuée dans le dichloromé&tlaariydre en présence d’'imidazole
et de chlorure dder-butyldiméthylsilyle (Figure 123). Aprés l'additiodes réactifs a
température ambiante, la réaction est laisséelaxrdti dichlorométhane pendant une nuit.
Apres purification sur gel de silice éclair, lesqmségac-32, (R)32 et (S)32 sont obtenus
sous forme d’un liquide incolore avec un rendenten®0 %, 73 % et 82 % respectivement.
L’analyse du spectre RMRH montre la présence de trois singulets & 0,088 6t 0,89 ppm
correspondant respectivement aux deux groupemeeitisylas et au groupemetdr-butyle
portés par 'atome de silicium. L'analyse du sped®MVN *°C indique des déplacements
caractéristiques des substituants de I'atome darusil a — 5 et — 4,6 ppm correspondant aux
deux groupements méthyles et a 18,3 et 25,7 ppresgondant au groupemeet-butyle.
Les puretés énantiomériques des compd3e84 et (§-32 sont estimées par la comparaison

de leurs pouvoirs rotatoires qui sont respectivarden+ 40,7° et — 40°.

» Reéduction partielle de la fonction ester du com®&é

La réduction partielle de la fonction ester en fant aldéhyde a été réalisée par

I'hydrure de diisobutylaluminium lithium a — 78 Wans le dichlorométhane (Figure 124).

OTBS OTBS
DIBAL-H
Et0 e — 0\)\/\5/
CH,Cl,
° (Ra2 78T (R)-33
(5)-32 (Sy33
rac-32 rac-33

Figure 124 : Réduction partielle de la fonction esr du composé 32

Apres une addition lente de I'hydrure de diisokaltyminium lithium , la réaction est
maintenue a — 78 °C pendant une nuit. Apres patitia sur gel de silice éclair, les composés
rac-33, (R)33 et (S)}33 sont obtenus sous la forme d’un liquide incolorecades rendements
respectifs de 78 %, 82 % et 80 %. La réductionad®mction ester en fonction aldéhyde est
confirmée par I'analyse des specttelSRMN (proton aldéhydique & 9 ?59 ppm et disparitio
du CH; & 1,27 et du CHa 4,18 ppm de la fonction ester) € RMN (apparition d’un
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carbonyle a 203,3 ppm et disparition du carbonyel’dster a 173,5 ppm). Les pouvoirs
rotatoires des composéR}¥33 et (S}33 sont respectivement de + 28,8° et — 28,2°.

> Déprotection de la fonction hydroxyle du comp88é

Cette étape a éte réalisée en présence de fluaeide hydrofluorique ou fluorure de

tétrabutylammonium) et en conditions acides (Fidla®).

OTBS OH

O\)\/\ e O\)\/\

A S/  —— S S/
(R)-33 (R)-34
(S)-33 (S)-34
rac-33 rac-34

Figure 125 : Déprotection de la fonction hydroxylelu composé 33

m Déprotection en présence de fluorure de tétralamyhonium Cette réaction a été réalisée

dans le tétrahydrofurane en présence de fluorutétdebutylammonium (TBAF) a 0 °C et a
conduit a la formation d’'un nouveau composé ainsi de hombreux sous-produits qu’il nous
été impossible de séparer par chromatographie slrdg silice. Cette stratégie de

déprotection a donc été abandonnée.

m Déprotection en conditions acideta déprotection de I'éther sylilé en conditionsdas a

été réalisée en présence de résine Dowedads I'eau a 30 °C pendant une nuit. La réaction
a été suivie par CCM et bmontre la disparition demposés33 (rac, (R) et (§) et
I'apparition dans chacun des cas d’'un seul pradajoritaire. Aprés élimination de la résine
par filtration, les solutions aqueuses obtenuesadirpdes composé83 (rac, (R)) sont
engagees dans la réaction catalysée par la TKaps confirmera la présence du produit de

couplage attendu.

» Conclusion

La stratégie développée nous a conduit aux alagtoydhydroxylés protégedR(-33 et
(S)33 en quatre étapes avec un rendement global de 613 % respectivement. L’'étape
critique s’est révélée étre la désamination niteeles la méthionine D et L (7 % et 21 %). La
synthese de l'aldéhyda-hydroxylé protégérac-33 a été réalisée a partir de l'acide

hydroxylérac-30 correspondant en trois étapes avec un rendenadlgle 64 %.

1.5.1.2. Réaction catalysée par la TK

Pour accéder au compogée transfert du groupement hydroxyacétyle du HiRAle

composé&l (R ou racémique) est catalysé par la TK (Figure 126).
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(o] OH
+ TK, ThDP,Mg?* =
HO\)I\ O\ \)I\/\/\
COOLi pH7.5

HPA (10) (R)-34 ou rac-34

Figure 126 : Synthése du composéchatalysée par la TK

La réaction est réalisée selon les conditions staisddéfinies précédemment. Aprés
24 heures de réaction, l'ajout d'acide n’est plézassaire et la concentration en HPA
déterminée par le dosage spectrophotométrique liévalus malgré l'introduction de TK

(Figure 124).

HPA (%)
100,0 4

75,0 1

50,0

25,0 1

0,0 T T T T |
0 5 10 15 20 25
Temps (heures)

(m : milieu réactionnel sans TKe; réaction)
Figure 127 : Suivi de la concentration en HPA au aos de la synthése du composé 4
catalysée par la TK

Les taux de conversion du HPA (compte tenu du téméalisé en I'absence de TK)
sont de l'ordre de 85 % (Figure 127). Apres unéfigation par chromatographie sur gel de
silice (gradient cyclohexane/acétate d’éthyle) isut¥une cristallisation, le compogk est
obtenu sous forme d’un solide blanc avec des readtnallant de 23 % (quant la synthese
est réalisée a partir du comp@krac) a 35 %.

L'analyse du spectre RMRH indique la présence de deux doublets & 4,435& 4,
ppm avec une constante de couplage de 19,2 Hztéastique du Chlena du groupement

carbonyle. De plus, I'analyse du spectre RMIC indique la présence d’un groupement

carbonyle a 213,5 ppm.

1.5.1.3. Conclusion

Cette voie chimioenzymatique catalysée par la Tpeanis d’obtenir le composé
soit a partir de laD-méthionine en 6 étapes soit a partir de I'acidbydroxylé rac-30

correspondant en 5 étapes, avec des rendementugloéspectifs de 2 % et 31 %. L'étape
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limitante dans le cas de [@-méthionine est la désamination nitreuse ce quiégatement
décrit dans la littérature.

La synthése du compogécatalysée par la TK montre que l'aldéhyé-84 est un
substrat accepteur de cette enzyme. Selon la oéaictverse, le cétose ¥éo 4 pourrait
donc se comporter comme un substrat donneur de @ais le cadre du test de sélection.

Enfin, la stratégie de synthése développée pouédecca l'aldéhyde34 nous a
également permis d’obtenir I'énantiome®) ui nous sera utile pour la mise au point du test

de sélection.

1.5.2. Synthése du composé 4 catalysée par les aldolases

Nous avons commencé cette étude avec la FSA carteetiemu des résultats obtenus
préecédemment, la FSA est la plus efficace des d&lolases testées. La FSA (A129S) a été
envisagée en présence de méthional composé comairetralu DHA comme substrat

donneur (Figure 128).

o O OH
\)J\/ FSA mutée A129S \)I\/:\/\
HO OH 4 A"y —— Ho s
pH7.6 H
OH
DHA 4

Figure 128 : Synthése du composécatalysée par les aldolases

Le méthional n’est pas soluble en milieux aqueliajout de DMF, de DMSO,
d’éthanol ou de THF jusqu’a une teneur de 30 %ef(iemaximale compatible avec l'activité
de I'enzyme) n'ayant donné aucun résultat, unemaént en milieu acide a chaud (pH 1 a
reflux pendant deux heures) a permis d’obtenir aabdisation. Aprés refroidissement a
température ambiante et ajustement du pH a 7 &lldion est directement mise en réaction
avec la FSA.

Apres 24 heures de réaction, la DHA est totalemensommée comme l'indique le
suivi par CCM. Aprés purification par chromatograplsur gel de silice éclair (gradient
dichlorométhane / méthanol), le compdsést obtenu sous forme d’un solide blanc avec un
rendement de 67 %. Le produit est identifié pandigse des spectres RMMN et RMN *°C

gui sont identiques a ceux obtenus avec la TK.

1.5.3. Conclusion

Le composél a été obtenu selon deux voies enzymatiques dissinta condensation
de la DHA sur l'isovaléraldéhyde catalysée par 8AFmutée s’est révélée la voie la plus
efficace (rendement = 67%) et la plus rapide (ueeles étape). Compte-tenu des bons
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rendements obtenus la réaction n’a pas été endsage la FDA. La voie impliquant la TK a

conduit a des rendements plus modestes avec unreatd@apes plus important.

1.6. Synthése chimioenzymatique du composé 5

o) OH
K COOH + \)\‘/
/7 1

HPA (L0)

O
ll[e]
I

HO.

4

\5% A{:\)ﬁ(

DHA: R=H commercial

Figure 129 : Rétrosynthése du composé 5

La synthése du compoSé&atalysée par la TK nécessiterait le dihydroxytaltiéhyde
(3R) comme substrat accepteur. La synthése de cehyaldéétant délicate, nous avons
envisagé dans un premier temps de réaliser la &ymtdu composk avec la FSA qui a
conduit aux meilleurs rendements précédemment. Hacfaldéhyde37, aldéhyde a-
hydroxylé non commercial, est le substrat accepsgmroprié pour accéder au compésé

(Figure 129).

1.6.1. Synthése du composé 5 catalysée par la FSA

1.6.1.1. Synthése du substrat accepteur

La synthése du D-lactaldéhy@Y a été envisagée selon une voie décrite dans la
littératurd®®, en trois étapes a partir du D-lactate de métiGéete stratégie consiste a générer
la fonction aldéhyde a partir de la fonction estierayant protégé au préalable le groupement

hydroxyle sous forme d’éther sily{€igure 130).

o)
/Y — /Y — Meo)lY Meo)‘Y
OTBS OTBS OH
37 36 35

Figure 130 : Rétrosynthése de I'aldéhyde 37

> Protection de la fonction hydroxyle

La réaction a été effectuée dans le dichloromé&tleariydre en présence d’'imidazole

et de chlorure deer-butyldiméthylsilyle (Figure 131).
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(o] (o)

ter-BuMe,SiCl
—_—
Meo)‘\( Imidazole Meo)k(
CH.Cl,
OH A0°C OoTBS
35

Figure 131 : Synthése du composé 35

Apres I'addition des réactifs a température anteidia réaction est laissée a reflux du
dichlorométhane pendant une nuit. Aprées purificasar gel de silice éclair, le compd3g
est obtenu sous forme d’un liquide incolore avecamdement de 90 %. L’analyse du spectre
RMN 'H montre la présence de trois singulets & 0,008 @t 0,89 ppm correspondant
respectivement aux deux groupements méthyles egraupementter-butyle portés par
I'atome de silicium. L'analyse du spectre RMIC indique des déplacements caractéristiques
des substituants de l'atome de silicium a — 5e#,6 ppm correspondant aux deux
groupements méthyles et a 18,3 et 25,7 ppm comesmd au groupemeiegr-butyle portés
par I'atome de silicium. L'analyse du spectre RN est conforme & celui décrit dans la

littérature**,

» Réduction partielle de la fonction ester du comisé

La réduction partielle de la fonction ester en fanct aldéhyde a été réalisée par

I'hydrure de diisobutylaluminium lithium a — 78 HWanns le dichlorométhane (Figure 132).

(o]
DIBAL-H
MeO o”
CH,Cl,
OTBS 78 °C OTBS
35 36

Figure 132: Réduction partielle de la fonction estedu composé_35

Apres une addition lente de I'hydrure de diisokaltyminium lithium, la réaction est
maintenue a — 78 °C pendant deux heures. Apresigation sur gel de silice éclair, le
composél36 est obtenu sous la forme d’un liquide incolorecaue rendement de 70 %. La
réduction de la fonction ester en fonction aldéhgsteconfirmée par I'analyse des specttés
RMN (proton aldéhydique a 9,61 ppm et disparitiam gfoupement CHa 1,27 et du
groupement Chla 4,18 ppm de l'ester).

> Déprotection de la fonction hydroxyle du compd6é
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La déprotection de I'éther sylilé été réalisée enditions acides en présence de résine
Dowex H dans I'eau a 30 °C pendant une nuit (Figure 1B38).éaction est suivie par CCM

et montre la disparition totale du comp@&et I'apparition d’'un seul produit.

H+
O/\‘/ -
OTBS

36 37

Figure 133 : Déprotection de la fonction hydroxylelu composé_36

Apres élimination de la résine par filtration, tdwgion est alors directement engagée

dans la réaction catalysée par la FSA.

» Conclusion

Le composé6 a été obtenu a partir du D-lactate de méthyler@s &tapes avec un
rendement global de 63 %. L'étape critique s’estlée étre la réduction en présence de

DIBAL-H a cause du caractére volatile du compd&é

1.6.1.2. Réaction catalysée par la FSA

Pour accéder au compoSgla condensation du DHA sur le compdséou sur le
compose&36 (afin d’obtenir le composk sous formé protégée) a été realisée en préseriae de
FSA (A129S) (Figure 134).

2 (o]
HO\)J\/OH FSA mutée A129S HO. 5
+ o R .
pH7.6

OR OH

|IIO

DHA R=H 137 5 (forme linéaire) 5 (forme cyclique)
R= 6

Figure 134 : Synthése du composédatalysée par la FSA

Apres 24 heures de réaction, la DHA est totalesensommée comme l'indique le
suivi par CCM. En présence du compo3é comme accepteur, aprés purification par
chromatographie sur gel de silice éclair (dichlogétimne / méthanol 9 / 1), le compd@sést
obtenu sous forme d’un solide blanc avec un rended®55 %. Le produit est identifié sous
forme cyclisée par I'analyse des spectres RMN (deux doublets & 1,21 et 1,23 ppm
correspondant aux groupements méthyles terminas>ddex formes anomérigues) et RMN
13C (deux pics & 101 et 103,8 ppm correspondant sares de carbones des deux formes

anomeriques).
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1.6.1.3. Conclusion

Le composé a été obtenu avec la FSA en 4 étapes avec unmemtiglobal de 35 %
a partir du D-lactate de méthyle. Il est a notee quarmi les sondes cétosetlideo
synthétisées, le compose est le seul a étre présent sous forme cyclique, tésts
enzymatiques en présence de la TK nous montrerdmtcomposés est un substrat donneur
de la TK. La synthese du compoSén’a pas été envisagée avec la TK pour des raisons

d’accessibilité de I'aldéhyde accepteur requis.

1.7. Bilan des synthéses des composés cétostigo

Les sonded a5 présentant le motif cétose tbréo ont été obtenues (Tableau 22) par
formation d’une liaison C-C catalysée par les temgymes envisagées (TK, FDPA et FSA).
Les sondes3 et 4 n'ont pas été décrites dans la littératuUseul le cétos@ n'a pu étre
synthétisé a I'échelle préparative. De faiblessdts initiales en présence de la FDPA avait
déja été mentionnée dans la littératlkeCe composé ne sera donc pas testé en tant que
substrat donneur de la TK.

Transcétolase Aldolases
Rendement Rendement i
Substrat Substtrat Substrat Substrat Produits
donneur accepteur Etape donneur accepteur
pe Global FDPA FSA
enzymatique
OH o C=)H
OQ}\ Ho\)j\/'\
17 31% 23 % R 14 % 71 % 'y
1
OH 0 2"
Mr HO\)J\/Y
v 2
u 5% 2% ad NR NR I
2
OH C_)H
W\ /\)\ H X
48 % 16 % 31 % 77 % H
29
Ho\/ﬁ\toorl _ R°\/ﬁ\/°“ o OH
HPA FSA:R=H 3
FDPA : R = PO;>
OH 0 oH
Ws/ HO\)j\/!\/\/
" 48 % 31 % NN NE 67 % gH
4
OH O OH
MY oY I
3 NE NE OH NE 55 % H
OH OH
37
37 5

(NR : pas de réaction ; NE :

non effectué)

Tableau 22 : Tableau récapitulatif des voies de syiméses des sondes cétoseghidéol a 5
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= La voie chimioenzymatique impliquant la TK néctssles aldéhydes-hydroxylés
en tant que substrat accepteurs qui ont été sysgkételon une approche commune a partir
des acides aminés ou des hydroxyacides correspisndaus forme racémique et/ou
énantiopurs (Figure 135). Les rendements obtemisdems I'ensemble satisfaisants (Tableau
22). Certains aldéhydes optiguement pWs, 6) seront egalement utiliséa vivo pour

I'’étude du test de sélection.

(0]

o]
a) NaNOzl b) Amberlyst 15 c) TBDMSCI f i
R H 504 CHCI /ElOH |m|dazo|e R d)DIBALH Dowex H*
4 4 —_— 4 R
OH OFt H—= H
d
NH,

oTBS oTBS OH

N

4 : Ry = -CH(CHa),
29: R, = -CH,CH(CHy),
34 : R, = -CHy-CH,-S-CHj
37 : Ry = -CHOH-CH3

Figure 135 : Stratégie utilisée pour accéder aux @hydesa-hydroxylés

Etape de synthése a b c d
Valine R4=-CH(CHj3), 20 52 % 21 95 % 22 84 % 23 90 %
Leucine R4 = -CH,-CH(CHa), 26 62481 % 28 90497 % 27 81490 % 28 80 490 %
Méthionine R4 = -CH2-CH,-S-CH3 30 7a21% 31 98 % 32 73 4 90% 33 78482 %
Thréonine R4=-CHOH-CH3; - - 36 90 % 38 70 %

Tableau 23 : Rendements des différentes étapes dgnthése des aldéhydas-hydroxylés

A l'issu des réactions catalysées par la TK, I'algle comportant un groupement
isopropyle 24) conduit au cétos@ correspondant avec un trés faible rendement eomai
sans doute de lI'encombrement stérique proche dmration aldéhyde. Les aldéhydes
présentant un groupement méthylg)(ou isobutyle 29) (I'encombrement stérique est plus
éloigné de la fonction aldéhyde par rapport a éaltle24) ou encore un hétéroatome tel que
le soufre 84) conduisent aux cétoses correspondants avec mgsments assez proches.

Les cétoses Bhréoobtenusl, 3 et4 pourraient donc se comporter comme des substrats
donneurs de la TK selon la réaction inverse. Lemusé5 n'a pas été préparé avec la TK (la
synthése duR-dihydroxybutyraldéhyde étant délicate) mais aeeES$A. Il sera testié@ vitro
en tant que substrat donneur de la TK dans le tkagiivant.

= Les voies chimioenzymatiques impliquant les alsie$da conduisent aux produits
souhaités avec des rendements satisfaisants notandaeas le cas de la FSA, enzyme
produite et utilisée récemment au laboratoire. €Cetizyme qui n’avait pas été proposée en
synthese jusqu’alors se montre donc tres tolénasta-vis des aldéhydes testés sauf dans le
cas de l'aldéhyde@4 comportant un groupement isopropyle certainememnir pes raisons
‘encombrement stérique évoquées ci-dessus. Cetditegie rapide et efficace peut donc étre

employée pour obtenir en quantité suffisante léssesl, 3, 4 et5.
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2. Synthese des sondes présentant le motif cétosemthro

L’objectif est d'utiliser les sondes cétosectythro pour sélectionner des TK mutées
qui seront capables de reconnaitre le carbon§) 4lqnt la configuration est inversée par

rapport au motif reconnu par la TK sauvage qu{st

Les sondes cétose drythro portent les chaines latérales de la leucine etade
méthionine. En effet, nous verrons dans la pariesacrée a la mise au point du test de
sélection en présence de la TK sauvage que lesesefathréo précurseurs de leucine et de la

méthionine seront privilégiés.

: Rg = CHp-CH(CHj)
TRy = CH2-CH28CH3

N o

Figure 136: Sondes cétose-érythro

Le motif glycosylé cétose Erythro (3S, 45 est accessible par voie enzymatique en
utilisant la tagatose 1,6 biphosphate aldolase (aldBlase), une DHAP aldolase catalysant
la formation stéréospécifique de liaison C-C. Maleeisement, cette enzyme n’est pas
stéréospécifique et conduit a la formation d’'unangke de cétosesérythro et Dthréa. Pour
accéder aux cétosesédrythro 6 et 7, nous avons choisi d'utiliser une autre stratédge

synthese faisant appel a I'organocatalyse en pcésaa L-proline.

2.1. Aldolisation asymétrigue par voie chimique : I'organocatalyse

La DHA (protégée sous forme d’acétonide) utilis@enme substrat donneur en
présence d'un accepteur aldéhydique et de L-praimdant que catalyseur conduit a des
cétoses Lérythro (3S, 4S). Cette approche mime ainsi la réaction catalysela tagatose-
1,6-diphosphate aldola$&4"**3(Figure 137).

9 o) O OH

| [o] OH
. K‘/\ 20mol%(S)—proIine= HJ\E/H/\O o ’)k_/'\A/\OH
°><° o/ DMF, 4°C, 72 h °><° O\ﬂ OH OH OH
\ﬁ 40%

Figure 137 : Réaction d’aldolisation asymétrique dalysée par la L-proline mimant la TDP aldolase.
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Le mécanisme de la réaction d’aldolisation engmés de L-proline peut étre assimilé
a une « micro-aldolase » (Figure 138). En effattdique nucléophile de I'amine et la catalyse
acide dQe a la fonction acide carboxylique de [adline vont permettre de former I'énamine
de configuration ) (en raison de la rigidité des deux cycles et'elecbmbrement stérique).
L’attaque de I'’énamined) se fait sur la facRéde I'aldéhyde. La sélectivité énantiofaciale de
I'attaque est due a I'encombrement et égalemeatl@ison hydrogéne qui se crée entre les
trois hétéroatomes et I'hydrogéne de la fonctiddexcarboxyliqué™

_ 0 —
- e .
N7
“H-----0 (o]
N o d »\““ :

- _{7“\.\ ~ 0
V4 RCHO R” T°H

0 (o]
K

attaque sur face ré
de l'aldéhyde

OH

Biz

(o]
X
o

énamine (E)
Figure 138 : Mécanisme proposé pour la réaction dldolisation
asymeétrique directe catalysée par la L-proline

Il est a noter que l'utilisation de la D-prolineermet d’accéder a des cétoses de
configuration Dérythro (3R, 4R), mimant ainsi la fuculose-1-phosphate alddi&se

La DHA protégée sous forme d’acétonide, utilisémme substrat donneur, n'est pas
commerciale. Cependant sa syntfi#sest moins délicate que la DHAP utilisée comme
substrat donneur des DHAP aldolases. De plus,ssildstrat aldéhydique posséde des groupes
hydroxyles, ils doivent étre également protégésfiaal, le produit de la réaction doit donc
étre déprotégé si la présence de groupements hydsdibres est requise.

De nombreux analogues de cétohexoses ont pu éttleésigés a partir de la DHA et
de différents aldéhydes acceptétftsil est & noter que cette stratégie n’est déeriee jour

dans la littérature qu’'en présence d'aldéhydes pdeues présentant des groupements R
hydrophobes.

O OH O OH O OH O OH
M M | A o
o o__0 0

o 0.0 0o__0 O
X oMo X K
98% 75% /) 71% 60%
de 10:1 de 55:1 de 99:1 de 18:1
ee 98% ee 98% ee 94% ee 98%

Figure 139 : Quelques exemples d'analogues de c&s®btenus par organocatalyse

Enfin, méme si les réactions tendent & se dévelogpns I'eatr’, le DMF ou le
DMSO comme solvants conduisent dans la plupartdes de meilleurs ee/de et a des temps
de réaction plus courts.
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2.1.1. Synthése de la DHA protégée 39

La préparation de la 2,2-diméthyl-1,3-dioxan-5-@9¢(DHA protégée sous la forme
d’'acétonide) est réalisée en deux étapes a partithtbrhydrate de Triznfa(Figure 140)
selon la méthode proposée par Enders € ajjui consiste & synthétiser le comp88¢sans

purification préalable du compo88.

NH,.HCI
o. _O oo #ﬂ
>< >< OH OH

39 38
Figure 140 : Synthése de la DHA protégée 39

2.1.1.1. Protection du TrizmAsous forme d’acétonide

OH MeO, OMe
NH,.HCI Ast %
38

OH OH t.a, 40 h

Figure 141 : Synthése du composé 38

Cette réaction est une transacétalisation réatisg@ésence de 2,2-diméthoxypropane
(2,2-DMP) et d'acide p-toluénesulfonigue comme catalyseur (Figure 141)préA
neutralisation du milieu réactionnel par ajout détlhylamine, suivie d’'une distillation du
DMF, le composé38 est obtenu sans purification sous la forme d'ulidegaunatre. Le
produit est identifié par I'analyse des spectresNRM (présence de deux singulets & 1,40 et
1,43 ppm correspondants aux méthyles de I'acétpeidRMN °C (présence d'un pic & 98,4
pm correspondant au carbone quaternaire de l'aicifon

2.1.1.2. Coupure oxydante du composé 38

0
NaI04
HZOIKH2P04 °7<°
5°C,1h
38 39

Figure 142 : Coupure oxydante du composé 38
La DHA protégeg9 est obtenue par une réaction de coupure oxydarnpeésence de

périodate de sodium (Nai Aprés purification sur gel de silice éclair,demposé39 est
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obtenu sous la forme d’un liquide transparent avecendement global de 60 %. L'analyse
des spectresH (disparition du singulet élargi & 2,84 ppm cop@mlant aux protons de
I'alcool libre et de I'amine) et®C (présence d'un pic & 207,9 ppm correspondanta@upg
carbonyle) permet de confirmer la présence du cempB. Ce composé étant volatile et
instablé® (méme stocké & — 20 °C sous atmosphére inertsdral donc utilisé directement
apres purification. Il est a noter que le comp88é&onduit spontanément au compakg
dimére de39) que nous avons identifié par RMN 8d. La formation de ce sous produit est

déja décrite dans la littératdré

Figure 143 : Dimere_40issu de la décomposition du composé 39

2.2. Synthese du composé 6

La synthése du compo$éa été préparée a partir de son analogue prdtégbtenu
par condensation aldolique de la DHA proté88esur I'isovaléraldéhyde en présence de L-

proline (Figure 144).

Howzwz&"Loﬂ/l\
X X

oln
Ooln

H

L. 39

o

Figure 144 : Rétrosynthése du composé 6

2.2.1.1. Synthése du composé 41 en présence de L-proline

2 (0] o] OH
0 =
N
+ H/H\)\ H OH 30 mol% H
K ]

0.

DMF  4°C,72h
de 10:1 2

a1 ee 98%

o]

39

Figure 145 : Synthése du composé 4&h présence de L-proline

La synthese du composgél a été effectuée selon une méthode décrite dans la
littérature par Barbas et Hf en présence de L-proline. Ce protocole repose'siilisiation
d'un large exces de DHA protégée (5 équivalentspeEsence d’isovaléraldéhyde dans le
DMF. La réaction se déroule a 4 °C pendant 72 Iselues premiers essais réalisés en suivant
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cette méthode ont conduit a de faibles rendem@@t<4) et nous ont permis de mettre en

évidence le compogk issu de I'autocondensation de la DHA protégge

(o] OH

O}

Ol

(o)

42
Figure 146 : Structure du composé 4&sue de I'autocondensation du composé 39

Afin de limiter cette réaction secondaire d’autodensation, I'excés de DHA protégé
39 a été ramené a 1,5 équivalent. Dans ces conditiercomposéll a été obtenu avec un
rendement de 50 %. L’analyse des spectttsRMN (deux doublets & 4,02 et 4,17 ppm
présentant une constante de couplage de 17,6 Hespondant aux protons portés par le
carbone 1) et’C RMN (présence & d’un pic & 210,9 ppm correspdraarcarbonyle et d’un
pic & 100,9 ppm correpondant au carbone quaterdaifacétonide) a permis de confirmer la
présence du compogd. Les déplacements chimiques et les constantes gagauobtenues
RMN *H sont identiques aux valeurs obtenues par Bathals eeci nous a permis de montrer

gue le composél présenterait une configuratiamti.

2.2.1.2. Hydrolyse de I'acétonide du composé 41

Le composé a été obtenu par hydrolyse de I'acétonide du caégd en conditions

acides (Figure 147).

(o] OH (o] OH
+
DowexH > HOM

H,0

?5

H

[0}
o
Olin

o

41
Figure 147 : Hydrolyse de I'acétonide du composé 41
Cette étape de déprotection a été realisée epuxiliqueux en présence de résine
Dowex H'. Aprés purification par recristallisation, le consg6 est obtenu sous la forme
d’'un solide blanc avec un rendement de 50 %. Lim®abes spectrési RMN (présence de
deux doublets caractéristiques a 4,36 et 4,47 pgweptant une constante de couplage de
19,4 Hz correspondant aux deux protons du carbdnet C RMN (disparition du pic

correspondant a I'acétonide a 100,9 ppm) permebdérmer la présence du compdsé

2.2.1.3. Conclusion

Le composé a été obtenu a partir de la DHA proté&fet de l'isovaléradéhyde en

deux étapes avec un rendement global de 25 % enétigpes seulement.
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2.3. Synthése du composé 7

Nous avons envisagé d’obtenir le groupement thibyh& du composé& a partir du
groupement thioacétyled$) via une désacétylation puis méthylation. Le maottose L-
erythrodu composé a été généré a partir du compd&ébtenu par condensation aldolique

de la DHA protégég89 et de I'aldehydd3 en présence de L-proline.

OH (¢] OH

(o] (o]
o I A~ = sie = H‘\ LT e =y
< -

N
&

39

Figure 148 : Rétrosynthése du composé 7

2.3.1. Synthése de l'aldéhyde 43
La synthése de 'aldéhyde acceptéBia été réalisée selon une méthode décrite

dans la littératurg® (Figure 149). La réaction est effectuée par ajbatide thioacétique
dans l'acroléine a une température de — 10 °C.idéathioacétique s’additionne sur
l'acroléine selon une réaction d’addition de typgt bour donner le composé3.
Cependant, cette réaction d’addition est en comipeétavec une addition de type 1,2 qui
conduit au composé thiohémiacétgl, dont la présence a été révélée par I'analyse du
spectre'H RMN du brut réactionnel mais n’a pas été isolé.

(o] OH
/ + )I\ Sans solvant )\/\
_—
i ™ 0Z >"sac t Acs SAc

410°C—»TA
43 44

Figure 149 : Voie de synthése de I'aldéhyde 43
Aprés purification par distillatioi®, le composé3 est obtenu sous la forme d’une

huile incolore avec un rendement de 60 %. L'anatise spectretd RMN (présence d’un
proton aldéhydique & 9,73 ppm)&€ RMN (présence de deux pics a 195,6 et 199,9 ppm
correspondant respectivement aux carbonyles dupgroent acétyle et de la fonction

aldéhyde) permet de confirmer la présence du coé¥ids

2.3.2. Réaction d'aldolisation par organocatalyse

’)H H OH 30 mol% SAcC
S8t o s " - -
>< 4 DMF  4°C, 72h °><°

39 45

Figure 150 : Synthése du composé 45 présence de L-proline
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La réaction d’aldolisation est réalisée avec getéexces de DHA protege® (1,2
équivalent) en présence de I'accepiéBiet de L-proline dans le DMF a une température de 4
°C pendant 90 heures. Apres purification sur gesitiee éclair, le composé5 a été obtenu
sous la forme d’une huile visqueuse légérementgauec un rendement de 25 %. Dans ce
cas également, I'apparition du produit d’autocorsd¢ion42 (Figure 146) a été observée (par
analyse'H RMN du brut réactionnel). La présence du compéSéa été confirmée par
I'analyse des spectrési RMN (deux doublets & 4,00 et 4,23 ppm présentargonstante de
couplage de 17,4 Hz) éfC RMN (présence d'un groupe carbonyle & 210,7 pprdue
carbone quaternaire de l'acétonide a 10pdm). Compte-tenu du faible rendement,
I'autocondensation de la DHA protég@@est encore plus favorisée dans ce cas. Elle pburra

étre limitée par I'ajout fractionnée de celle-cicurs de la réaction.

2.3.3. Désacétalysation et méthylation de la fonction thio

Les méthodes d’alkylations du groupement thiodeétjtés dans la littératur®

s’effectuent dans le DMF en présence de diéthylarairde bromure d’alkyle.

> Voie A
Les premiers essais de méthylation ont été réadisidn les conditions décrites dans la
littérature en présence d’iodure de méthyle, maisdmposé isolé a l'issue de la réaction
n'est pas le composé S-méthylé attendu (Figure.1Nbus avons obtenu un nouveau
composeé vraisemblablemeft que nous n'avons pu caractériser par les techsidiamalyse
classique. Pour élucider sa structure, nous avéaoislé d’hydrolyser I'acétonide en présence
de Dowex H. Le composé identifié par RMN correspond au corégds

(@] OH
M/\SAC Et,NH, Mel Dowex H*
= — = _— =
(0] (0]
Pl DMF H,0

Figure 151 : Synthése du composé 47
> Voie B
Pour éviter la réaction de cyclisation observéesda voie A, nous avons décidé de

développer une autre approche dans laquelle latifotncétone est masquée sous forme

d’acétal méthylique afin d’'empécher la cyclisat{Bigure 152).
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Figure 152 : Rétrosynthése du composé 7

m Hydrolyse de I'acétonide du compa¥e: Dans un premier temps, I'acétonide du composé
45 a du étre hydrolysé afin de limiter la formatiom différents produits secondaires lors de

I'étape d’'acétylisation de la fonction cétone.

(o] OH

Dowex H*
SAc — 3 HO
SAc

H,0
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<
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Figure 153 : Hydrolyse de I'acétonide du composé 45
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Cette réaction a été réalisée en milieu aqueuprésence de Dowex Hen tant que

catalyseur acide. Le compog® est obtenu sous la forme d’'une huile incolore awec
rendement de 95 %. L'analyse des specttds RMN (présence de deux doublets
caractéristiques a 4,40 et 4,50 ppm présentanbostante de couplage de 19,2 Hz)}%

RMN (disparition du pic caractéristique de I'acéttena 101,1 ppm) permet de confirmer la

présence du compos#8 dont I'atome de soufre est protégé par un groupéraeétal

(présence en RMN des signaux caractéristiques).

m Acétalisation du carbonyle du compak®

0 OH MeO OMe QH

Y SAc APTS e SAc

H

Olin

H

Olin

48 49

Figure 154 : Acétalisation du carbonyle du compos48

La protection de la fonction cétone du compgod® est réalisée en présence
d’orthoformiate de méthyle jouant a la fois leerdle réactif et de solvant évitant ainsi toute
présence d'eau. Aprés purification le compd&est obtenu sous la forme d'une huile
incolore avec un rendement de 60 %. L'analyse gestees'H RMN (présence de deux
singulets a 3,19 et 3,32 ppm intégrant chacun p®uhydrogenes représentants les

groupements méthoxy-) &C RMN (disparition du pic caractéristique de laooét & 212,9

ppm) met en évidence la protection de la cétone.
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m Méthylation de la fonction thiol du compcte

MeO OMe OH MeO OMe OH
HO\)W Mel HO
; SAc ————————> - s
Z NaOH H
OH OH
49 50

Figure 155 : Méthylation de la fonction thiol du canposé_49

La déprotection et la méthylation sont effectuéesilisant une méthode décrite dans
la littératuré®® utilisant des conditions douces. L'étape de dégtmin est réalisée par action
d’une solution aqueuse de soude (2M) dans I'éthdrédape de méthylation est effectuée par
addition d’iodure de méthyle. Le compds@ est obtenu sans purification préalable avec un
rendement quantitatif. L'analyse des specti¢ésRMN (présence d’un singulet & 2,06 ppm
intégrant pour 3 hydrogénes représentant le groapeméthyl-) et*C RMN (disparition du
pic caractéristique du carbonyle du groupementeptetir du soufre a 195,6 ppm) met en

evidence la présence du compb8é

m Déprotection du composd

MeO OMe QH o OH
Dowex H*
“°\)<)\/\s/ - > HO\)J\/k/\S/
B H,0 B
OH OH
50 7

Figure 156 : Déprotection du composg 50

La déprotection du compo&® est effectuée dans un mélange binaire métharel ea
présence d’'une résine acide. L'utilisation de maévhast nécessaire compte-tenu de la faible
solubilité du composé&0 dans I'eau. Apres purification sur gel de silitee,composé/ est
obtenu avec un rendement de 66 % pour les deuwestafanalyse des spectréd RMN
(disparition des deux singulets a 3,18 et 3,31 mamactéristiques des deux groupements
méthoxy) et*C RMN (présence du pic caractéristique de la fonctiétone & 213 ppm) met

en évidence la déprotection du cétdse
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2.4. Bilan des synthéses des composés cétoser\thro6 et 7

6 7
o OH R4 = CHp-CH(CHs), | Ra= CH,-CH,SCHs
HO\)l\)\
H R4
Z 25 % 5%
OH

Tableau 24 : Rendements des syntheses conduisank@ondes Gt 7

Le motif cetose Lérythro de la sondes (Rq = CHx-CH(CHs)z) a été obtenu en
présence de L-proline avec un rendement globalsd&2En revanche la préparation de la
sonde? (Ry=CH,-CH,SCH;) a été plus délicate en raison de la présencatdenle de soufre
sur la chaine latérale. La stratégie utilisée reopermis d’obtenir dans un premier temps en
présence de L-proline le compogg dont 'atome de soufre est protégée par un ackes.
rendements sont nettement inférieurs a ceux obtpaus la sondé. Il est a noter que la
synthése de composés présentant un hétéroatorteeggoupement R n’a pas été décrite dans
la littérature par organocatalyse en présence geoline. D’autre part la méthylation du
soufre a été délicate en raison de la cyclisatmtadnolécule traitée en présence d’iodure de
meéthyle. Une stratégie indirecte nous a conduit@aposé souhaitéa la protection de la
fonction cétone mais avec un rendement global 8e Eette stratégie devra étre optimisée
notamment en utilisant d’autres groupements pretestde I'atome de soufre. De plus, les ee

et de de la molécule finale restent a détermineHFA.C chirale.

3. Synthese des sondes présentant le motif aldoseéldéo

L'objectif est d’utiliser ces sondes pour sélectien des TK mutées capables de
reconnaitre le motif aldose tbréo. Dans ce cas les TK recherchées devront étre leadab
transférer un groupement formyle a la place du pgment hydroxyacétyle transféré par la

TK sauvage.

Les sondes aldosestbréo envisagées portent les chaines latérales de dméeet de
la méthionine. En effet, nous verrons dans la @artinsacrée a la mise au point du test de
sélection en présence de la TK sauvage que lesesefathréo précurseurs de leucine et de la
méthionine ont été privilégiés.
Les sondes présentant le motif aldoséhido dont la synthese a été envisagée sont

indiquées ci-dessous :
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8: R, = CH,-CH(CHy),
9: Ry = CH,-CH,SCH

Figure 157 : Sondes aldose Erréo

3.1 Stratégies pour accéder au motif aldose Ehrréo

Nous avons tout d’abord développé une voie chimigposant sur la réaction de
dihydrolyxation asymétrique de Sharpless, stratpgiticulierement adaptée a la synthése des
aldoses (voieA). Puis, nous avons développé une autre approckéebsur la coupure

oxydante des composés cétoséhizo 3 et4 que nous avons obtenu en quantité significative

grace a la réaction catalysée par la K$#ie B).

O

H 0
Voe A )J\/\ — J\/\ e AN
// EtO Ry EtO Ry
Rs

SH \ (0] H
8:R,=CH,CH(CHy), _ HO X PN
9:Rq=CHyCH,SCH; ~ VOF B Y Ry, —o Ry

OH
3: R, = CH,-CH(CH,),
4: Ry = CH,-CH,SCH3

1o

H
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T
Olln
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1o

Figure 158 : Rétrosynthése des composg£89

3.2. Synthése du composé 8

3.2.1. Voie A
Cette stratégie est basée sur la réaction de mikyldtion asymétrigue de Sharpless

(Figure 159), réalisée sur I'este)f3-insaturé5l obtenu a partir de l'isovaléradéhyde par une
réaction de type Wittig-Horner-Emmons. La fonctaddéhyde du composest générée par
réduction de l'ester52 dont les groupements hydroxyles ont été protéges gorme

d’acétonide.
K_;/\A:EL(\(:HO > > Ao > o
C=)H 67<° (=)H
55 52 51

loo

Figure 159 : Voie A envisagée pour accéder au congng
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» Synthése du composé

Nous avons obtenu le compdsEselon une réaction de type Wittig-Horner-Emmons
décrite dans la littératul¥. La réaction est réalisée & 0 °C pendant dewebkeaprés addition
de l'aldéhyde.

2 ? o BuLi/ THF i
Et uLi
J\/L( Z - > Eto 7
EtO OEt o

0°C
51 (E/Z : 99/1)

Figure 160 : Réaction de Wittig-Horner-Emmons

La déprotonation em du carbonyle du triethyle phosphonoacétate au maie
butyrate de lithium (BuLi) permet d’obtenir un inteédiaire réactionnel stabilisé. Apres
addition de [lisovaléraldéhyde, cet intermédiaitabgisé conduit a la formation d’'un
intermédiaire oxaphosphétane de configuratiofi qui subit un réarrangement pour donner
I'alcéne51 de configuratiork.

Apres purification sur gel de silice éclair, lenquosés1 est obtenu sous la forme d’'un
liquide incolore avec un rendement de 85 %. L'asmlgles spectrési RMN (deux triplets
dédoublés a 5,81 et 6,94 ppm avec une constanteuggage de 15,6 Hz correspondant aux
deux protons éthyléniques) EC RMN (présence de trois signaux & 122,3 ; 148,266t7
ppm correspondant respectivement aux deux carkihginiques et au groupe carbonyle de
I'ester) permet de confirmer la présence du compsée configurationE, ainsi que la

présence du diastéréoisomérselon un rapport E/Z : 99/1 conformément a laritture.

» Dihydroxylation asymétrique du compdsk

(o} (o} OH
/\k/\)\ ADmix B/ CH;SONH, )1\/:\)\
EtO Z > Eto

terBuOH / H,0
0°C H

51 52

Ol

Figure 161 : Dihydroxylation asymétrique du composél

Le composés2 a été obtenu par dihydroxylation asymétrique dar@bss sur le
composésl. Cette réaction est effectuée a 0 °C sur une dieé20 heures dans un milieu
réactionnel biphasique composé tebutanol et d’eau (Figure 161). Le réactif utiliset e
ADmix (3, un mélange commercial contenant de 'osmate daspmum (KOsQ(OH)4) en
tant qu’agent oxydant et de I'hydroquinidine 1,4katlazinediyle diéther (DHQIPHAL) en
tant qu'agent chiral. En présence d'un est@rinsaturé de configuratiol, ce réactif permet
d’obtenir I'ester a,p-hydroxylé de configuration @4R) (Figure 159%% Le méthane

sulfonamide agit en tant que catalyseur acidepceanduit & de meilleurs rendemeénts
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ADmix B

Rs l Ry HO OH
— _— RS\\\\- 'III/RM
RL H RL H

(substituants : R: petite taille ; i : moyenne taille ; R: grande taille)

Figure 162 : Enantiosélectivité de la dihydroxylatbn de Sharpless en présence d'ADm[X

Apres purification sur gel de silice éclair, lengnosé52 est obtenu sous la forme
d’une huile incolore avec un rendement de 90 %nélyse des spectrésl RMN montre la
présence d'un doublet a 4,04 ppm correspondantr@orpdu carbone 2 portant le groupe
hydroxyle et d’'un doublet dédoublé dédoublé a $@n correspondant au proton du carbone
3 portant le groupe hydroxyle. L’analyse des sps¢fic RMN indique la présence des deux

carbones 2 et 3 respectivement a 76,6 et 70,6 ppm.

> Protection des fonctions alcools du compb8é

Nous avons choisi de protéger les deux fonctioydrdxyles sous la forme d'un

aceétonide (Figure 163).
(o]

O OH
z 2,2-DMP
— > Et07
EtO p Amberlyst

SH CH,Cl, )

<

52 53

i

O

Figure 163 : Protection des fonctions alcools du ogposé 52

La réaction a été réalisée selon des conditionsitdé®® dans la littérature en une
heure a température ambiante en présence d'un lexges (5 équivalents) de 2,2-
diméthoxypropane (2,2-DMP) et d’Amberl§st5. Aprés purification sur gel de silice éclair,
le composé3 a été obtenu sous la forme d’un liquide incolorecaun rendement de 97 %.
La présence du compoS8 a été confirmé par I'analyse des spectte&MN (doublet & 4,05
ppm ppm correspondant au proton porté par le carBoet d’'un triplet dédoublé a 4,16 ppm
correspondant au proton du carbone 3)3& RMN ( signaux & 77,7 et 79,7 ppm

correspondants respectivement au carbone 3 etr@afo

» Réduction partielle de la fonction ester en aldéhyd

Les premiers essais de réduction partielle baséd'ilisation du DIBAL-H ont
conduit a la formation d’un mélange de produitdahkes et difficlement séparables. Nous

avons donc choisi de réaliser la réduction en dgages : une étape de réduction totale pour
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obtenir lalcool correspondant, suivie d'une étap®xydation douce afin d’obtenir
'aldéhyde.

m Réduction de I'ester du compds#

o]

LiAIH,
EtO : ————>  HO :
: CH,Cl, :
0°C

(0]

i
i

O

A
X

83 54
Figure 164 : Réduction de la fonction ester du congsé 53

Cette étape de réduction a été réalisée en présBhgdrure d’aluminium et de
lithium (LiAIH 4) dans le tétrahydrofurane a 0 °C. La réactioréasgivie par CCM et montre
la disparition compléte du compos@ et I'apparition d’un nouveau composé plus polaue

n'a pas été purifié et a été engagé directemertt Kisape suivante.
m Oxydation douce de la fonction alcool du compgaéé

[Ox.]
HO N —_— 0/ E

)<0 07<0

54 55

I

[0}

Figure 165 : Oxydation douce de la fonction alcoau composé 54

Pour cette étape d’oxydation dans des conditionsceky nous avons envisagé
différentes méthodes largement décrites dans térdiure : I'oxydation de Swern, le
chlorochromate de pyridinium, le dichromate de gipiim, le périodinane de Dess-Martin et
I'acide iodoxybenzoique (IBX). Finalement, seukes inéthodes utilisant I'IBX nous a permis
d’obtenir le composB5 avec les meilleurs rendements.

Apres purification par chromatographie sur gel tdieeséclair, le composés a été
obtenu sous la forme d’'une huile incolore avecaemdement de 75 %. Le compds®a été
identifié par I'analyse des spectfés RMN (présence d’un proton aldéhydique & 9,71 pgim)
13C RMN (disparition du carbone de la fonction alcpoaire & 62,8 ppm et apparition d’un
carbonyle a 201,2 ppm).

> Déprotection de 'acétonide

v s

Cette étape de déprotection a tout d’abord étéséeaen conditions aqueuses acides,

mais cette approche a conduit a la formation d’udlange de produits sans obtenir une
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disparition totale du compogeb. Nous avons finalement envisagé une méthode «smoin

classique » en présence d'iode décrite dans éaattireé®”.

OMe H
I, cat. )\/\)\
—»
MeO

MeOH
80 °C

"o

(o]
A
i,

o
Ol

X

H
33 56

Figure 166 : Déprotection de I'acétonide du composEb

Cette réaction a été réalisée en présence diodequamtité catalytique (0,03
équivalent) dans le méthanol a 80 °C. Aprés puaiion sur gel de silice éclair, nous avons
obtenu le composg6 qui présente une fonction aldéhyde masquée sdiasnhee d’'un acétal
méthylique. Ce composé a été obtenu sous la forame dhuile incolore avec un rendement
de 69 %. L'analyse des spectféesRMN (disparition des protons des groupements yhésh
de l'acétonide et apparition du proton du carbooeapt I'acétal & 4,4 ppm) éC RMN
(disparition des carbones de I'acétonide a 26,22 2t 110,9 ppm et apparition d’'un carbone
a 106,4 ppm correspondant a l'acétal méthyliqugleanis de confirmer la présence du
composés6. A llissu de cette étape, le compds@ n’était pas celui que nous envisagions
d’obtenir, mais la protection de la fonction alddigpe sous forme d’acétal s’est avérée

efficace.

> Hydrolyse de I'acétal

Nous avons réalisé cette étape de déprotectiqgrésence de résine DoweX Hans

'eau a 40 °C.

A
. -ullg

OMe OH
)\/?\)\ Dowex H*
MeO > (o]

H,0
H 40°C

Ol
Olin
T

7 8

Figure 167 : Hydrolyse de I'acétal du composg 57

La caractérisation du compog a été realisée par dérivatisation de la fonction
aldéhyde en phényl hydrazone. L’analyse des spe@&@MN'H confirme I'obtention de la
N,N-phénylhydrazone par la présence entre autrepaeens aromatiques (7,09 (4H) ; 7,17
(2H) ; 7,39 (4H) ppm) et du proton caractéristiqlie carbone de la fonction hydrazone
(CH=N-N) a 6,56 ppm.
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» Conclusion
Le composeéB a été obtenu sous forme protégée (com@d3éen 6 étapes avec un
rendement global satisfaisant de 31 %. Les deupeétaritiques se sont révélées étre la
réduction ménagée de l'ester en aldéhyde que naus alu finalement réalisé en deux temps
(une étape de réduction totale suivie d'une étajpxydation ménagée) et I'étape de
déprotection de I'acétonide, qui nous a finalemgetmis d’obtenir la fonction aldéhyde
masquée sous forme d'acétal. L'étape finale deadégtion a conduit a la formation du

composéd que nous avons obtenu en solution. Le comi@séra conservé sous sa forme

protégée.

3.2.2. Voie B
L’autre approche envisagée pour accéder a la thirsduhaitée @ 3R) consiste a

utiliser le cétose Dhréo 3 obtenu précédemment qui par réduction du group@ogle puis
coupure oxydante de la liaison-C, va permettre de générer la fonction aldéhyde dedsze,

les groupements hydroxyles ayant été protégéséalgme.

o OH o OH (o} o OH
W\ I HO HO Ho\)‘\/g\)\

: > 3 > : > : > -
VaN < <’ H

8 55 59 58
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O
]
(o]}

Olin
I
I

Figure 168 : Synthése chimique de I'aldose Bwéo 8 a partir du cétose Dthréo 3 correspondant

> Protection des deux fonctions alcools secondaiogs $orme d’acétonide

Dans la littérature, il existe des méthodes pduemir sélectivement I'acétonide a 5
chainons au détriment de celui & 6 chaifibi&® Bien que ces méthodes reposent
essentiellement sur l'utilisation d’acides de Lewismme catalyseurs (tels que Zrdu
ZnCly»), nous nous sommes appuyés sur une public8tiogui décrit la formation
régiosélective d’'acétonide sur des composé siragaiau compos€ en utilisant des
conditions classiques, c’est-a-dire lI'acide paratok sulfonique comme catalyseur dans

I'acétone (Figure 169).
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Figure 169 : Protection du composé 3ous forme d'acétonide
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Dans ces conditions, le compose8 a été obtenu apres purification par

chromatographie sur gel de silice éclair sous fadfnae huile incolore avec un rendement de
84 %. L’analyse du spectfél RMN (deux singulets & 1,41 ppm et 1,44 ppm cpoadant

au groupement acétonide) a permis de confirmerdsgnce du composs.

» Reéduction de la fonction cétone

(o] OH
Fi()\\\\////Jl\\\--i:/-~\_§// Pla!3|*4 fi()\\\\’///:é\\\\_-_i:/-~\§:/
> —_— >
= EtOH =

(o] 07<0
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58 59

Figure 170 : Réduction de la fonction cétone du coposé 58

Un protocole décrit dans la littératdfea été suivi en présence de 1,5 équivalents de
borohydrure de sodium dans I'éthanol a 0 °C (Fidui@). Aprés chromatographie sur gel de
sicile éclair, le composB9 est obtenu sous la forme d’une huile incolore awecendement
de 82 %. D’aprés I'analyse des specttdsRMN et *C RMN deux diastéréoisoméres sont
obtenus en proportions identiques. Bien que ceniatsr soit séparables en CCM, nous
n'avons pas essayé de les séparer. En effet, #&ajwante est une coupure oxydante de la
liaison G-C, au cours de laquelle nous perdons la stéréoclimearbone asymétrique forme
au cours de l'étape de réduction. La réductionaléohction cétone est confirmée par la

présence du proton porté par le carbone 2 a 4,08pmur 'un des deux diastéréoisomeéres et
a 4,11 ppm pour l'autre.

» Coupure oxydante du diol
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Figure 171 : Coupure oxydante du diol 59

Cette étape a été réalisée dans le dichlorométham@ésence de métapériodate de
sodium (supporté sur silice) comme agent oxydambnsein protocole décrit dans la

littératuré®. Aprés purification par chromatographie sur gelsdiee éclair, le composg5
est obtenu sous forme d'une huile incolore avecramdement de 93 %. L’'analyse des

spectres'H RMN (disparition des protons du méthyléne portengroupement hydroxyle
primaire a 4,03 et 4,11 ppm pour chacun des deasté&liéoisoméres et apparition d’'un seul
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proton aldéhydique & 9,7 ppm) € RMN (disparition des carbones de I'alcool priraar
63,8 et 65 ppm des deux diastéroisomeres et ajgpadiun seul carbonyle a 201,2 ppm) a
permis de confirmer la présence du compbSéLa caractérisation du compoféa été
réalisée par dérivatisation de la fonction aldéhyate phényl hydrazone. L’'analyse des

spectres RMRH est identique & celui obtenu précédemment (¥die

» Conclusion
La voieA a permis d’obtenir le compo&& en 5 étapes a partir de I'isovaléraldehyde

avec un rendement global de 45 %, la \Bien 4 étapes avec un rendement global de 50 % a
partir du compos8 préparé par aldolisation catalysée par la FSA aneendement de 77 %.

Il est a noter que la voie chimioenzymatique es$ gimple a mettre en ceuvre.

3.3. Synthése du composé 9

3.3.1. Voie A
Nous avons utilisé la stratégie basée sur la wacke dihydroxylation asymétrique de

Sharpless (Figure 172).
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Figure 172 : Voie A envisagée pour accéder au congn9

Cette voie d’accés au compd3é’a pas pu étre réalisée car la réaction de Wittig
Horner-Emmons ne nous a pas permis d’obtenir lredagrrespondant a partir du meéthional.

3.3.2. Voie B
Nous avons envisagé la voie de synthBsa partir du cétose Bwéo 4 comme

précurseur chiral (préparé en présence de FSA) sektratégie décrite précédemment.

Cl) gH Cl) OH (o] (o] H
- HO Ho \)I\/\/\
WS/ = N S\ = \/%(\\s\ - \)‘?(\\S\ N HO. ! s
e ey

5 & "
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Figure 173 : Synthése chimique de I'aldose Bwéo 9 a partir du cétose Dthréo 4 correspondant
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» Protection des deux alcools secondaire sous foraegtbnide

o] OH o]
= APTS
HO\)J\/'\/\ s — HO
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Figure 174 : Protection des deux fonctions alcoot&condaire sous forme d’acétonide

En présence d’acide paratoluéne sulfonique comniaysaur dans l'acétone, le
composés0 a été obtenu sous forme d’une huile incolore awrecendement de 63 % aprés
purification par chromatographie sur gel de silégair. L'analyse des spectréd RMN
(deux singulets correspondants aux deux groupemediisyles de I'acétonide a 1,39 ppm et
1,42 ppm)et *C RMN (présence de signaux & 26,1 ; 27,1 et 1108 gorrespondants aux

carbones de I'acétonide) a permis de confirmeréagnce du compo$é.

» Réduction de la fonction cétone
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Figure 175 : Réduction de la fonction cétone du comosé 60

En présence de 1,5 équivalents de borohydrure diarsadans I'éthanol, nous avons
obtenu le composel sous la forme d’une huile incolore avec un rendende 76 % apres
purification par chromatographie sur gel de sikmair. D’aprés I'analyse des spectfés
RMN et *C RMN deux diastéréoisoméres sont obtenus en piopsridentiques. Bien que
ces derniers soit séparables en CCM, nous n‘avasegsaye de les isoler. En effet, I'étape
suivante est une coupure oxydante de la liaisp@Cau cours de laquelle nous perdons la
stéréochimie du carbone asymétriqgue formé au abeii¥tape de réduction. L'analyse des
spectres’TH RMN montre la présence d'un singulet large & 2pp#n correspondant au
groupement hydroxyle des deux diastéréoisoméremalyse des spectr&€ RMN indique
deux signaux correspondants au carbone 2 portamoige hydroxyle respectivement a 72,8

ppm et 69,9 ppm pour les deux diastéréoisomeres.
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» Coupure oxydante du diol

NaIO4 sur silice
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Figure 176 : Synthése du composé G#r coupure oxydante du composé 61

Cette étape a été réalisée dans le dichlorométhan@mésence de métapériodate de
sodium (supporté sur silice) comme agent oxydarad edbnduit a un mélange de composés

difficilement analysables. De toute évidence, iltddagir d’'un mélange de sulfoxydes et

sulfone a partir duquel nous n’avons pas pu ideleomposé2

» Conclusion
Les deux premieres étapes ont été concluantes ysuisgus avons obtenu les

composeés attendus avec des rendements, certdaiples que dans le cas de I'ald@mais
corrects : 63 % et 76 % respectivement. En revaralmupure oxydante n’est pas réalisable

en présence du compdsé
Une autre stratégie pourrait consister a introdigirgroupement thiométhyle apres la

coupure oxydante. Le cétose précurseur (X= halgggoerrait étre obtenu par voie

IIIO
I

)(

enzymatique.

=
W = EoO

|H(3
OIII
I

Hoég\\x \)‘}(\\

OIII
OIII

Figure 177 : Stratégie alternative pour accéder asomposé 9
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4. Conclusion

Le schéma ci-dessous indique les stratégies dgweds pour accéder aux sondes
8, la chiralité étant créée par formation stéréopée d'une liaison C-C grace a des
enzymes ou
(Figure 178).

a l'organocatalyse ou encore selonhigddixylation asymétrique de Sharpless

Ry Y R,
OH

Sonde

/

Cétose D-thréo:1,2,3,4, 5 Cétose L- érythro: 6 .7 Aldose D- thréo : 8

1-FSA
TK L-proline Sharpless
2-Nalo,
OH N PN
© Ra O/ Ry O/\R4

0.
X R,

Figure 178 : stratégies développées pour accédenacomposés B 8

Les rendements des voies de synthése développéesqmeder aux sondésa 8 sont

indiqués dans le Tableau 25.

Chaine latérale (R 4)
Motif (R 1, Ry, R3)
Alanine Valine Leucine Méthionine Thréonine
Nom R R, R3 CH3 CH(CHa), CH,-CH(CHa), CH2-CH,SCH; CH,OH-CH3
. 1 2 3 4 5
Cétose =
, CH,OH | OH H TK: 23 % TK: 2% TK: 16 % TK:31% TK: NE
D-thréo X o
FSA:71% FSA:77% FSA : 67 % FSA :55%
Cétose
) CH,OH H OH 6:25% 7:5%
L-érythro
Aldose
j H OH H 8:31%
D-thréo

(NE = non effectué NR = pas de réaction)
Tableau 25 : Rendements globaux des voies de syrghé&onduisant aux composésd.8

Les huit sondes que nous avons synthétisées onstruature originale puisqu’elles
4, 5) ou L-€rythro (6, 7) ou aldose Ohréo
(8) et un groupement Rjui correspond & la chaine latérale d’un acidenéniies sondes3, 4,

présentent a la fois un motif cétosettiveo (1, 3, 4

6, 7 et8 n'ont pas été décrites dans la littérature (lesles@ et9 sous forme protégée).
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Pour chague composé nous avons comparé difféerenies de synthése soit en
présence d’enzymes catalysant la formation stécifgpée de liaison C-C (TK, aldolases)
soit par voie chimique (organocatlyse, Sharple§ig) @e déterminer les stratégies les plus

performantes.

présence de la TK afin de montrer la faisabilitélaleéaction (selon la réversibilité de la

réaction les sondes pourraient étre envisagéees eosubstrat donneur de la TK). Cependant
la sonde2 a été obtenue avec un tres faible rendement cent&nt en raison sans doute de
'encombrement stérique proche de la fonction aldéldu substrat accepteur.

Parmi les deux aldolases testées (FDPA et FSAF9A récemment utilisée en
synthése organique s’est révélée la plus efficace pbtenir les sondes 3, 4, 5 en quantité
suffisante pour I'étude du test de sélection martia fort potentiel synthétique de cette
enzyme. La sondg n’a pas été obtenue en présence de FSA et de FO@Aésultat est en
accord avec les faibles vitesses initiales de IRA&hdiquées dans la littérature en présence
de cet aldéhyde.

La synthése des sondes présentant les motifs détépghro et aldose Othréoa été
envisagée uniquement avec les groupements@H(CH), et R,= CH,-CH,SCH;. En effet,
compte tenu de I'étude du test de séleciowitro (qui sera décrit dans la partie suivante) en
présence de la TK sauvage et aussi des contrami@ssées pour I'obtention de souches
auxotrophes pour les acides aminés correspondastspndes précurseurs de la leucipe R
CH(CHg); et de la méthionine & CH,-CH,SCH; sont les plus appropriées.

Les sondes cétosesédrythro 6 (R = CH(CHs),) et 7 (Rs = CH,-CH,SCHg) ont été
obtenues selon une réaction d’aldolisation en peEsele L-proline comme catalyseur. La
voie de synthése du composéest originale car cette stratégie n'a pas étéitééarce jour
pour préparer des composés comportant un hétéreat@ependant les conditions restent a
optimiser.

Pour accéder au motif aldosetiiréo, deux stratégies ont été développées l'une basée
sur la dihydroxylation asymétrique de Sharples$aetire sur la coupure oxydante de la
liaison G-C, du cétoseD-thréo utilisé comme précurseur chiral qui apparait comme plus
facile a mettre en ceuvre et la moins couteuse.eSdall sonde aldose th+éo 8 (R =
CH(CHg),) a été obtenue a partir du cétd@d-thréo. La stratégiebasée sur la coupure
oxydante pourrait étre adaptée a la synthese dpasd® (R, = CH,-CH,SCH) a partir de
'analogue chlor@u cétosé-thréo4.
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CHAPITRE Il : DEVELOPPEMENT DU TEST DE
SELECTION ET INGENIERIE DE LA TRANSCETOLASE

Introduction

L’organisme proposé pour le développement de cas tde sélectioin vivo est la
bactérieEscherichia coliqui présente plusieurs avantages : le métabolggneette bactérie
est trés bien connu, la plupart des voies de bthége ont été décrites, son génome a été
entierement séquencé et on dispose d'un largeardentils techniques bien maitrisés pour

modifier ses caractéristiques génétiques.

La stratégie développée en collaboration avec.Dvid&liere, Dr M. Bouzon et Dr D.
Louis (Genoscope-Evry-France) s’appuie sur I'lhypsthquein vivo, les sondes décrites sont
transportées a travers les membranes cellulabéspa les systemes de transport des sucres
soit par ceux spécifiques des acides aminés, gg’aedbnt substrats de la TK et que les
aldéhydesa-hydroxylés libérés sont transformés en l'acide remcorrespondant par une
cascade de réactions selon le schéma indiqué esdprgure 179). La formation de l'acide
aminé est mise en évidence par la croissance drérieg qui hébergent la TK et dont la
croissance dépend strictement de I'apport de ¢ee a@niné (bactéries auxotrophes).

NH,

R R
2//4 Rj Oxydation 2//, Rs Oxydation e Transamination 2
y HO. . HO. HO. i
Croissance
‘ Ry —— Ry —— 3 Ry —— 3 Re T des cellules I
[e] (o] o

o

Aldéhyde Acide Acide
a-hydroxylé a-hydroxylé a-cétonique

Q@ Ry R;
)L\;( ™
R{ / R |—

H

L-Acide aminé

Cétose D-thréo R;=CH,0H R,=OH Rz=H
Cétose L-érythro R;=CH,OH R;=H R3=O0H
Aldose D-thréo Ry =H R;=0OH R3=H

Figure 179 : Principe du test de sélection
La premiere étape de cette cascade de réactigpendi&e la reconnaissance des
sondes comme substrats donneurs par la TK de Ieaitgelle ou des TK mutées et de la
coupure de la liaison C-C. Dans une seconde é@déhydea-hydroxylé est pris en charge
par le métabolisme de la cellule h6te pour donramide aminé correspondant selon la
cascade réactionnelle proposée dans la Figure @&P.acide aminé formé permet la

croissance des bactéries.

L’objectif est d’étudier la faisabilité des difeértes étapes du test de sélection pour

ensuite sélectionner les TK mutées recherchéegiaule la banque en présence des sondes
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présentant le motif glycosylé et le groupementeRplus approprié. Une partie de ces travaux

(testsin vivo) a fait I'objet d’'un stage de 6 mois au Genosabpsry.

Dans un premier temps, nous présenterons lestatsubtenusn vitro avec les
sondes de type cétosetbréo synthétiseesl(Rs= CHs;, 3 Ry= CH-CH(CHg), 4 Ry = CH,-
CH,SCH;, 5 Ry = CH,OH-CH3) comportant respectivement les chaines latérglesle
l'alanine, la leucine, la méthionine et la thréanpour déterminer leur comportement en tant
gue substrats donneurs de la TK. Nous confortecessrésultats par des études de docking

réalisées par modélisation moléculaire.

Dans un deuxieme temps, nous décrirons les exp@&sede complémentatiom vivo
réalisées avec les sondes identifiees comme ldkeursisubstrats donneurs de la TK et avec
les intermédiaires de la cascade réactionnelle gséap pour la conversion des sondes en

acides aminés.

Dans une troisieme partie nous décrirons leségfied envisagées pour générer les

banques de TK mutées qui seront analysées gréaestaide sélection.

1. Etude de la réaction catalysée par la TK de levuren présence

des sondes cétoses thréo

1.1. Etude cinétique

1.1.1. Choix de la méthode d’analyse

Pour ces études vitro, la TK de levure exprimée dans la levure a étlis@é sous
forme d’extrait. Les sondek 3, 4 et5 sont testées comme substrat donneurs en présence d
'un des deux substrats accepteurs naturels conmm@rde D-ribose-5-P ou le D-érythrose-
4-P conduisant respectivement a la formation csé@seheptulose-7-P ou du D-fructose-6-P.

Pour déterminer les constantes cinétiques de lavi$¥a-vis des sondes, nous avons
envisagé tout d’abord un test multienzymatique spphotométrique pour suivre au cours du
temps I'apparition de I'un des cétoses phosphorigésés(D-sédoheptulose-7-P ou du D-
fructose-6-P) en présence des quatre sondes tdgigese 180). Nous avons envisagé de
doser le cétose phosphorylé formé afin de développetest commun a tous les substrats

donneurs testés.
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Suivide l'un des cétoses
phosphorylés

O H

HO ;A + H —= y : .
R Ry WO PO 327 \H/\R
H 4
= ThDP, Mg2+

OH O OH

H

"o
ilie]

o
Ol .
T

OH
sondes : cétose D-thréo n=1:D-érythrose-4-P n=1:D-fructose-6-P
1:R4=CHs n=2:D-ribose-5-P n =2 : D-sédoheptulose-7-P

3: R4 = CHz-CH(CH3)2
4: R, = CH,-CH,SCH;,
5: R, = CH,0H-CHj,

Figure 180 : Réaction catalysée par la TK en préser des sondes (substrats donneurs)

Le dosage du D-sédoheptulose-7-phosphate faitvarter la transaldolase qui n’est
pas commerciale. Le D-fructose-6-phosphate formaréir du D-érythrose-4-phosphate (trés
couteux) peut étre dosé par la phosphoglucoisoméPsSI), qui permet I'isomérisation du D-
fructose-6-P formé en D-glucose-6-P qui est ensixtelé par la glucose-6-P déshydrogénase
(G6PDH) en présence de NADRFigure 181) Cependant, linhibition de la PGI par
I'érythrose-4-P K; = 0,7 pM) est décrite dans la littératiffe

o

1o
\HO
\HO

0y _O
H W \OPng'
: G6PDH
. oPOZ —— = \/\/\‘/\opo3 7T> HO 5 OH
H .y Z

OH O NADPH2 ~ NADPH, OH

D-Fructose-6-P D-Glucose-6-P 6-phosphoglucono- &-lactone

Figure 181 : Dosage du D-fructose-6-phosphate
par la PGl et la G6PH en présence d'érytrhose-4-P

Les tests spectrophotométrigues basés sur le elodag cétoses phosphorylés
semblent difficiles & développer. Nous avons emésadutiliser une méthode
chromatographique couplée a la spectrométrie desen&ette technique nous permettra de
suivre I'apparition du cétose phosphorylé ainsi tpuéisparition des sondes et I'apparition
des aldéhydes correspondants. Le substrat acceptdurel utilisé sera le D-ribose-5-
phosphate car il est beaucoup moins colteux gDedg/throse-4-phosphate.

1.1.1.1. Méthode chromatographique et spectrophotométrinGeMS)

» Principe
Les substrats donneurs et/ou accepteurs sont s@ésaly partir de prélévements
effectués au cours du temps dans le milieu réamtippar chromatographie sur une phase
stationnaire greffée & interactions hydrophilex{ZHilic) et détectés par spectrométrie de
masse ionisé en mode électrospray (mode (+) pswsubstrats non phosphorylés et mode (-)

pour les substrats phosphorylés). Dans ces condjtanicune enzyme auxiliaire n’est utilisée,
la réaction est donc réversible (Figure 182).
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Sondes : cétose D-thréo D-Ribose-5-P a-hydroxylé D-Sédoheptulose-7-P

1:R4=CHs
3:R4=CHy-CH(CHy),

4:R,=CHy-CH,SCHy
5:R4=CH,OH-CH; ’ Détection par LC-MS ‘
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no
Qllle]

HO.

;

Figure 182 : Etude de la réaction catalysée par [aK
basée sur la détection par LC-MS des substrats etqduits

Le D-sédoheptulose-7-P formé au cours du temps é@tne quantifié et a permis de
déterminer des vitesses relatives de la TK en poéseles sondes, 3, 4 et 5. Des tests
qualitatifs ont permis de suivre en parallele spdrition des substraBset4 et I'apparition de

'aldéhyde formé a partir dé

» Conditions réactionnelles

Un tampon volatile, 'acétate d’ammonium (AcONBD mM) a été choisi afin d’étre
compatible avec la technique de spectrométrie desenatilisée qui implique une étape de
vaporisation/ionisation. Le D-ribose-5-P substatepteur a été introduit & une concentration
de 10 mM (ks = 0,15 mM). Les sondeg 3, 4 et5 ont été utilisées a trois concentrations
différentes 3, 10 et 30 mM.

Une droite d’étalonnage du D-sédoheptulose-7-Re aéitlisée afin de corréler l'aire
des pics a la concentration.Une calibration intesposant sur l'introduction d’'une quantité
fixe de D-glycérol-3-P a permis de normaliser Bainles pics. La droite d’étalonnage est
linéaire jusqu'a 1000 pmoles avec un bon coefficida corrélation (Figure 183). Le D-
sédoheptulose-7-phosphate est suivi par transM&MS, grace a la formation d’'un ion
caractéristique du groupement phosphate (m/z =288~

S7P (pmol)

1000,00

750,00

500,00 y2= 8,1435x
R"=0,9964

250,00

0,00 T T T T 1
0,00 25,00 50,00 75,00 100,00 125,00
Aire des pics corrigée

Figure 183 : Droite d’étalonnage du D-sédoheptules7-P réalisée par LC-MS
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» Comparaison des sondeks 3, 4 et 5 en fonction de la guantité de D-

sédoheptulose-7-phsophate formé

En présence des composEks3, 4 et5 a trois concentrations différentes (3, 10 et
30mM), nous avons suivi au cours du temps I'évotutie I'aire du pic correspondant au D-
sédoheptulose-7-P formé (Figure 184). Ces condamtsaont été choisies car elles sont
proches de celles utilisées pour le tesvivo. Pour chaque essai, un témoin sans substrat

donneur a également été realisé.

Sonde l :R4=CHs Sonde § TRy= CHZ'CH(CH3)2

[S7P] (mM) [S7P] (mM)
12,00 12,00 -

10,00 10,00 +

8,00 8,00

6,00 6,00

4,00 4,00

2,00 /./-\.
—

0,00

5,00 6,00 7,00 8,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
Temps (heures)

2,00

0,00 T T T T
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Temps (heures)

Sonde 4: Ry= CH,-CH,SCHj5 Sonde 5 : R4=CH,OH-CH;
[S7P] (mM) [S7P] (mM)
12,00 4 12,00 -

10,00 - 10,00 -

8,00 - 8,00

6,00 - 6,00 4

4,00 | 4,00 4
2100 | //. 2,00 4
P /?‘
0,00 ¥ - ; - . . . . , 0,00 - . . . . . . .
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
Temps (heures) Temps (heures)

Figure 184 : Suivi du D-sédoheptulose-7-P formé gmésence des sondes 3, 4et5
(o : sans cétoses;: 3 mM ;m : 10 MM ;A : 30 mM)

Il est a noter qu’en I'absence de substrats domsnetiuen présence du D-ribose-5-P, nous
constatons une apparition du D-sédoheptulose-7-Bsfjattribuée a la présence dans I'extrait
brut de TK des substrats donneurs naturels (D-agktb-P, D-fructose-6-P). La vitesse de
formation du D-sédoheptulose-7-P est alors pratud similaire a celles obtenues en

présence des plus faibles concentrations en stsdtaneurs.

En fonction des quantités de D-sédoheptuose-7-platsiormées, le compogést le

meilleur substrat, vient ensuite le compdske composé@ puis le composB (Figure 184).
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De plus, d’aprés les valeurs obtenues pour legggandes testées, les quantités de D-
sédoheptulose-7-P formé varient de 0,03 mM a 2,5 pavl heure. La TK étant une
transférase, les concentrations obtenues en sédédsp7-P doivent correspondre a celles
des aldéhydes formés. Les valeurs obtenues secaigmgatibles avec I'utilisation des sondes
dans le milieu de culture d& coli. Les concentrations minimales en acides aminageiat
pour la croissance de souches auxotrophes sofffetie I'ordre de 0,1 a 0,3 mM.

D’apres les résultats obtenus entre 0 et 3 heamss avons pu calculer les vitesses
d’apprition du D-sédoheptulose-7-phosphate de la (i&s mesures entre 0 et 3 heures

permettraient d’affiner les résultats) en présetesecomposég 3, 4 et5 (Tableau 26).

Vitesse initiale umole de sédoheptulose-7-P formé:mmin™
Concentration Composél Composé& Composét Composé
des composés o on o o on o on
HO\)J\/g\ 2 HO\)L}\AS/ H H
3mM 0,011 0,0005 0,001 0,0005
10 mM 0,028 0,004 0,007 0,002
30 mM 0,043 0,014 0,029 0,005

Tableau 26 : Vitesses initiales de formation du Désloheptulose-7-P
en présence des composés3 4 et 5et du D-ribose-5-P

En présence des quatre composeés testés a une ttatioerde 3 mM, les vitesses sont
trés faibles (déduction faite du bruit de fond etsée=n I'absence de substrat donneur).

Pour des concentrations de 10 et 30 mM, le comp@Re= CH;s) conduit aux vitesses
les plus élevées (de 0,011 & 0,043 pmot:nmin?).

Pour une concentration de 10 mM, le compég6,007 pmole.mt:.min?) conduit &

une vitesse environ deux fois supérieure a celternte avec le compo840,004 pmole.mL
! min?) et trois fois supérieure a celle obtenue avemhaposés (0,002 pmole.mtt.min™).
Ces facteurs entre les vitesses initiales des ce@s30(0,014 pmole.mt:.min™) et4 (0,029

pumole.mL™*.min™) sont encore observables & une concentration de\0

> Etude de la réaction basée sur la disparition desnposés3 et 4 et

I'apparition des aldéhydes correspondant

Nous avons voulu également corréler la quantitddasdoheptulose formé avec la
disparition des sondes et I'apparition de l'aldéhygdhydroxylé. Ces expériences ont été
réalisées dans le cas des sorgI€EOmM) et4 (10mM). Le compos8 a été détecté d’aprés

l'aire du pic a m/z = 175 [M-H] D’aprés des expériences MS-MS, les compdsés29
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(aldéhydea-hydroxylés)ont donné respectivement les ions fils m/z = 128cefr m/z = 117.
Les résultats obtenus ne sont pas quantitatifs kdamgsure ou nous n'avons pas realisé des
courbes d’étalonnage comme dans le cas du D-séubbep 7-P. Nous constatons bien la
disparition du composé et parallelement I'apparition d’'un pic corresponida I'aldéhyde
attendu. L’équilibre semble atteint apres 100 hedeeréaction (Figure 186).

500

300 4
350 ¥

IN)
Q
=]

Aire du pic (MS/MS)
N
a
o
Aire de pic (MS/MS)

50 50 4

-4 16 36 56 76 96 0 20 40 60 80 100 120

Temps (heures) Temps (heures)

Figure 186 : Suivi du composég 4t de I'aldéhyde Figure 187 : Suivi du composéar LC-MS
correspondant par LC-MS

Nous avons également suivi la disparition du sab&r(10mM), I'aldéhyde formé
n'étant pas détectable par la méthode ES. L’apparidu sédoheptulose-7-P montré

précédemment peut étre corrélée a la disparitiotodypose (Figure 187).

» Conclusion

D’aprés cette étude nous pouvons classer les guainposeés testes £ 4>3>5) en
fonction des vitesses de formation du D-sédoheptul®es études plus approfondies avec
une gamme de concentration plus étendue nous pesntede déterminer les valeurs dg V
et de k.

Le composél est le meilleur substrat donneur parmi les quasées Le groupement
R4 est dans ce cas un groupement méthyle ne contlaisarcune contrainte au niveau du site
actif de la TK et pour cette raison permet certaie@et un meilleur positionnement du groupe
carbonyle du substrat par rapport au ThDP compa&ratnt aux autres COmposeés.

Dans le cas du compoge(R; = CH,-CH,SCH) la chaine linéaire comportant un
hétéroatome a un effet plus favorable sur la witetes la réaction par rapport au compdsé
(R4 = CH,-CH(CHg),) dont 'encombrement stérique peut sans doute gBagtaque du
groupe carbonyle. De plus, nous avons mis en ég@&tndisparition des composget 4 et
la formation de I'aldéhyde dans le cas du com@@osé

Les faibles valeurs obtenues en présence du conyp@&e= CH,OH-CHg) pourraient

s’expliquer par la structure cyclique de ce sulbgtaa rapport aux autres composés linéaires.
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1.2. Etude par modélisation moléculaire des interactionsentre les

sondes 1, 34, 5 et les résidus du site actif delld

Cette étude a été réalisée en collaboration awece¥t Théry et Lionel Nauton du
Laboratoire SEESIB. L'objectif est ici de compates interactions TK/substrat donneurs

naturels avec celles qui pourraient s’établir desmouveaux substrats donnelir§, 4, et 5.

Le logiciel utilisé pour cette étude est Autodoek)si que l'outil graphique ADT,
permettant de générer les fichiers d'entrée. Laifilicée lors des calculs, est la structure de
S. cerevisiaessue de la PDB (1TRK)Cependant nous ne disposons pas de la structure de
cette enzyme en présence de substrat donneur. I8€ledeE. colia été cristallisée depuis
peu avec le D-xylulose-5-Res sites actifs étant semblables, nous avonsditiies données

cristallographiques pour développer notre étudeéating.

Pour les calculs de docking I'ensemble de la jpmetést considérée mais la carte de
potentiel n'est calculée que sur la surface défpae les acides aminés du site actif. Les
molécules d'eau n’intervenant pas dans les caflutdocking, elles n'ont pas été considérées.
Le résidu Arg359 du site actif qui interagit aveagroupement phosphate du D-xylulose-5-P
via une molécule d’'eau n'a donc pas été retenu. Poumpkéter le modéle, I'état de
protonation du site actif est indiqué dans le Tabl27. L’état ionique des différents résidus a
ete défini par comparaison des résultats de miatiois des différentes combinaisons de

protonation possibles avec les données cristalibugaes.

Résidu Charge
His30 0
H
His103 0 G Y
- N
His263 +1 R‘%EJ /\eg)\CHs
. ST 9  H,N
His481 +1
His469 +1
ThDP sous forme carbanion
Aspa77 -1
Arg 528 +1

Tableau 27 : Etat de protonation des résidus du tactif et état du ThDP

Le site actif tel qu'il est défini sera maintenunslaine forme fixe lors des calculs car
l'objectif dans un premier temps est simplement mh@ntrer que les interactions
enzyme/substrat sont possibles. La forme initiake ldyands est établie d’apres la structure du
D-xylulose-5-phosphate dans le site actif de ladBE. coli (Figure 188).
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Partie téte Groupement
motif cétose D- thréo  phosphate

Figure 188 : Conformation du D-xylulose-5-P

La partie indiquée en vert dans la Figure 185 spoad a la téte des ligands dont la
chaine carbonée restera fixe pour tous les compbsésatomes d’hydrogene des groupes
hydroxyles en C3 et C4, gardent leur libre rotapouoir s'ajuster au mieux au site. La partie
bleue (R) sera quant a elle sans contraintes.

Pour chaque modéle les conditions de docking stamttiques (le nombre de cycle, le
nombre de population par cycle ainsi que les aytagameétres de docking). La seule variante
d'un composé a l'autre est le nombre de libresioogaqui est lié a la longueur des chaines
carbonées des différents groupementCRtte étude nous a permis notamment de quantifier

I'énergie libre de liaisoAG

AG = VL +Vp +VpiLiie + VP Lnontie + AS

Formule de calcul de I'énergie de liaish@
(V : potentiel ;AS : variation d’entropie due a la conformtation)
V tient compte du potentiel de type Van der Wadls, potentiel spécifique pour
représenter les liaisons hydrogéne, du potentiglctréstatique et du potentiel de

désolvatation.

Ligand Energie libre de liaison

(AG)
o gH .
D-Xylulose-5-P “O\)J\./'\/O\p’o -2.93 kcal/mol
B o
o H
L-Erythrulose H - -2,26kcal/mol
GH
o OH
Cétosel no A -2.54 kcal/mol

OH
Cétose3 “K/ﬁ\/'\/k -3.07 kcal/mol

\

Cétosed -2.88 kcal/mol

Cétoses "'K)J\‘/'\‘/ -2.22 kcal/mol

Tableau 28 : Energie libre de liaison pour les diérents composés étudiés
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Les valeurs négatives des énergies libres defiadbtenues sont toutes tres proches
de celles obtenues avec le D-xylulose-5-P. Les osigl, 3, 4 et 5 présentent tous la
possibilité de conduire a des interactions avesiteeactif de la TK, et de s'adapter a celui-ci
comme le montre la Figure 189 dans laquelle I'efderdes composés sont superposeés les
uns aux autres (Figure 189 A) et avec le D-xyluibge (Figure 189 B).

. His 481}

HIS 103 A
o

R TN
AR
=

N WL

\\

Figure 189 : Superposition des ligands : (A) compés_1 3, 4, 5 et L-érythrulose en rouge et bleu (B) avec

le D-xylulose -5-P (en vert et gris)

Il est & noter un Iéger décalage des compbs&s et5 et du L-érythrulose avec le D-
xylulose-5-P, substrat naturel qui est induit peatdraction du groupement phosphate avec
I'Arg528 (Figurel89 B).

Ces résultats montrent que les groupemenisdé€s sondes ne génent pas la
reconnaisssance et le positionnement de la téteokylde par les résidus qui stabilisent le
substrat naturel. La réaction catalytique est dpassible en présence de ces différents

substrats.

Une étude de minimisation est en cours en présdaces différents composés dans

le but d’affiner les interactions site actif/sulastest ainsi de comparer leur affinité.

1.3. Conclusion

Les études réaliséas vitro montrent que les compos#s3, 4 et 5) sont des substrats
donneurs pour la TK de levure capables de libéktdhydea-hydroxylé correspondant. Les
études cinétiques ont réalisées par LC-MS et omhigede comparer les composés testés en
fonction des vitesses de formation du D-sédohepedlophosphate obtenues en présence de

TK de levure. Le composE(Rs= CHg) conduit a des vitesses initiales les plus élevead
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ensuite le composé (R, = CH,-CH,SCH) puis le composé& (Rs = CH,-CH(CHg),, et enfin

le composé (Rys= CH,OH-CHg). L'absence de contrainte du groupementR composéd

au niveau du site actif semble favoriser le positement de la « téte » cétosdHbéo de ce
composé et donc le mécanisme catalytique. Un clarionée plus longue (compddéet
ramifiée (composég et 5 conduit a des vitesses initiales inférieures.ncambrement
stérique du groupe j/RIu compos& semble moins favorable que la présence d’'une ehain
linéaire comportant un hétéroatome (compf)sé.e composés) qui est sous forme cyclique
conduit a des vitesses encore plus faibles.

Une étude par modélisation moléculaire a permiscaafirmer la formation des
complexes enzyme/substrat. Une étude plus apprigfgraat minimisation nous permettra de
comparer I'affinité des substrats pour la TK.

Notre objectif a été ensuite de tester ces nowesabstrats donneurs de la TK en
mettant a profit la nature des groupemenispBur accédein vivo dans une cellule hote
appropriéeaux acides aminés correspondants. Cette stratégieai étre utilisée pour le

développement d’'un test de sélection de TK.

2. Etude in vivo du test de sélection

Au vu des résultats obtenus lors des synthésds Bétudein vitro de I'activité de la
TK sur les cétoses Bwéq le composd est de toute évidence le meilleur substrat dekla T
Mais l'utilisation de ce composé dans un tesvivo de criblage par complémentation n’est
pas envisageable car il est tres difficile d’obtedes mutants d&. coli auxotrophes pour
'alanine. En effet, I'alanine est générgevivo par transamination du pyruvate et plusieurs
aminotransférases a spécificité large sont sudieptie catalyser cette réaction. Supprimer
le précurseur direct de l'alanine, le pyruvate, gsi impligué dans de nombreuses voies
meétaboliques centrales chdz coli ne peut étre obtenu qu'au prix de remaniements
importants du métabolisme cellulaire et d’une fogduction de la croissance des bactéries
(Figure 190).

Nous avons donc décidé d’étudier les comp@8sgtdl, c’est-a-dire les cétosestbréo
présentant la chaine latérale de la leucine oa deéthionine. La premiéere étape pour la mise
en place des tests de sélection consiste a carsties souches de coli auxotrophes pour la

leucine ou la méthionine.
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Métabolisme des acides aminés
(L-valine ; L-cystéine ; L-aspartate)

Néoglucogénése \ I / Biosynhése des acides gras
Glycolyse ——) —> (Acétyl-CoA) ———) Biosynthése d'acides aminés
Cycle de Krebs

/ (L-cystéine ; L-leucine ; ...
Voie d'Entner-Doudoroff
(production d'ATP et

Métabolisme des acides aminés de cofacteurs réduits)
(L-tryptophane ; L-sérine ; L-cystéine)

Figure 190: Principales voies métaboliques impliqua le pyruvate et l'alanine chezE. coli

2.1. Obtention des cellules auxotrophes pour la leucinet la méthionine

2.1.1. Voies métaboliques de biosynthése de la leucinedetla méthionine

ChezE. cali, la leucine est synthétisée a partir du 2-oxoasérate en 4 étapes (Figure
191). Les enzymes qui catalysent les 3 premieagmétsont codées par les géees\ leuB,
leuC et leuD qui sont regroupés sur le chromosome dans un op@enABCD). Les
intermédiaires de cette voie de biosynthese negrgdtre obtenus par aucune autre réaction,
ni a partir d’autres précurseurs. Des bactéfiesoli auxotrophes pour la leucine seront donc

aisées a obtenir, par blocage de I'une ou l'autapeéde la voie de biosynthése.

2-isopropylmalate isopropylmalate
synthase isomérase
(géne leuA) (génes JeuC et leuD)
2 isovalérate / \‘ > (2S)-2-isopropylmalate \‘ P 2-isopropylmaléate
Acétyl-CoA CoA H,0 H,0 isoPropyImaIate
isomérase
(génes leuC et leuD)
(2R,3S)-3-isopropylmalate
NAD*
3-isopropylmalate
i deshydrogenase
Leum_ne NADH,H* (géne /euB)
transaminase
N (géne ilvE)
47# 4-méthyl-2-oxopentanoate 47— (28)-2-isopropyl-3-oxosuccinate
2-oxoglutarate  L-glutamate co,

Figure 191 : Voie de biosynthese de la leucine chEzcoli (Source : Ecocyg

La méthionine est synthétisée a partir de L-honiosgde L-cystéine et du transfert
d’'un groupement méthyle en 4 étapes catalysédepanzymes MetA, MetB, MetC et MetE
ou MetH. Les genes codant pour ces enzymes nepasntegroupes en opéron mais sont au

contraire dispersés sur le chromosome. Comme pol@utine, la voie de biosynthese de la
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méthionine est unique et incontournable. Des aopbis pour la méthionine seront faciles a

obtenir par blocage de I'un ou l'autre des étapégufe 192).

homosérine

O-succinyltransférase cystathionine y-synthase
— (géne metA) (géne metB)
L-homosérine / \‘ P> O-succinyl-L-homosérine 7#» L-cystathionine
Succinyl-CoA CoA L-cystéine  succinate Hz0

cystathionine p-lyase
(géne metC)

L Pyruvate, NH,
méthionine synthase

(géne metH ou metE)
-€ / \ L-homocystéine

FH, 5.méthyl-FH,

Figure 192 : Voie de biosynthése de la méthionindiezE. coli (Source: Ecocy}

2.1.2. Construction de souches d&. coli auxotrophes

Les souches auxotrophes pour la leucine ou la iomtle ont été construites par
I'équipe du Genoscope a partir de la souch& deoli K12 MG1655. Les délétions de génes
ont été obtenues par la méthode décrite par Datsein¥annéef®, Cette méthode permet de
substituer par recombinaison homologue le génenobisomique par un gene de résistance a
un antibiotique. Les bactéries dans lesquellegtambinaison a effectivement eu lieu sont
sélectionnées en présence de I'antibiotique.

L'opéron leuABCD a été substitué par une cassette de résistanaekanhmycine
(génekan). La suppression de cet opéron a éteé veérifiéaipaest phénotypique : les bactéries
résistantes a la kanamycine sont incapables dgecei milieu minimum (MS glc 0,2 %) et
dépendent strictement de I'apport de leucine damsilieu de culture (MS glc 0,2 % leucine
0,3 mM).

Le genemetAa été substitué par une cassette de résistandda@amphénicol (gene
cat) ou a la spectinomycine (géaad). Le phénotype auxotrophe des bactéries résistaube
antibiotiques a été vérifié in vivo : les bactérniésistantes sont incapables de croitre en milieu
minimum (MS glc 0,2 %) et dépendent strictement'agport de méthionine dans le milieu
de culture (MS glc 0,2 % méthionine 0,3 mM).

2.2. Etude de croissance en présence des précurseurs degles aminés

Nous avons verifié I'hypothése de la formationvivo de la méthionine et de la
leucine a partir de l'aldéhyde correspondant gépé@réla TK par la cascade réactionnelle
supposée. Nous avons donc étudié la croissancesalehes deE. coli auxotrophes en
présence de chaque intermédiaire, aadeétonique, acidex-hydroxylé et aldéhydex-

hydroxylé (Figure 193).
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Il faut remarquer que contrairement au cas dedaie, le 2-oxo-acide correspondant
a la méthionine (2-oxo-4-methylthiobutyrate) n’gsts un intermédiaire de la voie de
biosynthése de la méthionine. Cependant, il estitdfue plusieurs transaminases catalysent
la transamination de la méthionine (aspartate ammainsférase, tyrosine aminotransférase)

(Escherichia coliet Salmonell&®.

NH

R. R
2/// Rs  ox ydation 2/// Rs Oxydation Q Transamination 2
TK c HO HO, HO. Croi
roissance
—_— (<R4 —_— Y(RA —_— %Ra —_— W}/LR/, > des cellules I
o o (e]

o

Aldéhyde Acide Acide
a-hydroxylé a-hydroxylé a-cétonique

Q Ry Rg
PS4
Ry /; Ry
H

L-Acide aminé

Cétose D-thréo R;=CH,OH R;=OH R3=H
Cétose L-érythro R1=CHOH R;=H R3=0OH
Aldose D-thréo R;=H R,=OH R3=H

Figure 193: Principe du test de sélection

Pour caractériser la croissance des souché&s deli nous avons mesuré le temps de
génération G (temps nécessaire au doublementmEpldation bactérienne) qui rend compte
de la quantité de cellules obtenues pendant laepiygsonentielle de croissance. Le suivi de la
croissance d&. colia été effectué par mesure de I'absorbance a 60F-igure 194).

Asoonm

Phase exponentielle
de croissance Temps de génération G = log (2) / K

avec K = AAgp. min ™

Temps

Figure 194 : Profil d'une croissance bactérienne atalcul du temps de génération G

Les souches G554 (auxotrophe leucine) et +2231ofephe méthionine) ont été
cultivées en milieu salin minimum (MS) en présedeeglucose comme source de carbone
supplémenté respectivement en leucine ou méthiominen composés précurseurs de ces
deux acides aminés.

Les concentrations utilisées pour ces études 0t3ImM en acides aminés. Pour les
précurseurs (aléhydaes-hydroxylés, hydroxy et cétoacides) les études titfaites a 0,1 ;
0,3 et 3mM. Pour les sond8st 4 des concentrations de 0,3 ; 1 et 3mM ont étédsstées
concentrations de 3 mM ont conduit aux meilleursultats. Les courbes de croissance

obtenues en présence de tous ces composes sored@mannexe (Annexes 7 a 14).
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2.2.1. Croissance en présence des aldéhydmsydroxylés

Nous avons étudié la croissance des souches apRetiG554 et +2231 en présence
des acidesi-hydroxylés R) et (S) 29 et 34 (dont les synthéses on été développées dans la

partie précédente) précurseurs respectivementldadae et de la méthionine (Tableau 29).

Souche G554/4leuABCD Souche +2231AmetA
larip Composé| Composé At Composé| Composé
Sans | L-leucine (R-29 (S-29 Sans | L-méthionine (R)-34 (9-34
apport | 0,3 mM apport 0,3 mM

0,3 mM 0,3 mM 0,3 mM 0,3 mM

G NG 7h 79h 100 h NG 2h45 11h4( 32h30

Tableau 29: Croissance des souches auxotrophes eagence d’'aldéhyden-hydroxylés (Annexes 7 et 8)
(NG : pas de croissance)

Nous constatons que la croissance est globalerhentgmte en présence de la leucine
et de ses précurseurs aldéhydiques qu’en présenméttiionine pour la méme concentration.
Cependant pour les souches G554 et +2231 nousatomstune complémentation de leur
auxotrophie par les aldéhydeshydroxylés R)-29 et (5-29 et (R)-34 et (§-34. Il est a noter
une croissance plus lente en présence des énarg®i@e Cependant, ce résultat est tout de
méme intéressant car il sera donc envisageablgigsBuies sondes présentant le motif cétose
L-érythroprécurseur des aldéhydeshydroxylés §) dans le cadre du criblage des banques de

TK mutées.

2.2.2. Croissance en présence des acidesydroxylés

Nous avons étudié la croissance des souches apRet®554 et +2231 en présence
des acidesx-hydroxylés R)-25 et rac-31 (nous n’avons pas pu synthétiser le com@ke
optiquement pur et seul le mélange racémique estracial) précurseurs respectivement de

la leucine et de la méthionine (Tableau 30).

Souche G554/leuABCD Souche +2231AmetA
. Composé Composé P Composé
Sans L-leucine Sans L-méthionine
(R-25 (9-25 rac-31
apport 0,3mM apport 0,3 mM
0,3mM 0,3mM 0,3mM
G NG 7h 7h30 8h NG 2h45 2h40

Tableau 30 : Croissance des souches auxotrophespasence d'acidesi-hydroxylés (Annexes 9 et 10)
(NG : pas de croissance)
Les temps de génération des souches G554 et +223drésence des acides

hydroxylés R)-25, (§-25 et rac-31 sont quasiment identiques aux temps de génération
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observés en présences des acides aminés pour la co@rwentration. Le métabolisme He
coli semble donc bien adapté a la conversion des acidegiroxylés en acides aminés
correspondant.

Cette étape au cours de laquelle la chiralité estye (selon notre schéma la fonction
alcool du carbone asymétrique en position alphiattéhyde est oxydée en fonction cétone)
permettra d’utiliser des sondes de type cétoseeptast la configuratiors au niveau du

carbone 4. Les acides hydroxylés §) libérés seront donc convertis en L-acide aminé.

2.2.3. Croissance en présence des acidesétoniques

Les acidesa-hydroxylés R) ou (§ testés précédemment pourraient subir une
oxydation en acidea-cétoniques correspondants (actdeéto-isocaproique et acideceto-
3-(méthylthio)butyrique). La croissance des souchestrophes G554 et +2231 en présence

de ces acides a donc été réalisée (Tableau 31).

Souche G554/4leuABCD Souche +2231AmetA
. Acide a-céto- i Acide a-céto-3-
asarc])?t L(;Izuu:/le isocaproique asarcljsrt L-rgesthm’\;me (méthylthio)butyrique
PP = m 0,3 mM PP = m 0,3 mM
G NG 7h 6h NG 2h45 2h35

Tableau 31 : Croissance des souches auxotrophespésence d'aldéhydex-cétoniques (Annexes 9 et 10)
(NG : pas de croissance)

Nous avons observé des temps de génération congm@ceux obtenus en présence
des acides aminés présents a la méme concentragométabolisme d&. coli permet la
conversion de l'acide-cétoisocaproique et de I'acidecéto-3-(méthylthio)butyrique en L-

acide aminé correspondant par transamination.

2.2.4. Conclusion

Les résultats des études de croissance des soaolesrophes en présence des
intermédiaires proposés dans la cascade reactiermeintrent que chacun d’entre eux est
capable de complémenter les cellules auxotrophele ebnduire a leur croissance. L'étape
limitante semble étre la conversion des aldéhyalydroxylés en acides correspondants.
L’enzyme responsable de cette oxydation doit dormirain spectre d’activité plus restreint
gue les autres enzymes de la cascade. L'autre tagppeendre en compte concerne le

transport membranaire des différents substratésekes acideg-hydroxylés et les acides
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cétoniques conduisent a des taux de croissancegaea a ceux obtenus avec les acides
aminés (leucine et méthionine). Ces résultats gatide schéma de la cascade réactionnelle

menant de I'aldéhyde-hydroxylé a I'acide aminé.

2.3. Etude de croissance en présence des sondes cétotier&b 3 et 4

2.3.1. Contextes d’expression de la TK d&. cerevisiagansE. coli

Le géne TKL1 a été introduit dans deux vecteursagppant a des groupes
d’'incompatibilité distincts qui sont maintenus ddes lignées cellulaires a des nombres de
copies différents :

O le plasmide pDRI5 (bla¥KL1+) est dérivé du vecteur pUC18, vecteur maintenu

a un nombre éleveé de copies par cellule
O le plasmide pGEN377 (caffKL1+) est dérivé du vecteur pSU18 maintenu a un

faible nombre de copies par cellule.

L’expression du gene TKL1 doit étre suffisante peuppléer I'absence des TK
endogénes et permettre la production des précgrsirg acides aminés nécessaires a la
croissance cellulaire en présence des sondesillearsa cette expression de doit pas étre trop
élevée car il est décrit que I'expression de cestgenes hétérologues peut étre toxique dans

E. coli.

Pour vérifier la fonctionnalité de la TK de levufEKL1) exprimée dan&. coli les
plasmides pDRI5 et pGEN377 contenant le géne TKhtlété introduits par transformation
dans des bactéries de la souche G91 dépourvuecdestktA et tkiB codant pour les deux

transcétolases endogénes.

Pour déterminer I'activitén vivo de la TK de levure (TKL1) sur les sondes cétose D
thréo3 et4, le géne TKL1 a été cloné dans des plasmidespeine& dans des souches e
coli auxotrophes pour la méthioninAnfetA)ou la leucine AleuABCD) et dépourvues des
genestktA et tktB codant pour les transcétolases endogenes. Lesxtest@déquats ont été
obtenus par transformation des souches GAT&A AtktB AleuABCD) et G1146 AtktA
AtktB AmetA) par les plasmides pDRI5 et pGEN377

Pour la mise au point du test de sélection en poésdes sonde3 et 4 les souches
hotes deE. coli (G1242, G1074, G1242 et G1073) n’expriment dons pa TK

chromosomique d&. coli (AtktA AtktB) car il est indispensable que la seule sourceKle T

157



provienne uniquement du gene TKL1 cloné dans lenpide que nous introduirons dans la
souche auxotrophe, ceci afin de montrer que laisws®llulaire est spécifique de la TK.
(Tableau 32).

E. coli auxotrophes pour | E. coli auxotrophes pour
Plasmide la méthionine la leucine
Souche Génotype Souche Génotype
Plasmide pUC pDRI5 (TKL1+) G1242 | AtktA AtktB G1074 | AtktAAtkiB
(«high-copy ») | hSp100vecteur vide | G1241 AmetA G1073 | AleuABCD
Plasmide pSU PGEN377 TKL1+) G1984 | AtktA AtktB G1983 | AtktAAtktB
(« low-copy ») | pVDM18 (vecteur vide) | G1980 AmetA G1979 AleuABCD

Tableau 32 : Ensemble des contextes d'auxotrophi¢ @expression de la TK utilisés

2.3.2. Etude de la croissance des souches en présencestesles 3 et 4

2.3.2.1. Composition des milieux de cultures

Un milieu salin minimum (MS) a été utilisé en mése de glucose comme source de
carbone. Pour les souches présentant un géndiigid AtktB et transformées avec un
plasmide vide, le milieu de culture a été complédeavec les éléments nécessaires a la
croissance des cellules, c'est-a-dire l'acide shiue (Shi), la pyridoxine (B6), le
tryptophane, la phénylalanine et la tyrosine (Aro).

Comme pour les études précédentes nous avongé&@mada croissance des souches

deE. colipar la détermination du temps de génération Grd&les courbes de croissance.

2.3.2.2. Efficacité de la TK d&. cerevvisiaexprimée dank. coli

Afin de vérifier si la TK de levure est bien foratnelle dan<. coli nous avons
compareé les temps de génération des souches MGaéd%age), GOAtktA AtktB) et G391
(4tktA 4tktB pDRI5 (TKL1+)). Conformément a ce que nous attenslidans les conditions
de culture indiguées ci-dessous (Tableau 33), dale G91 ne croit en milieu minimum MS
avec le glucose comme source de carbone qu’ennue&sges compléments aromatiques
(ARO, shi) et de pyridoxine (B6). L'utilisation dibose comme source de carbone est
dépendante de I'expression de la TK et permet ux dle carbone moins important que le
glucose. En effet, le ribose ne permet pas la saoise de la souche G91, méme en présence
des compléments (ARO Shi B6) et conduit chez lzlselMG1655 a des temps de génération

6 fois plus importants que ceux obtenus en présgacgucose.
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Temps de génération (G)
Génotype
MS Glucose : MS Ribose
MS Glucose Aro Shi B6 MS Ribose Aro Shi B6
MG1655
SauvageakiA tkiB 4h00 3h35 22h40 22h40
Gol NG 7h20 NG NG
AtktA AtktB
G391
AtktA AtktB 4h20 4h20 30h50 28h40
pPUC : pDRI5 ¢TKL1)

Tableau 33 : Croissance des souchgs coli en fonction de la présence ou de I'absence
du génede la TK de levure et des géndgA et tktB deE. coli

Les bactéries de la souche G391, qui exprimegéhe TKL1, ont le méme phénotype
gue la souche sauvage MG1655 exprimant tktA et gktBogeénes. La TK de levure exprimée

a partir d'un plasmide est donc fonctionnelle ckezoli.

2.3.2.3. Etude de stabilité des sondest4

Avant d’effectuer les études de croissance ddgérdiites souches en présence des
sondes3 et4, nous avons veérifié la stabilité de ces composés ¢ milieu minéral minimal
(milieu MS) dans les conditions de milieu, températet pH prévues pour les tests de
croissance sur une période de 48 heures (Figure L85tabilité a été étudiée par I'analyse
de spectredH RMN effectués au cours du temps. Les concentrsitim été déterminées par
comparaison des intégrations de signaux caradtprest (les groupements meéthyles
terminaux des chaines latérales des sofdets4) par rapport a un étalon interne. La N,N-
diméthylformamide (DMF) a été choisie comme étdltterne, car son specttel RMN se
distingue facilement des spectfesRMN des sonde3 et4.

C (mM) Sonde 3
40 - C (mM) Sonde 4
40
30
30
II—I\._/-I‘l
20
20
10 4 10
0o == ‘ ‘ ‘ ‘ 0+ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Temps (heures) Temps (heures)

Figure 195 : Etude de stabilité des sondese? 4 dans le milieu MS @ : 30 mM ; e : 3 mM)

A l'issu de cette étude, nous avons montré quedeses3 et4 étaient stables dans le

milieu de culture minimal utilisé pour les étudesaoissance des souches auxotrophes.

159



2.3.2.4. Utilisation de la sond8 comme précurseur de la leucine

Comme indiqué précédemment, la croissance optipaieni les 3 cconcentrations
testées 0,3 ; 1 et 3 mM) a été obtenue pour uneeotration de 3 mM (courbes en Annexe
11). En présence du plasmide pUC, la souche G10v4xprime le gene TKL1 est bien
capable de se développer mais avec un temps deatjen&0 fois plus élevé qu’en présence
de leucine (Tableau 34). Ceci peut étre expliquépesieurs facteurs : (1) le fait que la sonde
3 est un pauvre substrat de la TK de levure comnm&u¢gére les mesures in vitro de la
vitesse initiale de réaction (2) la cinétique damsformation de I'aldéhyde-hydroxylé par la
cascade réactionnelle vers la leucine (3) un t@msmembranaire peu efficace di au

caractere hydrophobe du groupement R

La souche G1073 n’exprimant aucune TAtk(A AtktB / vecteur vide pSP100) est
capable de se développer mais trés lentement (@=he&ures). Ce résultat inattendu suggére
la présence d’'une ou plusieurs enzymes, distirela K, qui permettraient la conversion de

la sonde3 en acide aminé.

) Temps de génération (G)
Souche Génotype Plasmide pUC '
yp (« high-copy ») Sans Leucine Sonde3
apport (0,3 mM) (3 mM)
G1074 pDRI5 TKL1+) Pas de 6h30 125h
AtktA AtktB Croissance
AleuABCD .
G1073 eu pSP100 Yecteur videy | _Fas de 3h50 700h
Croissance

Tableau 34 : Croissance des souches auxotrophes ptauleucine possédant un plasmide de type pUC
(Annexe 13)

En présence du plasmide pSU (conduisant a utefaidmbre de copies au sein de la
cellule) les temps de génération obtenus sont dmenédre de grandeur qu’avec pour la
souche G1074 (pUC TKL1+) (Tableau 35). Ce réssligpére que le type de plasmide utilisé
semble avoir peu d'influence sur l'efficacité de damplémentation. En revanche nous

n’avons obtenu aucune croissance avec la souchedG19

) Temps de génération (G)
Souche Génotype Plasmide pSU i
yp (« low-copy ») Sans Leucine Sonde3
apport (0,3 mM) (3 mM)
G1983 PGEN37TKL1+ Pas de 4h20 100h
AtktA AtktB croissance
AleuABCD .
G1979 eu pVDM18 (vecteur vide | Hasde Pas de Pas de
croissanceg croissance | croissance

Tableau 35 : Croissance des souches auxotrophes ptaileucine possédant un plasmide de type pSU
(Annexe 13)
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2.3.2.5. Utilisation de la sondd comme précurseur de la méthionine

Comme indiqué précédemment, la croissance optiifpelemi les 3 concentrations
testées 0,3 ; 1 et 3 mM) a été obtenue pour uneeotmation de 3 mM (courbes en Annexe
12). En présence de méthionine (0,3 mM) les southasformées avec un plasmide de type
pUC (Tableau 36) ou de type pSU (Tableau 37) caetitia des temps de génération du
méme ordre de grandeur (environ 4 a 5 heures).ré&sepce des compléments (Aro Shi B6),
la présence ou I'absence de TK semble avoir peulukince sur le temps de génération en

présence de méthionine comme indiqué précédemment.

. Temps de génération (G)
i Plasmide puUC
Souche Génotype - Sans Méthionine Sonde4
(« high-copy »)
apport (0,3 mM) (3 mM)
G1242 pDRI5 TKL1+ Pas de 4h25 7h15
AtktA AtktB croissance
AmetA .
G1241 me pSP100 (vecteur vide) _"2s de 4h40 10h30
croissance

Tableau 36 : Croissance des souches auxotrophes ptauméthionine possédant un plasmide de type pUC
(Annexe 14)

La souche G1242 n'exprimant que la TK est bien lolpde se développer avec un
temps de génération pratiguement du méme ordreaaelgur qu’en présence de méthionine
(ou gu’en présence de l'aldéhydenydroxylé correspondant résultat obtenu précéderme
La croissance est beaucoup plus rapide qu'en présdnla sond8. De facon inattendue, la
souche G1241 n’exprimant aucune TK, est tout de enéapable de se développer en
présence de la sondenéanmoins avec un temps de génération plus lerd acas du

vecteur pSU.

_ Temps de génération (G)
3 Plasmide pSU
Souche Génotype (« low-copy ») Sans Méthionine Sonde4
apport (0,3 mm) (3 mM)
G1984 PGEN377 TKL1+ | -asde 3h45 6h00
AtktA AtktB croissance
AmetA
G1980 me pVDM18 (vecteur vide) | _F2S d€ 5h45 20h15
croissance

Tableau 37 : Croissance des souches auxotrophes ptauméthionine possédant un plasmide de type pSU
(Annexe 14)
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2.3.3. Conclusion
L'utilisation des sonde8 et 4 comme source d’acides aminés a été testée dans des
souches dé&. coli auxotrophes pour la leucine et la méthionine daatilité TK est codée
uniquement par le gene TKL1 de levure (souches &#01G1242).

Les résultats obtenus montrent que les sorddes 4 sont capables de satisfaire aux
besoins nutritionnels en acides aminés des bastéuieotrophes mais a des concentrations 10
fois plus élévées gu’en présence des acides anliaésonde4 permet une croissance trés
proche de celle obtenue en présence de méthiolure que la croissance en présencegde
est moins favorable. Ces résultats sont cohérems ks études vitro montrant que la
sonde4 est un meilleur substrat donneur de la TK que fede@ et avec les étudén vivo
menées en présence des différents intermédiaidiquant toujours une croissance plus
favorable avec les précurseurs de la méthionine.

Cependant les résultats montrent qu’'une complérentpartielle est obtenue en absence
de la TK (souches témoins G1073 et G1241). En cpms&e, la croissance cellulaire
enregistrée dans les souches exprimant la TK deadeave résulte pas de la seule activité de
celle-ci. Aucune autre enzyme a notre connaissariest capable de cliver une unité
hydroxyacétyle. D’autres enzymes sont donc capattlessformer les sonde3 et 4 en

précurseurs des acides aminés leucine et méthionine

2.4. Optimisation du test de sélection en présence dedande 4

Il apparait nécessaire pour I'établissement d'wh de sélection spécifique de la TK
d’inactiver cette voie parallele indépendante deTk. Nous avons donc entrepris de
constituer une banque de mutants d’inactivationipsertion aléatoire d’'un transposon dans
le chromosome de la souche G1149k(A AtktB AmetA et de cribler cette banque en
présence de la sonde L'objectif est de sélectionner un ou des mutgrasr lesquels la
croissance en présence de la schdst annulée ou réduite.et dont la voie indéperddata
TK a été inactivée. La localisation du site d’ingsr du transposon permettra l'identification

eventuelle de la ou des enzyme(s) impliquée(s) @awsie indépendante de la TK.

2.4.1. Création d’'une banque de mutants d’insertion a parr de la souche
G1146

Un transposome est un complexe stable formé engdransposase et un transposon.
Le transposon utilisé possede un géne de résistaniee kanamycine encadré par deux

séquences mosaiques reconnue par la transposgisie (F96).
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ME | ORF1 | Cassette de résistance a la KanamycirieORFZ | ME

Figure 196 : Représentation d’'un transposon
(ME : séquence mosaique ; ORF1 : origine de répich
Ce transposome présente la propriété de pouveirt@nsformé dans une cellule par
électroporation et d’effectuer une insertion al&atdu transposon sur le génome de la cellule
transformée. Cette insertion permet d’'une parttiivation d’'un géne s'il s'insére au niveau

de celui-ci et d’autre part confére une résistantzekanamycine.

Apres transformation de la souche G1146 par laspasome EZ-Tn5™ <KAN-
2>Tnp (Epicentr®) et sélection en présence de kanamycine, noussaMatenu une banque
d’environ 11000 clones résistants a la kanamycune rgpus avons conserve en plaques 384
puits a — 80 °C. Sachant que le génomé&deoli code pour environ 4200 protéines, la taille
de la banque de mutants est susceptible de présantautant d’insertion pour chacun des

genes correspondants.

2.4.2. Criblage de la bangue de clones obtenue par insesti du transposon

2.4.2.1. Etude de croissance de la souche G1146

Dans un premier temps, nous avons cherché a agtimén plagues 96 puits, la
croissance de la souche G1146 en présence de te gdoau de la méthionine afin de
déterminer les conditions optimales de croissaNoels avons fait varier la concentration de

4 et le temps de culture (Figure 197).

ASOOnrn
0,200

0,150 -

0,100 -

0,050

- - =

0,000 : Y :
0 12 24 36 48 60 72
Temps (heures)

Figure 197 : Etude de croissance de la souche G1lgbprésence de la sondeau de méthionine
(o : méthionine 0,3 mM¢ : sans méthionine ; sonde & 0,4 MM ; A0,6 mM ;¢ 0,8 mM ;e 1 mM)

Aprés 72 heures de croissance en microplaquesulieses atteignent une croissance

optimale a partir de 0,8 mM. Nous n'observons pasddférence significative pour les
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concentrations supérieures. Le criblage a done@ésage avec un temps de culture de 72

heures en présence de de la sagh(@®8 mM).

2.4.2.2. Criblage de la bangue en présence de la sénde

La caractérisation de la croissance en présenda stended comme seule source de
méthionine est réalisée apres une phase d’adaptdés clones en milieu minimum en

présence de méthionine (Figure 198).

[snwan Ao [Aa e ] [an e i)
e vael 1 TR : 2 b i ;
> } > )
';\_;_:.:.:__, : SRR N L L) LA LI L)
Banque de mutants d'insertion Adaptation en milieu Criblage en milieu
( dans un milieu LB Kan) MS Glc Aro Shi B6 Kan MS Glc Aro Shi B6 Kan
+ méthionine (0.3 mM) + sonde 4 (0.8 mM)

Figure 198 : Etapes nécessaires au criblage de larflgue de mutants d’insertion de la souche G1146

» Adaptation des cellules au milieu minimum

Dans un premier temps, une étape d’adaptation ldeesau milieu minimum (MS
Glc Aro Shi B6 Kan et méthionine 0,3 mM pour que ¢ellules adaptent leur métabolisme au
milieu minimum (MS) aprés avoir été cultivées etieniriche (LB). Les clones de la banque
ont été répliqués par un ensemencement réaliséogamd’un hérisson et incubés a 37 °C
pendant 72 heures. Le suivi de la croissance eeftgétué par lecture de I'absorbance a 600
nm avec un lecteur de microplaques. La plupartctiases ont poussé dans ces conditions et

atteint des densités satisfaisantes et homogeénes.

» Criblage en présence de la sortle

Nous avons alors réalisé le criblage de la bangueahes en présence de la sofide
Les répliques ont été réalisées par prélevememt piatit volume de culture (5 pL) a partir
des plaques précédentes au moyen d'un pipetmancandtix. En effet, les premieres
répliques réalisées au moyen d’'un hérisson ontuwib@dune croissance tres hétérogene des
clones de la banque, sans doute due a un ensenertdeop faible.

Trois milieux minimum (MS Glc Aro Shi B6 Kanamycihnent été ensemenceés : (1)
un milieu contenant 0,8 mM de sondl€2) un milieu sans source de méthionine (témoin qu
permet d’évaluer la croissance imputable a la p@&sede méthionine dans la culture

transférée lors de I'ensemencement) et (3) un miientenant la méthionine (0,3 mM). La
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croissance des différentes répliques a été reali§de°C sur une peériode de 48 a 72 heures et

suivie par lecture de I'absorbance a 600 nm au mdjin lecteur de microplaque.

» Traitement des résultats

Nous avons corrigé les densités optigues mesuréesésence de la sondepar les
densités optiques mesurées en I'absence de sairoéttiionine.

Dosondezl_corrigée = Dosonde 4 = Dosans méthionine

Pour identifier les clones les moins aptes a cdimarsonde4 en méthionine, nous
avons calculé le rapport X entre la densité optitpreigée en présence de la SoAd® Osonge

4 coriiged €t la densité optique observée en présence deanigte (D Ohethionine 0,3 my)-

X= Dosondezl_corrigée / Dométhionine 0,3 mM

A l'issu du criblage des 11 000 clones, nous awdnrg sélectionné une population de

117 clones présentant un rapport X compris enaed)3.

» Analyse des clones sélectionnés en présence dadas

Parmi les 117 clones sélectionnés, 22 ayant um Xacompris en 0 et 0,10 ont été
testés a nouveau dans les conditions du criblager Icroissance a été évaluée en la
comparant a celle de la souche témoin G1146 etlenlant leur ratio X. Les 22 clones ont
obtenu des valeurs de X comparables a celles ageavec la souche témoin G1146 (X
compris entre 0,40 et 0,90).

L’absence de croissance ou la croissance faildergbe lors du criblage de la banque
est probablement due a des erreurs de pipetagddersnsemencements.

Suite aux premiers résultats obtenus, 48 cloness@uant un ratio X compris entre
0,10 et 0,30) ont été testés a nouveau dans lestioms du criblage. Le test a été répété trois
fois a partir de pré-cultures différentes. Une tamge de clones présentent un ratio X

inférieur a 0,3 de facon reproductible.

2.4.2.3. Conclusion

Nos avons identifié 48 clones auxotrophes pouréthionine délétés en tktA et tktB
(souche G1146AtktA AtktB AmetA) qui transformés par le transposome conduisent en
présence de la sondk a une croissance inférieure a celle obtenue aaesoliche non
transformée par le transposome. Ce résultat estférmmer en présence de ces mémes clones

transformeés par le plasmide exprimant TKL1 de levifous pourrons voir alors si le bruit de

165



fond observé précédemment est notablement réduneustant. L'analyse par séquencage
du génome des clones transformés par le transposom® renseignera alors sur la ou les

enzymes responsables de la conversion de la domal@cide aminé.

3. Création des banques de TK mutées

Nous cherchons a élargir le champ d’applicatiotad@action catalysée par la TK qui
est limité a I'obtention du motif cétosedbréo (3S, 4R). Dans ce but, la modification de la
spécificité de substrat de la TK passe par la nuadibn du géne TKL1 codant pour cette
enzyme. Le laboratoire s'intéresse particulieremeendd TK deSaccharomyces cerevisiae
ayant participé a I'étude du site actif de cetteyere en collaboration avec le Pr. Schneider
de I'Institut Karolinska (Stockholm). Cette soue TK était la seule dont la structure 3D et

la spécificité de substrat étaient connues.

Nos objectifs visent a modifier la spécificité sigbstrat de la TK pour accéder a des

motifs inaccessibles avec I'enzyme sauvage :

- motif cétoses lerythra Il s’agit de modifier, dans ce cas, I'énantiosélaté vis-a-

vis du substrat accepteur.

- motif aldoses Ohréo. Il s’agit de modifier la spécificité de la TK viésvis du
substrat donneur pour qu’un groupement formyletsaitsféré a la place d’'un  groupement
hydroxyacétyle

bY

Pour parvenir a ces objectifs nous avons envisdigéiliser une méthode de
mutagenése « semi-rationnelle » basée sur la cssamaie du site actif de la TK. Les banques
obtenues seront introduites dans des souches eldisglet criblées en présence des sondes

préparées précédemment présentant le métiifses Lerythro et aldose Dthréo.

0 R, R

ol
I

Cétose L-érythro R4=CH,0OH; R,=OH; R3=H : sélection de TK capables d'inverser I'énantiosélectivité
Aldose D-thréo  R4=H; Ry=H; R3=OH : sélection de TK capablesde transférer un groupement formyle

Figure 199 : Sondes utilisées pour la sélection déK mutées
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Ainsi, une TK mutée reconnaissant le motif cétos&ythro ou aldose Dhréo des
sondes pourrait étre capable de créer ces motifprésence des substrats donneurs et
accepteurs que nous souhaitons utiliser dans usybthétique en raison de la réversibilité de

la réaction catalysée par la TK (Figure 200).

D-R-5-P D-S-7-P

O R
)L \55 \TK/ Re &
0. N
/ Rs Test de criblage ou sélection \>\R

)L \>\\ Utilisation en synthése Ry Rs
Ry / z Rs / TK\ 0 O\)\R
5
co; R1)]\COOH

Figure 200 : Réversibilité de la réaction catalysépar la TK

Dans le cadre de cette thése nous nous sommekéattdans un premier temps a la
modification de I'énantiosélectivité. Dans ce bwus avons construit une banque de TK

mutées selon une méthode de mutagenése « senmret@®» au niveau du site actif.

3.1. Stratégie

D’apreés la structure 3D de la TKL1 de levure, nausns pu définir une séquence qui
d’apres les interactions entre I'enzyme est sorstsabpourrait permettre d’obtenir des TK

mutées capables d’'inverser I'énantiosélectivité.

Nous avons choisi une zone encadrant le résid383uEn effet, au niveau du site
actif de l'enzyme, ce résidu se trouve a l'opposé résidu Asp477, qui contrble
I'énantiosélectivité vis-a-vis du CR) de I'aldéhyde ou du carbone R) (du cétose. Dans la
figure ci-dessous nous avons placé I'épimére dwlDlese-5-phosphate dont le C4 eS}. (
Nous observons que le groupe hydroxyle pointe Varghaine latérale de la leucine.
L’interaction pourrait étre favorisée par une migtatfaisant intervenir une chaine latérale

chargée comme celle d’'un résidu Glu (Figure 201).

Nous avons ensuite introduits des mutations alést@iur une séquence d’une taille de
13 acides aminés centrée sur le résidu Leu383égaemnce sélectionnée va du résidu lle377
au résidu Thr389 (c’est-a-dire de la base 1130base 1167 du gene) :

11377 — Gly378 — Gly379 — Ser380 — Ala381 — Asp3&2u383— Thr384 — Pro385 — Ser386 — Asn387 — Leu388 38%r
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PRO 374

GLU 375

GLN372
ASN 371 , -

|-

A

Figure 201 : Vue du site actif en présence de I'épere du D-xylulose-5-phosphate C4 (S) : résidus L883
et Asp477 a I'opposé I'un de l'autre (en vert bouel contenant la séquenced’intérét centrée sur Leu3B3

En effet, une séquence de l'ordre d’'une quinzaaerésidus permet, d’'une part,
d’obtenir une banque de mutants dont la taillecestpatible avec le protocole de sélection, et

d’autre part, de limiter les modifications de leusture tridimensionnelle de I'enzyme.

Pour introduire les mutations nécessaires, nousnsavchoisi une meéthode de
mutagenése semi-aléatoire basée sur I'utilisat®r dassettes dégénérées ». Cette méthode
permet d’introduire des mutations aléatoires sur cwurte séquence ciblée au niveau du site
actif de la protéine. Cette stratégie est, d'api@salyse de la littérature, souvent utilisée

lorsque I'on souhaite modifier la spécifité de grditsd’'une enzyme.
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3.2. Création de la banque de TK mutées destinées a imger

I’énantiosélectivité

3.2.1. Stratégie utilisée

Les différentes étapes permettant la constructies lmhnques de TK mutées sont
indiquées ci-dessous. Il est nécessaire tout dialger construire le vecteur plasmidique
présentant les sites de restriction appropriés plmner les inserts contenant les séquences
mutées (« cassettes dégénérées ») qui conduirant banques de TK mutées aprés
transformation dans la soucheklecoliappropriée (Figure 202).

Géne sur lequel les
mutations vontétre Kan®
rélisées

Digestion par Enzymes de
Restriction R1 et R2

Ligation d'une cassette T formati
de resistance et :dectlon_ souche

Q Création des
sites de restriction . .
. Plasmide —— T produisant
Plasmide > R1 R2 le plasmide modifié
A —
R
R AmpR 1000pb Amp
'AmpR Amp’
R;=Xhol R, =Xbal
Kan®
R 2 R1 R2
Digestion par Enzymes de Ligation de linsert
Restriction R1 et R2 w“ﬁzg";:‘z f:esse'ﬂ Banque de bactéries
- Plasmide _9_> exprimant
R1 R2 les TK mutées
Amp? R
P Amp Cassette

dégénérée (39pb)

Figure 202 : Etapes conduisant a la construction gebanques de TK mutées

> Obtention de sites de restriction uniques par maoies silencieuses

Pour pouvoir introduire les inserts dans la positijue nous souhaitons au niveau du
gene, il est nécessaire de créer des sites detiestitout en s’assurant que la création de ces

sites ne modifie pas la séquence protéique de la TK

L’équipe du Génoscope a introduit 3 mutationsnsileuses sur le gene. Ces trois
mutations silencieuses (base 1097 : T muté end3e 182 : T muté en C; base 1185: T
muté en A) ont permis de créer deux sites de céisini Xhol et Xbal uniques situés de
chaque coté de la séquence que nous voulons meteaite Xhol se trouve en amont de la

séquence et le site Xbal se trouve en aval dejlaesee.

> Obtention des cassettes dégénérées

Nous avons envisagé de construire deux banqueasettes dégénérées a partir de
deux types de séquences (comportant les 13 résitlés) qui different par le codon qui

correspond a Leu 383 dans la séquence sauvage .
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(1) l'une (Leu 383) comporte a la place du codoATdu résidu Leu383 un codon
CTG codant toujours pour Leu mais limitant I'appan de codons stop

(2) l'autre (Glu383) comporte a la place du coddm un codon GAA qui correspond
a un Glu (pour les raisons évoquées ci-dessusratgitra aussi de favoriser I'apparition de
codant correspondant a des résidus chargés

Les inserts comportant les séquences dégénérkessaetux sites de restriction Xhol et
Xbal ont été obtenus a partir d'une banque doligiétides dopés synthétisés par la société

MWG (85 % de la base correcte et 5 % de chacun&aissautres bases)

> Ligation et transformation

Les deux banques d’inserts comportant les casseégenerées ont été clonées dans
des plasmides. La premiére étape consiste a effeahe digestion par les enzymes Xhol et
Xbal du plasmide TKL1/Kdh afin d’exciser le géne de résistance & la kanameypiour
pouvoir le remplacer par les inserts.

L'étape de ligation a été réalisee en utlisant rapport de concentration
insert/plasmide de l'ordre de 7. Les plasmides et Inserts ont été dosés par
spectrophotométrie a 260 nm afin de contrdler cepastions. Aprés transformation et
sélection en présence de kanamycine, nous avormsnwbtieux banques de 10 000

transformants (clones contenant le plasmide aydégié une cassette dégénérée).

3.2.2. Analyse des mutations

> Analyse des taux de mutations

Pour chacune des deux banques (centrées sur Let®8383), un séquencage a été
réalisé sur un échantillon de cent clones aprésliiwapon par RCA (rolling-circle
amplification). Cette analyse a permis de mettreé@dence un taux de 50 % de plasmide
n‘ayant pas intégré de cassette. Ce taux un petrisup a celui qui est normalement obtenu
(20 %) peut provenir de la structure du plasmidesfea-dire des sites de restriction choisis)
ou des conditions de ligation.

A partir de 40 séquences des plasmides ayantrintdge cassette dégénérée dans
chacune des deux banques (Leu383 et Glu383) noaossar€alisé une analyse des
pourcentages de mutation obtenus au niveau degizesée nucléotidique (Tableau 38 et
Tableau 39) et de la séquence protéique (Tableat #a@bleau 41). Le but est de comparer
les résultats expériementaux aux résultats théesigalculés d’aprés les conditions utilisées
pour créer les séquences dégénérées soit 15 %tdaans par base.
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Séquence
« sauvage »

% de

) 14116 |14 | 9 |12 (19|16 | 7 |19 |14 |26 |19 |16 |23 |19 |14 | 5 |16 | 23 | 23
mutation

Séquence

«sauvage»GACACCTTCTAACTTGACC

% de

mutation 21 |14 (35| 9 |30(33|14| 9 |28|12|26|19 (28| 5 |14 |16 | 14| 30| 19

Tableau 38 : Taux de mutation par base de la cassetdégénérée (banque Leu383)

Séquence
« sauvage »

% de

mutation 12 (20|17 32 (12|27 |10 (15| 15|17 {24 | 10| 17 |29 |27 | 17 | 27 | 10 | 20 | 27

Séquence

«sauvage»GACACCTTCTAACTTGACC

% de

mutation 17 (20| 15|22 (17 |27 | 7 |17 |20 |12 {24 |29 |12 | 5 |10 |27 |20 | 32| 10

Tableau 39 : Taux de mutation par base de la cassetdégénérée (banque Glu383)

Pour les deux banques analysées Leu383 et Glug83mbyennes des taux de
mutation par base sont respectivement de 17,9,@t%j7résultat tres proche de celui attendu

montrant I'efficacité de la méthode.

Résidu « Sauvage » lle Gly Gly |Ser Ala Asp Leu Thr Pro Ser | Asn Leu Thr

% mutation 33 20 25 43 40 25 33 40 48 38 45 30 38

Tableau 40 : Taux de mutation par résidu de la caste dégénérée de la banque Leu383

Résidu « Sauvage » lle Gly Gly |Ser Ala Asp Glu Thr Pro Ser | Asn Leu Thr

% mutation 33 43 23 38 38 43 48 30 40 38 50 25 45

Tableau 41 : Taux de mutation par résidu de la cas$te dégénérée (banque Glu383)

L’analyse des mutations introduites au niveau si&guences protéiques des deux
banques va nous permettre d’estimer si le taux wlation introduit n’est pas trop élevé. En
effet, il est nécessaire que le nombre de résidugsme soit pas trop €levé afin de limiter les
modifications structurales des TK qui pourraien¢ &géfastes pour I'activité de I'enzyme.

Les moyennes des taux de mutations pour chaqidurgsnt de 35 et 38 % pour les
banques Leu383 et Glu383 respectivement, ce quésmond a une moyenne de 4,6 et 5,1
résidus mutes par séquence.

Compte tenu de I'analyse de la littérature etebekrience du laboratoire, ces taux de

mutation sont compatibles au maintien de I'actidéd’enzyme.
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> Analyse du type de mutations introduites au niviala séquence protéique

Sequencelinitiale Ileé77 GI)%78 GI)%79 86?380 Alagm As;l)3382 Lellj-383 ThrT384 Pr:385 86?386 Asr’:lBS? LelIJ-388 Thr-ir’,89
0 1 0 0 2 0 0 3 1 0 0 0
0 1 3 0 0 0 2 4 3 0 0 0 0
1 0 0 0 0 2 0 0 0 0 - 0 0
0 3 1 0 4 - 0 0 0 0 4 0 0
2 1 5 2 0 0 0 0 0 1 0 0 2
0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0
0 0 0 0 1 3 0 2 0 1 0 0 0
0 _ 0 2 0 0 0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 0 0 1 0 2 0 2 0 0
0 0 1 0 0 2 5 1 0 1 0 4
0 0 0 1 0 0 - 0 2 0 0 - 0
0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0
2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
2 0 0 4 0 0 1 0 0 4 0 4 0
0 0 0 3 2 0 3 0 1 0 0 0
2 1 0 - 1 0 0 3 !- 3 2 8
3 0 0 3 3 0 0 - 2 1 3 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
0 0 0 2 1 2 0 0 1 5 3 0 1
1 1 1 0 2 0 2 1 1 0 0 1 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 3 0
Saf]g:;/‘:“éf;s a1 a2 a2 a a2 a2 a a2 a2 a a a a1 533
Nbre d'acides
aminés non 28 33 31 24 25 31 28 25 22 26 23 29 26 351
mutés:

Tableau 42 : Analyse des mutations présentes susleéquences protéiques de 13 résidus (banque Leu)383
(échantillon de 40 séguences mutées)

Séquence A S N L T
initiale le377  Gly378 Gly379 Ser380 Ala381 Asp382 Glu383 Thr384 Pro385 Ser386 Asn387 Leu3ss Thr3s
0 0 4 1 2 3 2 2 3 0 0 2
0 6 1 0 0 0 0 2 6 0 3 0 1
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 - 0 3
0 2 0 1 3 - 2 0 1 0 1 0 0
0 3 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 1 2 - 0 0 0 0 0 0
0 _ 0 1 4 3 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 4 1 0 0 0 2 0 0
0 0 0 1 0 0 1 0 0 2 0 6

1 0 0 0 0 0 1 0 4 0 0 - 0
0 0 0 0 1 0 3 1 0 0 2 0 0
2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1
1 0 0 1 0 1 0 0 0 6 0 6 1
0 0 0 3 2 0 0 3 1 0 0 3
2 2 3 - 1 1 0 1 —- 2 0 3
3 0 0 2 1 0 0 - 1 3 5 0
0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2 0
0 0 0 6 1 1 0 0 0 2 2 2 0
2 3 3 0 4 3 5 0 1 0 0 0 0
0 2 0 1 0 1 2 0 0 0 0 0 0

Sailll‘;""éceess 2 a 2 2 a a4 a 2 2 2 a2 2 2 546

Nb d’acides

aminés non 28 23 31 27 26 23 21 30 24 26 22 31 22 334

mutés

Tableau 43 : Analyse des mutations présentes susleéquences protéiques de 13 résidus (banque GIiBB8
(échantillon de 40 séguences mutées)
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Pour chacune des deux banques (Leu383 et Glu388% mawons analysé par
séquencage d’'un échantillon de 40 séquences dégdndées mutations obtenues au niveau
des 13 résidus de la séquence que nous avons (llaléeau 42 et Tableau 43).

La colonne de gauche (en vert) indique les 20 acaieinés, la premiere ligne (en
jaune) les résidus présents dans la séquenceleanifial'intersection des lignes et des
colonnes, sont indiquées le nombre de séquencssmadt le résidu considéré (en rouge).

Nous constatons que les résidus présents dansglersee initiale sont les plus
conserves (cases grisées) compte-tenu des corsdilidisées pour créer la dégénérescence

(taux de mutations de 35 a 38 % au niveau de laeseg protéique).

Cette observation concerne notamment Leu383 eB83liet aussi tous les autres
résidus. On note également que les mutations iitex] concernent certains acides aminés
plus que d’autres (colonne en bleu) ce qui estaamord avec le code génétique (nombre

variable de codons possibles pour un méme acideéami

» Transformation des banques dans une souche niaaptipas la TK (G91)

Nous avons réalisé un premier criblage des deuxgusmnlLeu 383 et Glu 383 pour
étudier l'activité des TK mutédsa vivo en présence des substrats naturels. Pour cela, nou
avons transformé les banques dans la souche GAfeyrime aucune activité TKIEA et
tktB deE. coli délétéskt qui est donc incapable de se développer enumti@imum (la TK
étant indispensable a la croissance de la celldelis avons obtenu 10 000 transformants
pour chaque banque (d’aprés une numération sue st Petri réalisée a partir d’'un
prélevement de la banque étalé en milieu LB).

Apres culture sur milieu minimum gélosé en préseateglucose, 50 clones sont aptes
a se développer dans le cas de la banque Leu B83(aéquencage on note la présence de
Leu383 pour 48 clones) et 6 clones seulement dabanque Glu383 (aprés séquencage on
note la présence en position 383 de 2 résidus Rawsidus Glu et 2 deux résidus GIn)
(Annexes 5 et 6).

La majorité des transformants exprimant les TK musdues des deux banques, sont
donc incapables de croitre. Ces résultats indiggeatia séquence qui a été choisie au niveau
du site actif a une forte influence sur l'activilé la TKin vivo. Les mutations générées
entrainent des modifications du site actif qui pdrént le mécanisme catalytique de I'enzyme

et/ou son énantiosélectivité.
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D’aprés lI'analyse des clones ayant la capacitéraliére, la présence de Leu 383 pour

48 d’entre eux semble montrer que ce résidu estssaae a l'activité de la TK.

De plus, I'étude des séquences des TK des 50 chimés banque Leu383 a montré
gue les 13 résidus de la cassette ne présentaiemérhe permissivité de mutation. En effet,
parmi les 50 clones, le nombre de mutants pourésidu donné est compris entre 0O et 23.
Pour exemples, le résidu Pro385 est substitué paautre résidu pour 23 clones (dont 9
présentent un résidu Thr385) et le résidu Asp38présent chez les 50 clones.

3.2.3. Conclusion

Nous avons construit deux banques de TK mutéeartdr pl'une séquence de 13
résidus centrés sur Leu383 choisis d’'aprés la tstreicdu site actif. Pour I'une des deux
banques la séquence initiale comporte le résid@&2et pour I'autre celui-ci a été remplacé
par un Glu. En effet dans le site actif Glu383 reente a 'opposé de Asp477, qui contrdle
I'énantiosélectivité vis-a-vis du CR) de I'aldéhyde accepteur ou du carbon&ydu cétose,
substrat donneur. L'interaction des groupes hydesxyportés par les carbones de
configuration opposéeS| pourrait étre favorisée par une mutation faisabervenir une

chaine latérale chargée comme un Glu en positi@n 38

A lissu du criblage des deux banques dans la sodehG79 qui n'exprime aucune
activité TK ¢ktA et tktB deE. coli délétés) et en milieu de culture minimum, la miggodes
transformants exprimant les TK mutés issues des danques, sont incapables de croitre. La
séquence choisie au niveau du site actif a dondnflbence notable sur I'activité de la TK et

peut-étre sur I'énantiosélectivite.

L’étape suivante consistera a transformer ces deamques dans les souches
auxotrophes pour la méthionine (délétéedleA et tktB) et a les tester en présence de la
sonde cétose-Erythro7 (lorsque le test de sélection sera optimisé) dmmbhfiguration est
inversée au niveau du C4 (correspondant a I'énsdlgotivité de la TK) par rapport au motif

naturel (cétose Bhréo).

Dans l'objectif de trouver des TK mutées capablestmnsférer un groupement
formyle, une stratégie analogue sera envisagéequéar les banques a partir d'une séquence
judicieusement choisie au niveau du site actifsébection dans ce cas sera réalisée avec la

sonde aldose Erréo portant un groupement formyle et précurseur dedthionine.
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Conclusion et perspectives
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Ces travaux destinés au développement d’un teséldetion de TK comportent deux
aspects : une partie dédiée a la synthése des ss@tdene autre consacrée a des études
enzymatiques et biologiques.

Les sondes que nous avons synthétisées ont ungtuséruoriginale puisqu’elles
présentent a la fois un motif cétosetiveo (1, 2, 3, 4, 5) ou L-érythro (6, 7) ou aldose D-
thréo (8) et un groupement Rqui correspond a la chaine latérale d'un acidenéamies
sondes3, 4, 6, 7 et 8 n'ont pas été décrites dans la littérature (lesiesB et 9 sous forme
protégée). Pour chaque composé nous avons comifi@Eertes voies de synthése soit en
pésence d’enzymes catalysant la formation stérdgpéxde liaison C-C (TK, aldolases) soit
par voie chimique (organocatalyse, Sharpless) déndéterminer les stratégies les plus

performantes.

Pour l'obtention du motif cétose bréo, les enzymes ont été privilegiées (TK,
aldolase). La réaction catalysée par la TK requded aldéhydea-hydroxylés (racémiques
et/ou énantiopurs) que nous avons synthétisés desc rendements satisfaisants. Les
syntheses catalysées par la TK ont conduit auxses8loR, = CHg), 3 (R4 = CH,-CH(CHg)o)
et4 (Rs = CH-CH,-S-CHs). Seule la sonde son@eR, = CH(CHg), n'a pas été préparée en
raison sans doute de I'encombrement stérique prdeha fonction aldéhyde du substrat. Ces
résultats nous permettent de prévoir que seloédetion inverse (utilisée dans le cadre du test
de sélection) les cétosestBréol, 3, 4 seront des substrats donneurs pour la TK. De facon
optimiser les rendements de synthése nous avorlemga envisagé d’obtenir ces composés
avec des aldolases FDPA et FSA qui conduisent ausshotif cétose Dhréa La FSA
récemment utilisée au laboratoire a permis d’aacéde sonde§, 3, 4 et5 avec les meilleurs
rendements par rapport a la TK et a la FDPA. L'éaga majeur de la FSA produite au
laboratoire et récemment utilisée en synthése 'astiger la DHA comme substrat donneur
qui est commercial et peu couteux par rapport BHEAP. Cette étude constitue donc une
premiere approche du potentiel synthétique de R di@t la spécificité de substrat est encore

peu connue.

Les sondes cétosesékythro 6 (Ry = CH(CHg),) et 7 (Rs = CH,-CH,SCH) ont été
obtenues selon une réaction d’aldolisation en peEsele L-proline comme catalyseur. La
voie de synthése du composést originale car cette stratégie n'a pas étéitééarce jour
pour préparer des composés comportant un hétéreatas rendements restent cependant a
optimiser. Pour accéder au motif aldosahiB2o, deux stratégies ont été développées l'une
chimique (Sharpless) et l'autre chimioenzymatiquesée sur la coupure oxydante de la
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liaison G-C; du ceétoseD-thréo utilisé comme précurseur chiral. Seule, la so®déR, =
CH(CHg),) a été obtenue selon ces deux stratégies. L&giathimioenzymatique pourrait
étre adaptée a la synthése de I'aldogtre (Ry= CH,-CH,SCH) a partir du cétosB-thréo
4.

Les études cinétiques réaliséesvitro par LC-MS montrent que les 4 sondes cétose D-
thréo sont des nouveaux substrats donneurs de la TEwilied. Le composg (Rs= CHg) est
le meilleur substrat, vient ensuite le compégR,= CH,-CH,SCH;) puis le compos8 (Rs=
CH2-CH(CHg),, et enfin le composB (R;= CH,OH-CHs). Les composé3 et4 ont été choisis
pour le développement du test de sélection. Bienlgugomposé soit le meilleur substrat, il

est difficile d’obtenir des souches auxotrophesr pawaline.

bY

Afin de valider le test a partir des sond@set 4 de nouvelles souches decoli
auxotrophes et capables d’exprimer la TK de levikel uniguement (les gendka ettkb de
E.coli sont délétées) ont été construites. Les étuddséeéain vivo en présence des
intermédiaires (aldéhydes-hydroxylés, acidea—hydroxylés, acides—cétoniques) proposés
pour la transformation des composst 4 en acides aminés permettent tous de compléter

'auxotrophie des cellules hétes. Ces résultatsleat le schéma séquentiel (Figure 204).

R R
2/// Ry Oxydation 2//, Rs Oxydation 0 Transamination ¥
)L \/< TK R HO R HO R Croissance
_— ‘ 4 —— 4 4 :3 des cellules
o o o

Aldéhyde Acide Acide
a-hydroxylé a-hydroxylé a-cétonique

L-Acide aminé

Cétose D-thréo R; =CH,0OH R, =OH R3=H L-Leucine = CH,-CH(CH3),
Cétose L-érythro Ry =CH,OH R;=H R3=OH L- Méthionine RA CH,-CH,SCH3
Aldose D-thréo R; =H R, =OH R3=H

Figure 204 : Conversion des sondesed 4en leucine et méthionine

Les sonde8 et4 conduisent a la croissance des souches auxotrapbeges taux de
croissance plus favorables avec la sofgeécurseur de la méthionine. Ces résultats sont en
adéquation avec ceux obtenurs vivo en présence des intermédiaires et aussvitro.
Cependant la croissance cellulaire enregistrée gansouches exprimant la TK de levure ne
résulte pas de la seule activité de celle-ci. D&siEnzymes sont donc capables de catalyser
une voie différente de celle envisagée pour accéuder acides aminés. Pour mieux
comprendre cette voie alternative, une banque dantsud’inactivation a été construite par
insertion aléatoire d’'un transposon dans le chramesd'une souche de. coli délétée en
transcétolase et auxotrophe pour la méthioninge®atnque a été criblée sur le critere de la
croissance en présence de la sodddNous avons identifié 48 clones conduisant a une
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croissance inférieure a celle obtenue avec la gonoh transformée par le transposome. Ce
résultat est a confirmer en présence des souchésawdi exprimant TKL1 de levure afin de
déterminer si le bruit de fond observé précédemraprmirésence déest notablement réduit

Ou inexistant.

L’objectif final est d'utiliser ce test basé suawxotrophie pour sélectionner des TK
mutées dont la spécificité de substrat est modifiéeus nous sommes focalisés dans un
premier temps sur l'inversion de I'énantioséletéiven construisant des banques de TK
mutées de fagcon semi aléatoire a partir d’'une segude 13 résidus identifiée au niveau du
site actif. Cette séquence est centrée sur LeuBB2gj a I'opposé de Asp4d77 dans le site
actif, qui contréle I'énantiosélectivité. A l'issdu criblage des deux banques (10 000
transformants chacunes) dans une souche qui nfegpaucune activité TK (nécessaire a la
croissance) et en milieu de culture minimum, laan#g des transformants sont incapables de
croitre. La séquence choisie au niveau du sité actonc une influence notable sur 'activité
de la TK. Au sein de ces banques, il existe dorscadamdidats potentiellement intéressants
pour l'inversion de I'énantiosélectivité. Pour Vi cela, ces banques de TK mutées seront
transformées dans les souches auxotrophes powgthaamine avec la sonde cétoseythro

7 (quand le test de sélection sera optimisé

Ce travail constitue une premiere approche derédéglie de sélection envisagée et les

perspectives de ce travail sont nombreuses :

- l'aspect a approfondir en priorité est lidem#tion de la ou des enzymes
responsables de la conversion des sondes cétts@den acides aminés sans lintervention
de la TK ce qui est intéressant sur le plan fondgdaaheEn effet pour obtenir le motif acide
aminé (2 carbones) a partir des sondes que nouss aancues comportant un motif a 4
carbones, il est nécessaire de cliver une uniteux carbones. La transformation de la
banque de mutants d’inactivation par insertiontaiéad’'un transposon dans la soucheede
coli exprimant la TK nous renseignera sur la natureete ou de ces enzyme(s) et pourrait

nous permettre d’éliminer ou de réduire le bruifatel observe.

- quand nous aurons déterminé les conditions lles favorables pour rendre le test
spécifiqgue de la TK, nous pourrons insérer les basgde TK mutées dans les souches
appropriées. Dans ce but nous construirons surate lle la stratégie développée pour

bY

inversion de I'énantiosélectivité une banque d& Tutées destinées a transférer un
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groupement formyle. Les banques seront alors @sbbvec les sondes présentant le motif

adapté aux propriétés recherchées (motif cétosg/hroou aldose Dthréo)

L'objectif final est bien sOr d'obtenir selon cett&ratégie originale des TK mutées
capables de reconnaitre des aldéhyaidydroxylés de configuration inverse par rapport a
'enzyme sauvage ou encore capable de transférgraupement formyle pour accéder a la

série des cétosesdrythroet des aldoses.
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Partie expérimentale
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SYNTHESE ORGANIQUE
Matériel

Chromatographie

L’avancement des réactions est suivi par analgsentatographique sur couche mince
(CCM) en utilisant des plaques d’aluminium recoteete silice (Merck DC Gel de silice
60F:5,) et des systémes d’éluant appropriés (dichloro&thianéthanol ; cyclohexane / acétate
d’éthyle ; pentane / éther ; isopropanol / eaus CEM sont révélées par exposition sous UV
et par l'utilisation de révélateurs spécifiques anfline, KMnO4, Molybdate Cérique,
Ninhydrine ou 4.

Les produits sont généralement purifiés par catachimtomatographique en utilisant un
gel de silice éclair (Merék Gel de silice 40-63 pum) et un systéme d'éluantramig
(déterminé par CCM). La hauteur standard des cel®mealisées est de l'ordre de 15

centimetres et le diamétre est choisi en fonctetiethelle de la purification réalisée.

Analyses spectroscopigues

Les pouvoirs rotatoires sont déterminés avec Uariptetre Jasco DIP 370 a 25°C
pour la raie D du sodiunk (= 589 nm). La concentration ¢ (en %) est expri@gramme

par décilitre.

Les spectres RMN sont enregistrés sur I'appaneik& AC 400 (400 MHz erH et
100 MHZ en**C). Les déplacements chimiques sont exprimés dieear million (ppm) par
rapport au solvant deutéré dans lequel le specité eealisé. La numérotation des carbones et
des protons des molécules ne correspond pas tsugola nomenclature et est attribuée de

fagcon arbitraire. Les abréviations utilisées patorite les signaux sont :

- s:singulet

- se:singulet élargi

- d: doublet

- dd: doublet dédoublé

- ddd : doublet dédoublé dédoublé
- t:triplet

- td: triplet dédoublé

m : multiplet

Les spectres de masse ont été réalisés sur uredmmatype Micromass Q-TOF micro

eéquipé d’'une source d’ionisation elecrospray (ESI)
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Méthodes

Synthese du (8,4R)-1,3,4-trihydroxypentan-2-one (5-déoxy-D-xylulosel

Formule Brute : CzH,0,
Masse moléculaire : 134,13

Méthode 1 (TK)

Le D,L-lactaldéhyde diméthyl acétth (1 g ; 8 mmol) est solubilisé dans 27 mL d’eau
distillée. Aprés avoir ajouté 13 mL de résine DovE@WX8 H" (200-400 mesh), le milieu
réactionnel est laissé sous agitation pendant uiteAprés hydrolyse de I'acétal, la résine est
éliminée par filtration sur fritté. Au filtrat ain®btenu sont ajoutés 19 mg (0,04 mmol) de
thiamine pyrophosphate, 44mg (0,22 mmol) de MgE€IHO et 830mg d’hydroxypyruvate
de lithium10 (HPA) (pur a 62% ; 5 mmol). Le pH est ajusté & par ajout de NaOH 1N. Le
milieu réactionnel est maintenu a pH 7,5 au moyem ¢gHstat (ajout de HCI 0,5N). La
réaction est initice par ajout de 30 unités destrétolase deS. cerevisiag(sous forme
d’extrait liquide brut). La réaction est suivi pgosage du HPA (dosage enzymatique par la

lactate dehydrogénase) et par CCM.

Aprés consommation totale du HPA, 3 volumes de Mesdnt ajoutés au milieu
réactionnel avant de centrifuger & 8000 toursinpendant 15 minutes. Le surnageant est
filtré, puis évaporé sous pression réduite. Lediésbtenu est purifié par chromatographie sur
gel de silice éclair (dichlorométhane / méthan®l/ 1). Une deuxieme purification est
effectuée par chromatographie sur gel de silicaigfdyclohexane / acétate d’'éthyle : 4 / 6).
Le 5-déoxy-D-xylulosel (164 mg ; 1,22 mmol) est obtenu sous forme d’unelvisqueuse

avec un rendement de 31 %.

Méthode 2 (FDPA)

Une solution aqueuse de DHAB & 40 mM (1,9 mmol — 45 mL) tamponnée a pH 7,5
(triéthanolamine 50 mM) est ajoutée lentement asotetion d’acétaldéhyde (209 mg ; 4,74
mmol) dans le DMF (2 mL). Le pH est contrélé etstgua pH 7,5 par NaOH 3N. La réaction
est initiée par ajout de 300 unités de RAMA (la RAM été centrifugée, puis solubilisée
dans du tampon TEA 100 mM pH 7,5). Le milieu ré&autiel est laissé sous agitation, a

température ambiante, sous atmosphere inerte.
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Aprés consommation totale du DHAP (dosage enzymetpar laa-GPDH), le pH du
milieu réactionnel est ajusté a 4,8 et 250 mg desphatase acide (100 unités) sont ajoutés.
L’hydrolyse du phosphate est achevée au bout deeRdes (suivi par RMN di&'P). Trois
volumes de MeOH sont ajoutés au milieu réactioamaht de centrifuger a 8000 tours.thin
pendant 15 minutes Le surnageant est filtré, puép@é sous pression réduite. Le résidu
obtenu est purifié par chromatographie sur gelilde fclair (cyclohexane / acétate d’éthyle :
4 | 6). Le 5-déoxy-D-xylulosd. (43 mg ; 0,32 mmol) est obtenu sous forme d’'uniehu

visqueuse avec un rendement de 17 %.

Méthode 3 (FSA)

A 660 mg (15 mmol) d’acétaldehyde, on ajoute 1Q0dieau distillée. Le pH de la
solution obtenue est ajusté a 7,6 par ajout dees8Md On ajoute ensuite 450 mg (5 mmol) de
dihydroxyacétone et le pH est & nouveau ajust®.aLd, réaction est initiée par ajout de 250
unités de FSA mutée A129S (sous forme d’extrait byophilis€). On laisse sous agitation
douce pendant une nuit. La réaction est suivieQ@a (dichlorométhane/ méthanol : 85/ 15
+ acide acétique 1%).

Aprés consommation totale du HPA, 3 volumes de Mesdnt ajoutés au milieu
réactionnel avant de centrifuger & 8000 tours’npendant 15 minutes. Le surnageant est
filtré, puis évaporé sous pression réduite. Lediésbtenu est purifié par chromatographie sur
gel de silice éclair (dichlorométhane / méthar@b / 5). Le 5-déoxy-D-xylulosg (660 mg ;
3,53 mmol) est obtenu sous forme d’une huile visgaeavec un rendement de 71 %.

CCM : Rf (dichlorométhane / méthanol : 9 / 1) = 0,27n{llane)

RMN *H (400 MHz, CQOD) 8: 1,23 (3H ; d ; sli= 6,4 Hz ; H) ; 4,05 (1H ; s ; B ; 4,09
(1H,d,J:64HZ,B,4,53(1H,d,J:192,H1a),4’43 (1H ;\H'—,' 19,4,H1b)

RMN 3C (100 MHz, CROD) 3 : 20,14 (G) ; 68,54 (G) : 70,21 (G) ; 81,1 (Q) : 214,08
(C)

HRMS: m/z : (M+NaJ théorique : 157,0477 ; mesuré : 157,0467 (compbséna par la
meéthode 1)
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Synthese du (8,4R)-1,3,4-trihydroxy-5-methylhexan-2-one 2

O OH

OH s

Formule Brute : C;H4404
Masse moléculaire : 162,18

A 1g (4,8 mmol) du compos& sont ajoutés 15 mL de THF et 5 mL de HCI 1M. On
laisse sous agitation a 50 °C pendant 20 heures2dation est suivie par CCM (cyclohexane
| acétate d’éthyle : 8 / 2 ; vanilline). Une foe Héaction terminée, 2,4 mL de DMF sont
ajoutés et le THF est évaporé sous pression réduatsolution d’aldéhyd@4 ainsi obtenue
est ajustée a pH 7 par ajout d’'une solution de N&DHet de I'eau distillée est ajoutée
jusqu’a un volume de 15 mL. Une solution de 5 miteoant du HPALO (465 mg ; 2,9
mmol ; pur a 68 %), du MgebH,O (14,6 mg ; 71 pumol) et du pyrophosphate de tmami
(2,2 mg ; 4,8 umol) est ensuite ajoutée. Aprésédéange des deux solutions, le pH est ajusté
a 7 par ajout d'une solution de NaOH 6N, puis kctidn est initiée par ajout de 20 unités de
transcétolase d8. cerevisiagsous forme d’extrait liquide brut). Le milieu od@annel est
maintenu a pH 7,5 au moyen d’'un pHstat (ajout dé 8i6 N). La réaction est suivi par
dosage du HPA (dosage enzymatique par la lactaghydeogénase) et par CCM
(cyclohexane/acétate d’éthyle : 3/7).

Aprés consommation totale du HPA, 3 volumes de MesdHt ajoutés au milieu
réactionnel avant de centrifuger & 8000 tours’npendant 15 minutes. Le surnageant est
filtré, puis évaporé sous pression réduite. Lediésbtenu est purifié par chromatographie sur
gel de silice éclair (cyclohexane / acétate d’éhyl / 6).

Le composé2 (20 mg; 123 umol) est obtenu sous forme d'undehavec un
rendement de 2,5 %

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 3/ 7) = Q)2&nilline)

RMN H (400 MHz, CDC4) &: 0,90 (3H ; d ; J = 6,7 Hz ;¢; 0,97 (3H ;d ; J = 6,7 Hz ;
He); 1,84 (1H;0d;J=2Hz;6,7Hz zgH 3,37 (3H ;se;30H);3,45(1H;d;J=88H
H3) ;4,29 (1H; m; k) ;4,38 (1H ;d;J=19,2Hz ;;H; 4,51 (1H ; d ; J =19,2 Hz ;;H.
RMN *C (100 MHz, CDC}) &: 17,8 (C6) ; 30,1 (C5) ; 65,3 (C1) ; 75,2 (C46,8 (C3) ;
211,1 (C2).
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Synthése du ($,4R)-1,3,4-trihydroxy-6-méthylheptane-2-one_3

Formule Brute : CgH4g04
Masse moléculaire : 176,21

Méthode 1 (TK)

A 300 mg (1,3 mmol) du composR){28, sont ajoutés 13 mL de THF et 13 mL de
HCI 1M. Le milieu réactionnel est laissé sous dmitea 40 °C pendant 15 heures. La réaction
est suivie par CCM (cyclohexane/acétate d’éth@e :; vanilline).

Une fois la réaction terminée, 750 uL de DMF sgjoutés. Le THF et une partie de
'eau sont évaporés sous pression réduite jusquaolume de 10 mL. Le pH est ajusté a 7
par ajout de NaOH 6N. Une solution de 3 mL contedarHPA10 (292 mg ; 1,8 mmol ; pur
a 68 %), du MgGI6H,O (9,1 mg; 45 umol) et du pyrophosphate de thianfin2 mg ; 3
pmol) est ajouté. Aprés le mélange des deux solsitiee pH est ajusté a 7 par ajout d’'une
solution de NaOH 6N, puis la réaction est initiée pjout 20 unités de transcétolasede
cerevisiag(sous forme d’extrait liquide brut). Le milieu cd@nnel est maintenu a pH 7,5 au
moyen d’un pHstat (ajout de HCI 0,5N). La réactast suivi par dosage du HPA (dosage
enzymatique par la lactate déshydrogénase) et @it (Cyclohexane/acétate d'éthyle : 3/7).

Aprés consommation totale du HPA, 3 volumes de MesdHt ajoutés au milieu
réactionnel avant de centrifuger & 8000 tours’npendant 15 minutes. Le surnageant est
filtré, puis évaporé sous pression réduite. Lediésbtenu est purifié par chromatographie sur
gel de silice éclair (cyclohexane / acétate d’éhyl / 6).

Le composé& (50 mg ; 284 umol) est obtenu sous forme d’undsoblanc avec un

rendement de 22 %.

Méthode 2 (TK)

On solubilise 60 mg du composB){29, obtenu par déprotection en présence de
TBAF, dans 500 pL de DMF. On ajoute ensuite 8,5dhine solution contenant de HPI®
(94 mg; 0,6 mmol ; pur a 68 %), du Mg®H,O (6 mg ; 30 umol) et du pyrophosphate de
thiamine (1mg ; 2.5umol). On ajuste le pH a 7 avee solution de NaOH 6N, puis on ajoute
20 unités de transcétolase 8e cerevisiagsous forme d’extrait liquide brut). Le milieu

réactionnel est maintenu a pH 7,5 au moyen d’urtggtHajout de HCI 0,1N). La réaction est
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suivi par dosage du HPA (dosage enzymatique péactate déshydrogénase) et par CCM
(cyclohexane / acétate d’éthyle : 3/ 7).

Apres consommation totale du HPA, le milieu réauti est saturé par ajout de NacCl,
et extrait 10 fois avec 10 mL d’'acétate d’éthyleslphases organiques sont regroupées et
séchées sur MgSQwvant d’étre évaporées sous pression reduiteédidu obtenu est purifié
par chromatographie sur gel de silice éclair (dichinéthane / méthanol : 95/ 5).

Le composé (43 mg ; 240 umol) est obtenu sous forme d’'undsoblanc avec un

rendement de 48 %.

Méthode 3 (FDPA)

Une solution aqueuse de DHABES a 125mM (2,52 mmol) tamponnée a pH 7,5
(triéthanolamine 125 mM) est ajoutée lentement & soiution d’isovaléraldéhyde (680 uL ;
6,3 mmol) dans le DMF (5 mL). Le pH est contréléagisté a pH 7,5 par NaOH 3N. La
réaction est initiée par ajout de 250 unités de RANA RAMA a été centrifugée, puis
solubilisée dans du tampon TEA 100 mM pH 7,5). Liéieon réactionnel est laissé sous
agitation, a température ambiante, sous atmospgherte. Apres consommation totale du
DHAP (dosage enzymatique pardaGPDH), le pH du milieu réactionnel est ajusté & ek,
on ajoute 250 mg de phosphatase acide (100 uriféghrolyse du phosphate est achevée au
bout de 24 heures (suivi par RMN &tP). Trois volumes de MeOH sont ajoutés au milieu
réactionnel avant de centrifuger & 8000 tours’pendant 15 minutes Le surnageant est
filtré, puis évaporé sous pression réduite. Le ageant est filtré, puis évaporé sous pression
réduite. Le résidu obtenu est purifié par chrompigie sur gel de silice éclair (cyclohexane
| acétate d’éthyle : 1 / 1). Nous obtenons alo,@5ng de produit pur (rendement global =
25 %).

Méthode 4 (FSA)

A 1,44 g (16,7 mmol) d’isovaléraldehyde, on ajolit® mL d’eau distillée. Le pH de
la solution obtenue est ajusté a 7,6 par ajoutoddes 3N. On ajoute ensuite 500 mg de (5,6
mmol) de dihydroxyacétone et le pH est a nouveast@ja 7,6. La réaction est initiée par
ajout de 300 unités de FSA mutée A129S (sous fattmetrait brut lyophilisé). On laisse
sous agitation douce pendant une nuit. La réaaginsuivie par CCM (dichlorométhane /
méthanol : 9/ 1).

Aprés consommation totale de la dihydroxyacétonegjoute 350 mL de méthanol et
on centrifuge le mélange & 8000 tours.mpendant 15 minutes. Le surnageant est filtré, puis
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on évapore le méthanol sous pression réduite. lLdi®o aqueuse résiduelle est saturée avec
du NaCl et extraite en continu avec de I'éther pemdne nuit.

Aprées extraction, la phase organique est évapsoée pression réduite. Le résidu
obetnu est purifié par chromatographie sur gelilieeséclair (gradient dichlorométhane /
méthanol : 97 /3 a 9/ 1). On obtient le proddé0 mg ; 4,31 mmol) sous forme d’un solide
blanc avec un rendement de 77 %.

CCM : Rf (dichlorométhane / méthanol : 95 / 5) = 0,2&n(lline)
Rf (cyclohexane / acétate d'éthyle : 3 / 7) =80(Manilline)

[o]p?t=—8° (c = 1,2 ; MeOH)

RMN *H (400 MHz, CROD) d: 0,94 (3H ; d ; Jas= 7,7 Hz ; Ha) ; 0,96 (3H ; d ; Jp.6=
7,7Hz ;Hp);1,35(1H ;ddd ; J=4,8Hz ;8,4 Hz ; 14 Hs;) ; 1,54 (1H ; ddd ; J =5,6 Hz
;86Hz;14Hz;K);176(AH; m;H) ;3,99 (1H;ddd ; J=2,4Hz ;4,8 Hz; 8,6 H,)
;409 (1H;d;J=24Hz ;§;4,41-4,46 (1H ;d ;I =19,2 Hz 3 /; 4,51-4,56 (1H ; d ; J
=19,2 Hz ; Hy).

RMN *3C (100 MHz, CROD) &: 21,9 (G); 23,6 (G); 25,0 (G); 41,4 (G); 67,3 (G) ;
71,0 (G) ; 79,1 (G) ; 213,9 (G).

HRMS : m/z : (M+Na) théorique : 199,0946 ; mesuré : 199,0957 (compbséna par la
meéthode 1)
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Synthese du (8,4R)-1,3,4-trihydroxy-6-(methylthio)hexan-2-one 4
0 OH

HO P

S

2

1o (e
L X

OH
Formule Brute : C;H{,0,S
Masse moléculaire : 194,25

Méthode 1 : (TK - aldéhyde racémique)

A 1,5 g du composéac-33 (6 mmol) sont ajoutés 75 mL d'eau distillée et 8eg
Dowex H'. La réaction est suivie par CCM (cyclohexane tateéd’éthyle : 5/ 5 ; vanilline).
Apres 24 heures sous agitation a 30 °C, la résinélieninée par filtration sur filtre Millipore.
Le filtrat est neutralisé par ajout d’une soluti® NaOH 3N et le volume est réduit & 20 mL
par évaporation de I'eau sous pression réduitea golution obtenue sont ajoutés 660 mg de
HPA 10 (3,6 mmol ; pur a 60 %), 3 mg de thiamine pyropinase (0,006 mmol) et 18,3 mg
de MgC}.6H,O (0,09 mmol) préalablement dissous dans 9 mL dlesiliée et ajusté a pH 7.
La réaction est initiée par ajout de 60 unitésrdadscétolase d8. cerevisiagsous forme
d’extrait liquide brut). Le pH du milieu réactiorrest maintenu a 7 au moyen d'un pHstat. La
réaction est suivi par dosage du HPA (dosage ertryneapar la lactate déshydrogénase) et
par CCM (cyclohexane / acétate d’éthyle : 2 / 8).

Aprés consommation totale du HPA, 3 volumes de MesdHt ajoutés au milieu
réactionnel, puis on centrifuge le mélange a 808@rstmin’ pendant 15 minutes. Le
surnageant est filtré, puis évaporé sous pres®duaite. Le résidu obtenu est purifié par
chromatographie sur gel de silice éclair (gradesistohexane / acétate d'éthyle : 7/3 a3 /7).

Le produit obtenu est repurifié par cristallisat@afim d’éliminer les traces d’aldéhyde
de départ : dans un bécher placé dans un bainade,dgle produit est solubilisé dans un
minimum de dichlorométhane et 4 volumes de cyclahexsont lentement ajoutés. Apres
cristallisation, le compos€ est récupére par filtration sur filtre Milliporee composét (275
mg ; 1,43 mmol) est obtenu sous forme de cristdaxds avec un rendement de 23 %.
Méthode 2 (TK — aldéhyde R)

A 250 mg du compos82 (Immol) sont ajoutés 4 mL d'eau distillée et 508 de
Dowex H'. Aprés 24 heures de réaction sous agitation aC30e’ résine est éliminée par
filtration sur fritté et rincé 3 fois avec 1 mL die distillée. Le pH du filtrat est ajusté a 7 par
ajout de NaOH 3N. A la solution obtenue sont ajsut89 mg de HPAOQ (1,2 mmol ; pur a
70 %), 1 mg de thiamine pyrophosphate (0,002 metdd)1 mg de MgGIl6H,O (0,03 mmol)

préalablement dissous dans 2 mL d'eau distillégusté a pH 7. La réaction est initiée par
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jout de 20 unités de transcétolaseSdecerevisiagdsous forme d’extrait liquide brut). Le pH
du milieu réactionnel est maintenu a 7 au moyen phistat. La réaction est suivi par dosage
du HPA (dosage enzymatique par la lactate déshgdasg) et par CCM (cyclohexane /
acétate d’éthyle 2 / 8) ; Apres consommation tadal¢lPA, 3 volumes de MeOH sont ajoutés
au milieu réactionnel, puis on centrifuge le mém@g8000 tours.mihpendant 15 minutes.
Le surnageant est filtré, puis évaporé sous pneg&iduite. Le résidu obtenu est purifié par
chromatographie sur gel de silice éclair (gradétahlorométhane / méthanol : 95/5a 9/ 1).
Le composé4 (67 mg ; 0,35 mmol) est obtenu sous forme d’uridsoblanc avec un
rendement de 35 %.

Méthode 3 (FSA)

A 1,74 g (16,7 mmol) de 3-méthyl-thiopropionaldéay on ajoute 110 mL d’eau
distillée et on ajuste le pH a 1 par ajoute de Elicentré. On laisse le milieu réactionnel a
115 °C pendant 2 heures sous trés vie agitatiopH.€ee la solution obtenue est ajusté a 7,6
par ajout de soude 3N. On ajoute ensuite 500 n{§,8emmol) de dihydroxyacétone et le pH
est a nouveau ajusté a 7,6. La réaction est irpaé@jout de 250 unités de FSA mutée A129S
(sous forme d’extrait brut lyophilis€). On laisseus agitation douce pendant une nuit. La
réaction est suivie par CCM (dichlorométhane / rmétih: 9/ 1).

Aprés consommation totale de la dihydroxyacétonegjoute 350 mL de méthanol et
on centrifuge le mélange & 8000 tours.Mmpendant 15 minutes. Le surnageant est filtré, puis
on évapore sous pression réduite. Le résidu esisrppr 50 mL de méthanol sous vive
agitation. On filtre les sels insolubles et on @rapa nouveau sous pression réduite. Le résidu
est repris par 10 mL de méthanol, puis on ajoutenlOde dichlorométhane et on filtre a
nouveau. On évapore sous pression réduite etiurébtenu est purifié par chromatographie
sur gel de silice éclair (gradient dichlorométhameethanol : 95 /5 a 9/ 1). Le produit (722

mg ; 3,76 mmol) est obtenu sous forme d’'un solidedavec un rendement de 67 %.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d'éthyle : 2 / 8) = @y&illine)

[a]o™' = + 6,8° (c = 1,56 ; MeOH)

RMN 'H (400 MHz, CROD)&: 1,84 (2H ;m ;) ;2,09 3H ;s;H ;259 2H ; m; i) ;
405(1H;ddd;J=2,3;50et7,8Hz,)H4,15(1H;d;J=2,3Hz;d;4,43(1H;d;J =
19,2 Hz ; Hp) ; 4,53 (1H ; d ; J = 19,2 Hz ;1b).

RMN **C (100 MHz, CQOD) &: 15,3 (G) ; 31,32 (G) ; 33,73 (G) ; 67,9 (G) ; 72,2 (G) ;
79,4 (G) ; 213,5 (Q).

HRMS: m/z : (M+Na} théorique : 217,0511 ; mesuré : 217,0501 (compaséade 1)
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Synthese du (8,4R,5R)-2-(hydroxyméthyl)-5-méthyltétrahydrofuran-2,3,4-triol 5

Formule Brute : CgH4,05
Masse Moléculaire : 164,16

A 600 mg du composg6 (3,1 mmol) sont ajoutés 18,6 mL d'eau distillé8d,atg de
Dowex H'. La réaction est suivie par CCM (pentane / étHg9 / 1 ; KMnQ). Aprés 12
heures de réaction a 30 °C, la résine est élinpaédiltration sur verre frité et rincée avec un
minimum d’eau. Le volume du filtrat est amené an@i2 par ajout d’eau distillée et le pH est
ajusté a 7,6 par ajout de soude 3N. 280 mg (3,1ljraeadihydroxyacétone sont ajoutés et le
pH est a nouveau ajusté a 7,6. La réaction estengiar ajout de 420 unités de FSA mutée
A129S (sous forme d’extrait brut lyophilisé). Omske sous agitation douce pendant une nuit.
La réaction est suivie par CCM (dichlorométhanestiranol : 9/ 1).

Aprés consommation totale de la dihydroxyacétonegjoute 200 mL de méthanol et
on centrifuge le mélange & 8000 tours.miendant 15 minutes. Le surnageant est filtré, puis
évaporé sous pression réduite. Le résidu obtenpuggté par chromatographie sur gel de
silice éclair (dichlorométhane / méthanol : 9 / @p obtient le produit (280 mg ; 1,7 mmol)

sous forme d’'un solide blanc avec un rendementdé.5

CCM : Rf (dichlorométhane / méthanol : 9/ 1) = 0,3 (llare)

RMN *H (400 MHz, D0)d:1,21 (3H;d;J=6,4Hz ;&) ;1,23 (3H;d; J=6,0 Hz ;)
; 3,25-3,98 (5H ; m ; 2+ Hz+ Hy+ Hs)

RMN C (100 MHz, DO) 5: 17,4 (Ga) ; 18,9 (Gp) ; 62,8 (Gp) ; 62,9 (Go) ; 75,1 ; 76,3 ;
76,4:79,4;81,2:82,5 (Gp; Cagep ; Csasp) ; 101,0 (Gp) ; 103,8 (Gq)

HRMS: m/z : (M+Naj m/z : théorique : 187,0582 ; mesuré : 187,0579
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Synthese du (8,49)-1,3,4-trihydroxy-6-méthylheptan-2-one_6

o OH 7
HO\/\W

1 7

(2]

OH
Formule Brute : CgH1504
Masse moléculaire : 176,21

A 540 mg de compos£l (2,5 mmol) sont ajoutés 20 mL d’eau distillée B0 4ng de
et résine DOWEX H 50WX8 (450 mg). Le milieu réactionnel est agit&eipérature
ambiante. La réaction est suivi par CCM (cyclohexaacétate d’éthyle : 7/ 3 ; vanilline).
Apres disparition du compogd de départ, le mélange est filtré sur un filtrelipolre.
Le filtrat est évaporé puis le produit est purifiér recristallisations successives dans le
CH.ClI; : le brut réactionnel est solubilisé dans un mummde CHCI, a 30 °C, puis mis dans
un bain de glace ; quand le produit est cristalks€H,Cl, est retiré avec une seringue munie
d’une aiguille non biseautée ; 'opération estisé&a trois fois. Le compo$(230 mg ; 1,31

mmol) est obtenu sous la forme d’'un solide blarecawn rendement de 52 %.

CCM : Rf (AcOEt pur) = 0,6 (vanilline)

[a]p?! = —35,5° (c = 1,07 ; MeOH)

RMN *H (400 MHz, CROD) 5:0,87 (3H;d;J=6,4Hz;§; 091 (3H;d;J=6,5Hz;
H7); L9 (AH; m; By ;1,44 (1H; m; k) ;1,79 (AH; m; KB ; 3,79 (1H; m; H) ; 4,02

(I1H;d;J=53Hz;k;436(1H;d;J=194Hz 1§ ;4,47 (1H;d;J=19,4 Hz ;1

RMN *°C (100 MHz, CROD) &: 21,9 (G) ; 24,2 (G) ; 25,3 (G) ; 42,5 (G) ; 68,2 (G) ;
72,2 (G) ;80,2 (G) ; 213,2 (GQ)
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Synthese du (3S,4S)-1,3,4-trihydroxy-6-(methylthitexan-2-one_7

0o OH
HO\)I\S/'\/G\ /’
; 2 é 4 : s
OH

Formule Brute : C;H{,0,S
Masse moléculaire : 194,25

Le produit50 (800 mg) est dissout dans un mélange MeOHQ® K10 / 1) et une
résine acide est ajouté (Dowex 50WX8:HB00 mg). La réaction est agitée pendant 18
heures. La résine est filtrée, 18505 (148 mg; 0,78 mmol; 0,5 éq) est ajouté puis les
solvants sont évaporés. Le résidu est purifié fpmoroatographie sur gel de silice flash
(dichlorométhane / méthanol : 97 / 3). Le produst ebtenu sous la forme d'une huile

incolore (200 mg) avec un rendement de 66 % suldeg étapes.

CCM Rs (dichlorométhane / méthanol : 9/ 1) = 0,5 (vamd)

RMN *H (CDsOD, 400 MHz)5 : 1,78 (2H ; m ;g ; 2,08 (3H ;s ; k) ;2,55 (1H : m; k) ;
266 (1H; m;Hy;389(1H; m;H);410(AH;d;J=52Hz;}H; 442 (1H;d;J =

19,6 Hz ; Hy) ; 4,52 (1H ; d ; J = 19,2 Hz ;1H).

RMN 3C (CD;OD, 100 MH2)8 : 15,4 (G : 31,3 (G) : 33,0 (G) ; 68,1 (G) ; 72,7 (G) ;
79,6 (G) : 213,0 (G).

HRMS: [M+Na] : théorique : 217,0511, obtenue : 217,0522
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Synthése du (2S,3R)-2,3-dihydroxy-5-methylhexanal 8

oH
/1\/?\)\
o/ 3 5

4 6

N

OH
Formule Brute : C;H403
Masse Moléculaire : 146,18

A 50 mg de composB7 (260 pumol) sont ajoutés 2 mL d’eau distillée etm@ de
résine Dowex 50WX8 (sous forméeHLa réaction est placée a 40 °C sous agitatiersulivi
de la réaction est réalisé par CCM (cyclohexaneétade d'éthyle: 2 / 8) et par dosage
enzymatique de I'aldéhyde formé (dosage utilisart €quine liver » alcohol dehydrogenase).
Une fois la réaction terminée (concentration finatealdéhyde : 80 — 90 mM), on filtre la
résine et on ajuste le pH a 7 par ajout de NaOH 6N.

Ce produit sera caractérisé via sa dérivatisatioph&nylhydrazone :

oH
. H \ =
2 =
3'©{N\NW

s

4 6
OH
Formule Brute : C;H403
Masse Moléculaire : 146,18

RMN 'H (CDs0D, 400 MHz)3 : 0,90 (6H ; 2d ; k) ; 1,20 (1H ; ddd ; k) ; 1,49 (1H ; ddd ;
Hap) ; L,79 (IH ;m ;i) ;3.69 (IH ;t; H) ;412 (1H;t; H) ;6,56 (1H;d; H); 7,09 (4H ;
d;H); 7,17 (2H;t; 1) ;7,39 (4H ; t; H).
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Syntheése de I'hydroxypyruvate de lithium_10

o)

HO. OLi

2 1

3

0]
Formule Brute : C;H,LiO,
Masse Moléculaire : 109,99

Dans un erlenmeyer de 250 mL, sont ajoutés 10@'ewu distillée et 10 g (0,06 mol)
d’acide bromopyruvique. Au moyen d’un pHstat, le st maintenu a 9 par ajout de LiOH
IN. La réaction est terminée quand le pH est stetbtpr’il n'y a plus d’ajout de LIOH par le
pHstat. Le pH est ajusté a 5 par ajout d’acideigquétpur, puis le milieu réactionnel est
évaporé sous pression réduite. Le solide résiditalegpris avec un minimum d’eau glacée et
filtré sur verre fritté. Aprés une nuit en dessteca sous vide poussé, le HPA (4,75 g) est
obtenu sous la forme d’'un solide blanc légeremanhg. La pureté du HPA (61 %) est
déterminée par dosage enzymatique (par la lactdbydrogénase). Au final, le HPA est

obtenu avec un rendement de 72 %.
RMN H (D20, 400 MHZz)d (ppm) : 3,65 (s ; 2H ; ¢forme hydrate) ; 4,70 (s ; 2H zHbrme

cétonique).

RMN *°C (D,O, 100 MHz)3 (ppm) : 65,3 (G forme hydrate) ; 66,1 (forme cétonique) ;
94,4 (G forme hydrate) ; 167,5 (dorme hydrate) ; 176,6 (Jorme cétonique) ; 202,6 £{C

forme cétonique).
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Synthése du D,L-lactaldéhyde diméthylacétal 16

OH

MeO_ ,
1 3
4
1

OMe

Formule Brute : CgH,,03
Masse Moléculaire : 120,15

A 2,85g (80 mmol) de LiAllj dans 50mL d'éther anhydre sont ajoutés lentengt (
min. & 1 heure) 6 g (50 mmol) de pyruvaldéhyde thrylacétal préalablement solubilisés
dans I'éther anhydre (50 mL). Lors de I'additioa,Hdallon est placé dans un bain de glace.
Apres I'addition, le bain de glace est retiré emiélange réactionnel est chauffé 2 heures sous
agitation, a reflux de I'éther.

Aprés consommation du produit de départ, la réaast arrétée par addition de 15mL
d’une solution de NaCl saturée. On ajoute 75 mlthd@'é puis on filtre le précipité obtenu sur
un fritté (avec de la célite). Le précipité estédal/fois avec 25 mL d’éther. Le filtrat obtenu
est séché sur MgSQpuis évaporeé sous pression réduite.

Le D,L-lactaldéhyde diméthylacétab (4,38 g ; 36,5 mmol) est obtenu sous forme
d’un liquide transparent avec un rendement de 73 %.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 6 / 4) = Q\ailline)
RMN 'H (400 MHz, CQOD)5:1,3 (3H;d; d4=6,4Hz ; H); 3,32 (6H; 2s;2 1 ; 3,59

(AH;m;H) ;396 (1H;d;J=6,2et 6,4 Hz 3))H

RMN 1C (100 MHz, CROD) &: 18,51 (G) ; 55,75 (G) : 56,25 (G) : 68,87 (G) ; 109,97
(C)

HRMS m/z : (M+Na) théorique : 143,0684 ; mesuré : 143,0668.
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Synthése du D,L-lactaldéhyde 17

formule brute: C3HgO,
Masse moléculaire: 74,04

Le D,L-lactaldéhyde diméthyl acéthb (1 g ; 8 mmol) est solubilisé dans 27 mL d’eau
distillée. Aprés avoir ajouté 13 mL de résine DovE@WX8 H" (200-400 mesh), le milieu
réactionnel est laissé sous agitation pendant uiteAprés hydrolyse de I'acétal, la résine est
eliminée par filtration sur fritté. Le pH est ajést 7,5 par ajout de NaOH 1N.

Compte tenue de l'instabilité des aldéhydebydroxylés en général, ce produit sera

utilisé directement en solution pour I'étape suteaet donc caractérisga la réaction avec la
TK.
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Syntheése du 1,1-diéthoxy-3-méthylbutan-2-one 18

Formule Brute : CgH4303
Masse Moléculaire : 174,24

A une solution de diéthoxyacétonitrile (646 mgnbol) dans 20 mL d’éther anhydre
est ajouté goutte a goutte a température ambiame 8golution de chlorure
d’isopropylmagnésium (2M dans I'éther, 1,5 éq.). dadution est agitée pendant une demi-
heure puis refroidie dans un bain eau-glace. 5alimau sont ajoutés lentement et la solution
est extraite avec 2 fois 20 mL d’éther. Les phasganiques sont combinées sur sulfate de
magneésium puis concentrées sous vide. Le prdduést purifié par chromatographie éclair
(cyclohexane / acétone : 100 / 1). 0,819 mg sot¢mis (94 %) sous forme d’une huile
incolore.

RMN 'H (400 MHz, CDC}) &: 1,10 (6H ;d; J=7Hz ; ;1,25 (6H ; q ; J = 7,2 Hz ;¢};
3,07 (1H ; sept; J =7 Hz 3H; 3,65 (4H ; m ; b

RMN C (100 MHz, CDC}) &: 15,25 () ; 18,54 (G) ; 35,51 (G) ; 63,13 (G) ; 101,98
(Cy), 209,76 (G).
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Synthese de 'acide 2-hydroxy-3-méthylbutanoique 20

Formule Brute : C5H400;
Masse Moléculaire : 118,13

Dans un ballon de 500 mL, sont ajoutés 168 mLud'diatillée et 12 mL de 50O,
concentré a 25 g (0,21 mol) de D,L-Valine . Le tmalést placé dans un bain de glace + sel (0
a — 5 °C), puis on additionne lentement (30 min lgelre) 21,7 g (0,315 mol ; 1,5 eq.) de
NaNQG; solubilisé dans 110 mL d’eau distillée. Aprésitade I'addition, le milieu réactionnel
est laissé sous agitation pendant 1h30 a 0 °C,gptampérature ambiante pendant une nuit.
La réaction est suivie par CCM (isopropanol / edu 3 ; ninhydrine)

Une fois la réaction terminée, on extrait le nuligactionnel trois fois avec 200 mL
d’éther. Les phases organiques sont regroupéeedaawec 200 mL d’'une solution de NaCl
saturée, puis séchées sur Mg3@ant d’'étre évaporées sous pression réduiteoinpasé20
(12,9 g ; 0,109 mmol) est obtenu sous forme deasblanc avec un rendement de 52 %.

CCM : Rf (isopropanol / eau) = 0,41 (ninhydrine)

RMN *H (400 MHz, MeOD)5: 0,92 (3H : d; J = 6,95 Hz ;4 ; 1,00 (3H ; d ; J = 6,77 Hz ;
Hap) ; 2,05 (AH; m;J=4,21;6,77 et 6,95 Hzz) H3,93 (1H ; J = 4,21 Hz ; M

RMN C (100 MHz, MeOD)3 : 16,89 (Gy) ; 19,27 (Gy) ; 33,17 (G) ; 76,27 (Q) ; 177,42
(Cy)

HRMS : m/z : (M+Na) théorique : 141,0528 ; mesuré : 141,0515
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Synthese du 2-hydroxy-3-methylbutanoate d’éthyle 21

OH

Formule Brute : C;H,4,0;
Masse Moléculaire : 146,18

A 12 g (0,102 mmol) du compog®, sont ajoutés 400 mL d’'éthanol absolu, 200 mL
de chloroforme et 70 g de résine acide Ambetiys. Le milieu réactionnel est chauffé & 85
°C sous agitation pendant 48 heures. Les vapeans ébntinuellement condensées a travers
du tamis moléculaire activé 4 A avant de retoudwars le milieu réactionnel. La réaction est
suivie par CCM (cyclohexane / acétate d'éthylé 5% molybdate de cérium).

Une fois la réaction achevée, le milieu réactibrest filtré sur verre fritté (avec
célite). Le filtrat obtenu est évaporé sous pressiduite. Le composgl (14,1 g ; 96,6

mmol) est obtenu sous forme d’un liquide transladddunatre avec un rendement de 95 %.
CCM : Rf (cyclohexane / acétate d'éthyle : 5/ 5) = {AiBlybdate de cérium)

RMN *H (400 MHz, CDC}) 5:0,86 (3H :d ;J=6,95Hz .48 ; 1,01 (3H;d ;J=6,95Hz ;
Hap) ; 1,29 BH ;t;J=7,14 Hz ;éH; 2,07 (1H; m ;I =3,48 et 6,95 Hz 3K 2,98 (1H ; s ;

OH) ;4,02 (1H;d;J=3,48 ;)H; 4,25 (2H ;t;J =7,14 Hz ;|

RMN *°C (100 MHz, CDC}) 5: 14,36 (G) ; 16,06 (G, ; 18,88 (Gy) ; 32,27 (G) ; 61,69
(Cs) ; 75,10 (G) ; 175,08 (G)
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Synthese dw2-(tert-butyldimethylsilyloxy)-3-methylbutanoate d’éthyle 22

Formule Brute : C3H,30;Si
Masse Moléculaire : 260,45

A une solution du compo<&l (13 g ; 89 mmol) et d'imidazole (12 g ; 178mmd ;
€g.) dans le C}Cl, anhydre (300 mL), est ajouté lentement une saiuti® chlorure déer-
butyl-diméthylsilyle (20 g; 133 mmol ; 1,5 éq.)mdale CHCI, anhydre (100 mL). Aprés
I'addition, le milieu réactionnel est laissé unetraous agitation a reflux du Gal,. La
réaction est suivie par CCM (cyclohexane / acétatihyle : 9/ 1).

Une fois la réaction achevée, le milieu réactiorest lave trois fois avec 100 mL
d’une solution saturée de NaCl. La phase orgaregtiséchée sur MgQ(puis évaporee sous
pression réduite. Le résidu obtenu est purifié glmomatographie sur gel de silice éclair
(cyclohexane / acétate d’éthyle : 98 / 2). Le cosd#®2 (19,359 ; 74,4mmol) est obtenu sous
forme d’un liquide translucide avec un rendemen84ié6.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 9/ 1) = Qum@lybdate cérique)
RMN 'H (400 MHz, CDC}) &: 0,03 (3H; s; k) ;: 0,05 (3H :s: k) ;0,89 (3H:d;J=
6,77Hz ;Hy) ;091 (9H ;s ;) ;093 (3H;d;J=6,95;49 ;1,27 (8H;t;J=7,14 Hz ;

He) ;2,03 (1H; m; H) ;3,94 (1H;d;J=494;H;4,17(2H ;d ;I =7,14 Hz ;s{

RMN *3C (100 MHz, CDC}) &: — 5,23 (Gy) ; — 4,81 (Gy) ; 14,41 (G) ; 17,07 (G, ; 18,46
(Ce) ; 19,17 (Gp) ; 25,79 (G) ; 32,97 (G) ; 60,55 (@) ; 77,23 (G) ; 173,67 (G)

HRMS : m/z : (M+Na} théorique : 283,1705 ; mesuré : 283,1701.
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Synthese du 2-(tert-butyldimethylsilyloxy)-3-methybutanal 23

9 9
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Formule Brute : C41H,4,0,Si
Masse Moléculaire : 216,39
A une solution du compos® (8 g ; 30,8 mmol) dans le GAI, anhydre (250 mL)
placée a — 78 °C est lentement ajouté 31mL d’uhgisn d’hydrure de diisobutylaluminium
a 1M dans le CECl; (31 mmol ; 1,3 éqg.). Le milieu réactionnel ess¢éi a — 78 °C sous
agitation pendant 1h30. La réaction est suivieqaM (cyclohexane / acétate d’éthyle 98 / 2)
Une fois la réaction achevée, 100 mL de méthamat gjoutés au milieu réactionnel.
Apres retour a température ambiante, 200 mL d’'whatisn saturée de NaHG@ont ajoutés
et le milieu réactionnel est laissé sous vive #gitadurant une heure, puis 100 mL d’'une
solution saturée de NaCl sont ajoutés. L'extractsh réalisée trois fois avec 150 mL de
CH.Cl,. Les phases organigues sont regroupées et sé&alméelySQ avant d'étre évaporées
sous pression réduite. Le résidu obtenu est pyé#réchromatographie sur gel de silice éclair
(cyclohexane / acétate d’éthyle 95 / 5). Le com@€,97 g ; 27,64 mmol) est obtenu sous
forme d’un liquide translucide avec un rendemen®@éso.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle 95 / 5) = (\&thilline et molybdate cérique)
RMN *H (400 MHz, CDC}) 5: 0,052 (6H ; s ; H5) ; 0,91 — 0,92 (12H ; m4,kt H;) ; 0,96
(B3H;d;J=6,95Hz;H);2,02AH;J=4,94;6,77 et 6,95 Hz3) H3,71 (1H ; dd ; J =

2,20et4,94 ;) ;959 (1H;d;J=2,4Hz ;M

RMN *°C (100 MHz, CDC}) &: — 4,93 (GJ) ; — 4,40 (Gp) ; 16,96 (GJ) ; 18,39 (G) ; 18,84
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Synthése du 2-hydroxy-3-méthylbutanal 24

formule brute: CsH4q0,
Masse moléculaire: 102,07

A 1 g (4,8 mmol) du composE8 sont ajoutés 15 mL de THF et 5 mL de HCI 1M. On
laisse sous agitation a 50 °C pendant 20 heureseddaion est suivie par CCM (cyclohexane
| acétate d’éthyle : 8 / 2 ; vanilline). Une foe Héaction terminée, 2,4 mL de DMF sont
ajoutés et le THF est évaporé sous pression rédugitsolution d’aldéhydg4 ainsi obtenu est
ajustée a pH 7 par ajout d’'une solution de NaOH 6N.

Compte tenue de l'instabilité des aldéhydebydroxylés en général, ce produit sera

utilisé directement en solution pour I'étape suteaet donc caractériséa la réaction avec la

TK.
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Synthese de I'acide 2-hydroxyisocaproiqueR()-25 et (S)-25

O (R}

Formule Brute : C 4H,,04
Masse Moléculaire : 132,16

Dans un ballon de 1 L, on dissous 10 g (76,3 mrdelD-leucine (dans le cas du
composéR)-25) ou L-leucine (dans le cas du compdSgZAb) dans un mélange de 291,5 mL
d’eau distillée et 8,5 mL d’acide sulfurique coniténOn place le ballon sous agitation dans
un bain de glace. On additionne lentement (2 auds¢ une solution de nitrite de sodium
(31,6 g; 0,46 mol; 100 mL d'eau). Une fois l'ailo terminée, on laisse la réaction
remonter a température ambiante, puis on laisse agitation pendant 20 heures. La réaction
est suivie par CCM (isopropanol / eau : 7 / 3 hgdrine)

Une fois la réaction terminée, le milieu réactieinest extrait une fois avec 250 mL,
puis deux fois 125 mL d’éther. Les phases orgamicuoat réunies, lavées deux fois avec 50
mL d’une solution saturée de NaCl, séchées sur MgRds évaporées sous pression réduite.
Le solide blanc obtenu est lavé au pentane, pulgssous vide. Le compod®){25 (6,25 g ;
47,3 mmol) est obtenu sous la forme d'un solidenxdlavec un rendement de 62 %. Le
composeé 9-25 (8,2 g; 62,1 mmol) est obtenu sous la forme dohide blanc avec un

rendement de 81 %.

CCM : Rf (isopropanol / eau : 7/ 3) = 0,75 (ninhydrine)

[0]o? = (R)-25: + 26,1° (c = 1 ; NaOH 1N) §-25: — 26,4° (c = 1,1 ; NaOH 1N)

RMN *H (400 MHz, CROD) &: 0,97 (6H ; d ;J=6,6 Hz ;gf; 1,62 (2H ; dd ; J = 5,7 Hz ;
74Hz;H); 192 (AH; m;H) ;429 (1H;t;J=57Hz ;M

HRMS : m/z : (M+NaJ théorique : 155,0684 ; mesuré : 155,0674
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Synthese du 2-hydroxy-4-methylpentanoate d’éthyleR)-26 et (S)-26

O (R-26

Formule Brute : CgH450;
Masse Moléculaire : 160,21

A 5 g (37,9 mmol) du composéR)25 ou (§)-25, sont ajoutés 300 mL d’éthanol
absolu, 200 mL de chloroforme et 4 g de résineeagichberlys? 15. Le milieu réactionnel
est chauffé a 90 °C sous agitation pendant 24 keles vapeurs étant continuellement
condensées a travers du tamis moléculaire actié alant de retourner dans le milieu
réactionnel. La réaction est suivie par CCM (cyekdme / acétate d'éthyle : 6 / 4 ; molybdate
de cérium).

Une fois la réaction achevée, le milieu réactibrest filtré sur verre fritté (avec
célite). Le filtrat obtenu est évaporé sous pressamuite. Le composdr)-26 (5,95 g ; 36,6
mmol) est obtenu sous la forme d’un liquide tracisle brunatre avec un rendement de 97 %.
Le composé 9-26 (6 g; 37,5 mmol) est obtenu sous la forme d'wuitie translucide

brunatre avec un rendement de 99 %.

RMN *H (400 MHz, CDC}) 5: 0,91 (3H:;d;J=6,8Hz ;4 ;0,93 (3H ;d;J=6,8 Hz;
Hsp) ; 1,25 BH;t;J=7,1Hz;M; 1,48 (2H; m; H); 1,86 (AH; m; H); 2,67 (1H; s
large ; OH) ; 4,15 — 4,25 (3H ; m 2ldt H)

RMN 3C (100 MHz, CDCY) &: 14,2 (G) ; 21,6 (Go) ; 23,2 (Gy) ; 24,4 (G) ; 43,5 (G) ;
61,6 (G); 69,1 (G); 175,9 (GQ)

HRMS: m/z : (M+Na} théorique : 183,0997 ; mesuré : 183,1014
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Synthese du 24¢erbutyldimethylsilyloxy)-4-methylpentanoate d’éthyle(R)-27 et (S)-27

0O (R2z

Formule Brute : C14H3003Si
Masse Moléculaire : 274,47

A une solution du compos®)-26 (4,8 g ; 30 mmol) et d'imidazole (4,1 g ; 60 mmol
2 €g.) dans le Ci€l, anhydre (100 mL), est ajouté lentement une saiu® chlorure déer-
butyl-diméthylsilyle (6,8 g ; 42,5 mmol ; 1,5 édans le CHCIl, anhydre (50 mL).

A une solution du compos&)(26 (5,5 g ; 34,4 mmol) et d’imidazole (4,7 g ; 68,8
mmol ; 2 ég.) dans le GBI, anhydre (100 mL), est ajouté lentement une salud® chlorure
deter-butyl-diméthylsilyle (7,8 g ; 51,6 mmol ; 1,5 édans le CHCI, anhydre (50 mL).

Apres I'addition, le milieu réactionnel est laissée nuit sous agitation a reflux du
CHCl,. La réaction est suivie par CCM (cyclohexane tateéd’éthyle : 9 / 1). Une fois la
réaction achevée, le milieu réactionnel est lawis tiois avec 100 mL d’une solution saturée
de NaCl. La phase organique est séchée sur Mg3» évaporée sous pression réduite. Le
résidu obtenu est purifié par chromatographie slirdg silice éclair (cyclohexane / acétate
d’éthyle : 98 / 2). Le compos®)-27 (7,41 g ; 27 mmol) est obtenu sous forme d’unitiqu
translucide avec un rendement de 90 %. Le com@®@<&/(7,7 g ; 28 mmol) est obtenu sous
forme d’un liquide translucide avec un rendemen8téao.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 98 / 2) & (@nolybdate de cérium)

[@]D?!: (R)-27: +36,6° (c=1,4; CHG) ; (9-27:—37,1° (c = 1,2 ; CHG)

RMN *H (400 MHz, CDC}) 8: 0,06 (3H ;s ; Igt) ; 0,08 (3H ;s ; k) ; 0,93-0,96 (15H ; m ;
Hs et Hyg) ; 1,25 (3H ;t;J=7,1Hz ;#; 1,46 (1H ; ddd ; J = 3,8 ; 9,0 et 13,5 HzzxH
165(1H;ddd;J=5,0; 8,3 et 13,5 HzspH 1,81 (1H; m; B) ; 4,14-4,22 (3H ; m ; et
He)

RMN **C (100 MHz, CDC}) 8: — 5,4 (Go) ; — 4,8 (Gr) ; 14,2 (G); 18,3 (G) ; 21,6 (Gd) ;
23,3 (Gp) ; 24,0 (G) ; 25,6 (Go) ; 44,2 (G) ; 60,6 (&) ; 70,9 (Q) ; 174,4 (G)

HRMS: m/z : (M+Na} théorique : 297,01862; mesuré : 297,1873
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Synthese du 24erbutyldimethylsilyloxy)-4-methylpentanal (R)-28 et (S)-28
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Formule Brute : C;;H60,Si
Masse Moléculaire : 230,42

A une solution du compogR)-27 ou (S)-27 (29 ; 7.27 mmol) dans le GBI, anhydre
(75 mL) placée a — 78 °C, est lentement ajouté r8l7 d’'une solution d’hydrure de
diisobutylaluminium a 1M dans le GEIl, (8,7 mmol ; 1,2 éq.). Le milieu réactionnel est
laissé a — 78 °C sous agitation pendant 2 heuees2dction est suivie par CCM (cyclohexane
| acétate d’éthyle : 98 / 2).

Une fois la réaction achevée, 10 mL de méthanol amutés au milieu réactionnel.
Apres retour a température ambiante, 50 mL d’'uhatisa saturée de NI sont ajoutés et
le milieu réactionnel est laissé sous vive agitatiarant 30 minutes. L’extraction est réalisée
trois fois avec 50 mL de Cil,. Les phases organiques sont regroupeées, laveed@@emL
d’'une solution saturée de NaCl et séchées sur Mgs@nt d’étre évaporées sous pression
réduite. Le résidu obtenu est purifié par chromaplgie sur gel de silice éclair (cyclohexane
| acétate d’éthyle : 99 / 1). Le composR)-28 (1,51 g ; 6,53 mmol) est obtenu sous forme
d’un liquide translucide avec un rendement de 9@ é«composé 9-28 (1,35 g ; 5,84 mmol)
est obtenu sous forme d'un liquide translucide aweadendement de 80 %. Les composés

(R)-28 et (S)-28 sont stockés a — 20 °C sous atmosphere d’argosison de leur instabilité.

CCM : Rf (cyclohexane / acetate d’éthyle : 98 / 2) § @anilline)

[e]D?!: (R)-28: +52,4° (c=1; CHG) ; (9-28: —49,3° (c=1.1 ; CHG)

RMN *'H (400 MHz, CROD) 3:0,06 (3H ;s ; ) ;0,09 (3H ;s ; k) ; 0,93 — 0,96 (15H ;
m;HsetH); 1,42 (1H ;ddd;J=4,8;8,6 et 13,6 HzzpH 1,52 (1H ;ddd ; J=5,5; 8,4 et
13,6 Hz; Hy) ; 1,81 (1H; m; H) ;4,02 (1H ;ddd ; J=1,5; 4,8 et 8,4 Hz;) H9,58 (1H ; d ;
J=15Hz;H)

RMN *°C (100 MHz, CQOD) 3 : - 5,0 (G ; — 4,5 (Gb) ; 18,3 (G) ; 21,8 (Gy) ; 23,4 (Gp) ;
23,6 (G); 25,7 (G) ;41,4 (G); 76,3 () ; 204,3 (Q)

HRMS : m/z : (M+Na+MeOH) théorique : 285,1862 ; mesuré : 285,1855.
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Synthese du 2-hydroxy-4-methylpentanalK)-29 et (S)-29

OH
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Formule Brute : CgH,,0,
Masse Moléculaire : 116,16

A une solution du composB)t28 ou (9-28 (1 g ; 4,3 mmol) dans le THF anhydre (45
mL) placée a 0 °C est lentement ajouté 5,4 mL d'wswution de fluorure de
tétrabutylammonium a 1M dans le THF (5,4 mmol 5168.). Le milieu réactionnel est laissé
sous agitation a 0 °C pendant 2 heures. La réaesbsauivie par CCM (cyclohexane / acétate
d’éthyle : 7/ 3).

Une fois la réaction terminée, 30 mL d’une solutie NaCl saturée sont ajoutés dans
le milieu réactionnel. Le milieu réactionnel estrait trois fois avec 50 mL d’éther. Les
phases organiques sont réunies, séchées sur )p8i® évaporées sous pression réduite. Le
composeé R)-29 (344 mg ; 2,94 mmol) est obtenu sous la forme d'cine blanche avec un
rendement de 68 %. Le compoS§E-29 (320 mg ; 2,74 mmol) est obtenu sous la forme d’une
cire blanche avec un rendement de 64 %.

Compte tenue de l'instabilité des aldéhydebydroxylés en général, ce produit sera
utilisé directement en solution pour I'étape suteast donc caractérisda la réaction avec la
TK.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 7 / 3) = Q(\&hilline)
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Synthése de I'acide 2-hydroxy-4-(methylthio)butan@jue (R)-30 et (S)-30

OH OH
HO._, > LS Ho., ) LS
Y s s
O (ry30 O (s)30

Formule brute: CzH1703S
Masse moléculaire: 150,04

- (R)-30: Dans un ballon de 2 L, 25 g (167,6 mmol) de Dhiodine sont dissous
dans un mélange de 651,5 mL d’eau distillée et 18,5d’acide sulfurique concentré. La
solution obtenue est placée sous agitation dafmumde glace (0 a — 5 °C). Une solution de
nitrite de sodium (34,5 g ; 0,5 mol ; 225 mL d’eas} lentement ajoutée (2 a 3 heures). Aprés
l'addition de la solution de nitrite de sodium, téaction est laissée sous agitation a
température ambiante pendant 20 heures. Une foé&atdion terminée, le milieu réactionnel
est saturé par ajout de NaCl avant d’étre extraat aine fois 500 mL, puis deux fois 250 mL
d’éther. Les phases organiques sont réunies, ladées fois avec 50 mL d’une solution
saturée de NaCl, séchées sur MgStdis évaporées sous pression réduite. Le résithno

(composéR)-30; 4,45 g) sera utilisé dans I'étape suivante gamigication.

- (9-30: Dans un ballon de 500 mL, 10 g (67 mmol) de Llifnohine sont dissous
dans un mélange de 162,5 mL d'eau distillée etrdl5d’acide sulfurique concentré. La
solution obtenue est placée sous agitation dafmmumde glace (0 a — 5 °C). Une solution de
nitrite de sodium (13,9 g ; 0,2 mol ; 125 mL d’eas} lentement ajoutée (2 a 3 heures). Apres
'addition de la solution de nitrite de sodium, téaction est laissée sous agitation a
température ambiante pendant 20 heures. Une fo&atdion terminée, le milieu réactionnel
est saturé par ajout de NaCl avant d’étre extraat aine fois 200 mL, puis deux fois 100 mL
d’éther. Les phases organiques sont réunies, layées fois avec 30 mL d’une solution
saturée de NaCl, séchées sur MgStdis évaporées sous pression réduite. Le résithno
(composé H-30; 2,41 g) sera utilisé dans I'étape suivante ganiication.
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Synthése du 2-hydroxy-4-(méthylthio)butyrate d’éthye rac-31

OH

Formule Brute : C;H,,05S
Masse Moléculaire : 178,25

A 4,5 g (26,6 mmol) d’acide 2-hydroxy-4-(méthytilbutyrique (sous forme de sel de
calcium) sont ajoutés 250 mL d’éthanol absolu, 880 de chloroforme et 18 g de résine
acide Amberlyst 15. Le milieu réactionnel est chauffé & 85 °C saggation pendant 24
heures. Les vapeurs étant continuellement conder@stravers du tamis moléculaire activé 4
A avant de retourner dans le milieu réactionnelrdaxtion est suivie par CCM.

Une fois la réaction achevée, le milieu réactibrest filtré sur verre fritté (avec
célite). Le filtrat obtenu est évaporé sous pressémluite. Le composeéc-31 (4,67 g ; 26,2

mmol) est obtenu sous forme d’'un liquide transla@stec un rendement de 98 %.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 5/ 5) = Qmblybdate de cérium)
RMN *H (400 MHz, CDC}) 6: 1,25 (3H;t;J=7,1Hz ;H; 1,90 (1H ; td ; J = 7,8 Hz et
14,1 Hz ; Hy) ;2,05 (4H ;m; B+ H3) ;2,59 (2H; m; H) ;3,4 (1H;s;0OH) ;42 (2H; q;

J=71Hz;H;425(1H;dd;J=3,9et 7,8 Hz 3)H

RMN **C (100 MHz, CDC}) &: 14,15 (G) ; 15,40 (G); 29,57 (G); 33,32 (G); 61,81
(Ce) ;69,17 (@) ; 174,87 (@)

HRMS m/z : (M+Nay) théorique : 201,0561 ; trouvée : 201,0574
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Synthése du 2-hydroxy-4-(méthylthio)butyrate d’éthye (R)-31 et (S)-31

OH OH
7 o z 4 5 7 o 4 5
N \I1]/2\/\S/ N 1,75 S/
6 3 6 3
(0] (R)-31 0] (S)-31

Formule Brute : C;H,405S
Masse Moléculaire : 178,25

- (R)-31: le composéR)-30 (4,45 g) est solubilisé dans un mélange de 200deL
chloroforme et de 400 mL d’éthanol absolu auxqseist ajoutés 5 g d’Amberlystl5. Le
milieu réactionnel est chauffé a 85 °C sous agitapendant 24 heures. Les vapeurs étant
continuellement condensées a travers du tamis malée activé 4 A avant de retourner dans
le milieu réactionnel. La réaction est suivie p@N Une fois la réaction achevée, le milieu
réactionnel est filtré sur verre fritté (avec @litAprés évaporation sous pression réduite, le
résidu obtenu est purifié par chromatographie slirdg silice éclair (cyclohexane / acétate
d’éthyle : 8 / 2). Le composd)-31 (2,1 g; 11,7 mmol) est obtenu sous forme d’unitiqu

translucide avec un rendement de 7 %.

- (9-31: le composé-30 (2,41 g) est solubilisé dans un mélange de 100deL
chloroforme et de 150 mL d’ethanol absolu auxqseist ajoutés 2 g d’Amberlystl5. Le
milieu réactionnel est chauffé a 85 °C sous agitapendant 24 heures. Les vapeurs étant
continuellement condensées a travers du tamis mlalée activé 4 A avant de retourner dans
le milieu réactionnel. La réaction est suivie p@N Une fois la réaction achevée, le milieu
réactionnel est filtré sur verre fritté (avec @litApres évaporation sous pression réduite, le
résidu obtenu est purifié par chromatographie slirdg silice éclair (cyclohexane / acétate
d’éthyle : 8 / 2). Le compog®)-31 (2,47 g ; 13,9 mmol) est obtenu sous forme d’unidlg

translucide avec un rendement de 21 %.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 8 / 2) = Qi3®Blybdate de cérium)

[e]o?: (R-31:+6,9° (c =1,2; CHG) ; (9-31:-7,1° (c=1,1 ; CHG)

RMN H (400 MHz, CDC4) &: 1,25 (3H; t; J=7,1Hz ; $; 1,90 (1H ; td ; J= 7,8 Hz et
14,1 Hz; Hy);2,05(@4H;m; B+ Hsy) ;259 2H; m;H);3,4(1H;s; OH);42(2H; q;
J=7,1Hz;H);425(1H;dd;J=39Hzet 7,8 Hz3)H

RMN **C (100 MHz, CDC}) &: 14,15 (G) ; 15,40 (G); 29,57 (G); 33,32 (G); 61,81
(Ce) ; 69,17 (Q) ; 174,87 (Q)
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Synthese du (2-hydroxy-4-(méthylthio)butyrate d’étlylerac-32, (R)-32 et (S)-32

e s o o Sl

7 o 0 7 o
0 / o_ . A LS Lo LA
O \/ WS N N2 S
6 3 3 6 3

o rac-32 o (R)-32 o (S)-32

Formule Brute : C;H,305SSi
Masse Moléculaire : 292,51

- rac-32: A une solution du compos@ac-31 (5,4 g; 30,3 mmol) et d'imidazole (4,12 g;
60,6 mmol ; 2 éq.) dans le GEl, anhydre (100 mL), est ajouté une solution de cintode
ter-butyl-diméthylsilyle (6,86 g ; 45,5 mmol ; 1,5 dans le CHCI, anhydre (50mL).

- (R)-32: A une solution du compogR)-31(1,8 g ; 10,1 mmol) et d’'imidazole (1,46 g ; 21,4
mmol ; 2 éq.) dans le GBI, anhydre (35 mL), est ajouté une solution de chéudeter-
butyl-diméthylsilyle (2,41 g ; 16 mmol ; 1,5 éqareés le CHCI, anhydre (15 mL).

- (9-32: A une solution du compod&)-31 (2,47 g ; 13,9 mmol) et d'imidazole (1,89 g;
27,8 mmol ; 2 éq.) dans le GEl, anhydre (40 mL), est ajouté une solution de chéde
ter-butyl-diméthylsilyle (3,14 g ; 20,9 mmol ; 1,5 dans le CHCI, anhydre (20 mL).

Apres l'addition, le milieu réactionnel est laisgée nuit sous agitation a reflux du
CH.Cl,. La réaction est suivie par CCM. Une fois la riactachevée, le milieu réactionnel
est lavé trois fois avec une solution saturée d€INbBa phase organique est séchée sur
MgSQOy, puis évaporée sous pression réduite. Le résitknalkest purifié par chromatographie
sur gel de silice éclair (cyclohexane / acétatéhgle : 95 / 5). Les composéac-32 (7,98 g ;
27,3 mmol), R)-32 (2,16 g ; 7,37 mmol) e§-32 (3,24 g ; 11,1 mmol) sont obtenus avec des
rendements respectifs de 90, 73 et 82 % sousr@efdiun liquide incolore.

CCM : Rf (cyclohexane /acétate d’éthyle : 8 / 2) = Qi®®lybdate de cérium)

[a]o™: (R)-32: +40,7° (c = 1,3 ; CHG) ; (9-32: - 40° (= 1,6 ; CHG)

RMN *H (400 MHz, CDC}) 8: 0,06 (3H ;s ; kgt) ; 0,08 (BH ;s ; Ig) ;0,89 (9H ; 1s : k) ;
1273H;t;J=74;1;1982H; m;H) ;209 (3H;s;H;258(2H;t;J=7,4Hz;
Hi3);4,18(2H; m;J=7,1Hz; Hd;4,32(1H ;dd;J=5,3 et 6,8 Hz 3)H

RMN **C (100 MHz, CDC}) &: -5 (G ; — 4.6 (Gp); 14,19 (G) ; 15,24 (G) ; 18,25 (G) ;
25,70 (Go) ; 29,70 (G) ; 34,33 (G) ; 60,82 (@) ; 70,67 (G) ; 173,48 (GQ)

HRMS m/z : (M+Na) théorique : 315,1426 ; trouvée : 315,1436 (déteémisur le produit
rac-32)
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Synthese du 2-Gerbutyldiméthylsilyl-4-(méthylthio)butyraldéhyde
rac-33, (R)-33 et (5)-33

7 7
- ></ s
8 /SI\O 8 / \o 8 /SI\O
6 9 6
o 4 5 o z 5 o 4 5
\1 2 : S/ \1/2\/\8/ \1 2 : S/
rac-33 (R)-33 (5)-33

Formule Brute : C4,H,40,SSi
Masse Moléculaire : 248,46

- rac-33: A une solution du composéc-32 (8 g; 27,3 mmol) dans le GAI, anhydre
(200mL) placée a — 78 °C, sont lentement ajoutésmdld’'une solution d’hydrure de

diisobutylaluminium a 1M dans le GAl, (41 mmol ; 1,5 éq.).

- (R-33 et (9-33: A une solution du compos®)(32 et (9-32 (2 g ; 6,83 mmol) dans le
CH.Cl, anhydre (50 mL) placée a — 78 °C sont lentememités 8,9 mL d’'une solution
d’hydrure de diisobutylaluminium a 1M dans le £H (8,9 mmol ; 1,3 €q.).

La réaction est laissée a — 78 °C sous agitagoalant une nuit. La réaction est suivie
par CCM. Une fois la réaction terminée, 20 mL (5)me méthanol sont ajoutés au milieu
réactionnel. Apres retour a température ambiartt@, 2L (50 mL) d’'une solution saturée de
NH,4CI sont ajoutés et le milieu réactionnel est lasgés vive agitation durant 30 minutes.
L’extraction est réalisée avec trois fois 100 mls (@L) d’acétate d’éthyle. Les phases
organiques sont séchées sur Mg$@ant d'étre évaporées sous pression réduiteésidu
obtenu est purifié par chromatographie sur gelildm f£clair (cyclohexane / acétate d’éthyle :
98/ 2). Les composéac-33 (5,3 g; 21,3 mmol),R)-33(1,39 g ; 5,58 mmol) e§-33 (1,35
g ; 5,43 mmol) sont obtenus avec des rendemerisatifs de 78, 82 et 80 %

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 98 / 2) =8Qimolybdate de cérium)

[o]o?t: (R)-32: +28,8° (¢ = 1,3; CHG) ; (9-32: — 28,2° (c = 1,6 ; CHG)

RMN *H (400 MHz, CDC}) 5: 0,08 (3H ;s ;) ;0,09 (BH;s;k); 0,92 (9H ;s kg ; 1,94
(2H;ddd;J=1,2;6,8et13,2Hz3)H203(3H;s;kB ;249 (2H; m;J=6,8et14,0Hz
:Hg) ;4,05 (QH ;td ; J=6,0 Hz ;JH; 9,59 (1H ;d ; J = 0,8 Hz,.H

RMN *3C (100 MHz, CDC}) &: -4,96 / -4,64 (2 ) ; 14,94 (G) ; 18,12 (G) ; 25,72 (3 Q) ;
29,04 (G) ; 32,21 (G) ; 75,81 (Q) ; 203,33 (G)

HRMS m/z : (M+Na) calculée : 249,1345 ;: mesurée : 249,1354 (détéengur le produit
rac-33)

214



Synthese du R)-2-hydroxy-4-(méthylthio)butanal (R)-34 et (S)-34

OH OH
= 4 5 4 5
OW -~ O -~
S S
1 3 1 3
(R)-34 (S)-34

Formule Brute : C5H,(0,S
Masse Moléculaire : 134,20

A 250 mg de compog®)-33 ou (S)-33 (1 mmol), sont ajoutés 5 mL d’eau distillée et
500 mg de résine Dowex'HLe milieu réactionnel est laissée sous agitadi@® °C pendant

une nuit. La réaction est suivie par CCM (cyclohmexAacétate d’éthyle : 5/5).

Une fois la réaction terminée, la résine est éléuipar filtration sur verre fritté et
rincé 3 fois avec 1 mL d’eau distillée. On ajustevblume final a 10 mL afin d’obtenir une

solution a 100 mM (théorique) et le pH de la solutést ajusté a 7 par ajout de soude 1N.

Compte tenue de l'instabilité des aldéhydebydroxylés en général, ce produit sera
utilisé directement en solution pour I'étape suteagt donc caractériséa la réaction avec la
TK.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 5/5) = 0 Mdn({lline)
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Synthese du R)-2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)propanoate d’éthyle 35

Formule brute: C;oH,,03Si
Masse moléculaire: 218,13

Dans un ballon monocol, 15,56 g de méthyl lacmaemercial (15 mmol) sont
dissous dans 40 mL de dichlorométhane anhydrg(3R gnmol, 2 éq.) d'imidazole sont alors
ajoutés. Dans un autre ballon sont dissous 3,4 ghtteure de terbutyldiméthylsilyl (22,5
mmol, 1,5 éq.) dans 20 mL de dichlorométhane arghy@ette derniére solution est ensuite
ajoutée goutte a goutte a la premiere solutionngpéeature ambiante et sous agitation. Le
mélange résultant est alors chauffé a reflux la. ue mélange est alors filtré puis la phase
dichlorométhane est lavée 4 fois avec une solgatarée de chlorure de sodium. La solution
est séchée sur MgSO4 puis filtrée et évaporée wdes Le produit obtenu est alors purifié
par chromatographie éclair (cyclohexane / acétatbyle : 1 / 1). 29,8 g de compo3B sont

obtenus (rendement : 95 %).
RMN 'H (400 MHz, CDC}) &: 0,06 (3H ;s ; ) 0,08 (3H;s; k) : 0,89 (9H: 1s: b ;

131 (1H;d;J=6,8Hz ;41;3,63(BH ;s; K ;4,28(1H;q;J=6,8Hz ;M
Le spectre de RMRH est en accord avec celui de la littérature.
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Synthese du R)-2-((tert-butyldimethylsilyl)oxy)propanal 36
6 6
>5< A
6 Si__
4/ O
O\/k

1 3

Formule Brute : CgHyq0,Si
Masse Moléculaire : 188,34

Dans un ballon monocol de 500 mL sous atmosphargah sont introduit duR)-2-
(tert-butyldimethylsilyloxy)propanoate de methyle5,46 g; 0,025 mol) et du
dichlorométhane anhydre (250 mL) puis le ballonregbidit a — 70 °C. Ensuite une solution
de DIBAL 1M (32,7 mL ; 0,0327 mol ; 1,3 éq.) estddmnnée goutte a goutte a I'aide d’'une
seringue. L'avancement de la réaction est suivi@@Mm en utilisant un mélange pentane /
éther 99 / 1 comme éluant et une solution de KMo@mme révélateur. La réaction est
terminée apres 2 heures d’agitation a — 70 °C.

Une solution de NKCI saturé (5 mL) est ajoutée lentement a I'aidend’seringue et
le mélange est agité en laissant remonter la teatyréra I'ambiante. Un précipité de couleur
blanche est formé. Le mélange est filtré, puisolés est rincé a I'eau et au QEl,. Aprés
extraction, la phase organique est séchée sur NgB8fres évaporation sous pression
contrblée de 300 torr (le produit final est vokljlle produit est purifié par chromatographie
sur gel de silice flash (pentane / éther : 99 /L#&).produit obtenu est une huile visqueuse

légerement jaunéatre (m= 1,87 g ; rendement : 40 %).

CCM : Rf (pentane / éther : 99/ 1) = 0,3 (KMy)O

RMN *H (400 MHz, CDC}) 5:9,61 (d;J=1,3Hz ; 1H ;1H; 4,09 (dq ; J =1,3; 6,9 Hz ;
1H; H) ;1,26 (d;J=6,9Hz; 3H ;#; 0,92 (s ; 9H ; 3kkt+3Hs,+3Hsc) ; 0,1 (S ; 3H ; H) ;
0,09 (s; 3H ; k).

Le spectre de RMRH est en accord avec celui de la littérature.
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Syntheése du (R)-2-hydroxypropanal 37
OH

O\J\

1 3

Formule brute: C3HgO,
Masse moléculaire: 74,04

A 600 mg du composg6 (3,1 mmol) sont ajoutés 18,6 mL d'eau distillé8d,atg de
Dowex H'. La réaction est suivie par CCM (pentane / étHg9 7/ 1 ; KMnQ). Aprés 12
heures de réaction a 30 °C, la résine est élinpaédiltration sur verre frité et rincée avec un
minimum d’eau. Le volume du filtrat est amené an@i2par ajout d’eau distillée et le pH est
ajusté a 7,6 par ajout de soude 3N.

Compte tenue de l'instabilité des aldéhydebydroxylés en général, ce produit sera
utilisé directement en solution pour I'étape suteast donc caractérisda la réaction avec la
FSA.

218



Syntheése du (5-amino-2,2-diméthyl-1,3-dioxan-5-yl)éthanol 38

Formule Brute : C;H5NO;
Masse Moléculaire: 161,20

Le chlorhydrate du 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3moediol (25,0 g; 159,0 mmol ;
1,0 éq), le 2,2-diméthoxypropane (23,4 mL; 19,9 11,0 mmol; 1,2 éq) et l'acide
paratoluenesulfoniqgue monohydraté (1,5 g ; 8,0 mn@Dd5 éq) sont introduits dans 90 mL
de DMF fraichement distillé. Le mélange est laisséis agitation pendant 40 heures a
température ambiante sous atmosphére d’argon.idtayliamine (1,4 mL; 1 g; 9,6 mmol ;
0,06 éq) est ajouté puis le milieu est laissé smgigation pendant 10 min a température
ambiante. Le DMF est enlevé par distillation (65/°86 torr). Au brut réactionnel (obtenu
sous forme d’une gomme jaune) sont ajoutés 100 ‘atéthte d’éthyle contenant 22 mL de
triethylamine (15,9 g; 156,5 mmol, 1,0 éq). Le amgle est trituré jusqu'a I'obtention d’'un
précipité blanc (chlorhydrate de triethylamine).régajout de 200 mL d’acétate d’éthyle, le
mélange est laissé sous agitation pendant 10 nsinéeprécipité est filtré sur verre fritté et
le solvant est évaporé sous pression réduite. loepoeé38 (m = 31 g) est obtenu sans

purification sous la forme une huile visqueuse §#rm

CCM : Rf (dichlorométhane / méthanol : 8 / 2) = 0,5 [wyidrine)

RMN *H (400 MHz, CDC}) 8:1,40 (3H ;s &) ;1,43 (3H ;s : k) ; 2,84 (3H ; se ; OH-
NH,) ;3,50 2H;s; k) ;355 (2H;d;J=116Hz ;3§ ;3,77 (2H ;d ; J = 11,6 Hz ;3

RMN °C (100 MHz, CDC}) &: 22,2 (Go) ; 24,8 (Gy) ; 50,2 (G) ; 64,5 (G) ; 67,1 (G) ;
98,4 (G)
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Synthese du 2,2-diméthyl-1,3-dioxan-5-one_39

Formule Brute : CgH1¢0;
Masse Moléculaire : 130,14

A 15,5 g de compos88 sont ajoutés 110 mL d’eau distillée et 17,2 g déRO,
(126,25 mmol ; 1,6 éqg). Une solution aqueuse deON#B80 mL; 0,5 M; 2,4 éq) est
additionnée au goutte a goutte, a l'aide d'une angpale coulée, en maintenant la
température du milieu réactionnel entre 5 et 10L°&ddition se fait sur une durée de 1 h, un
précipité blanc se forme pendant I'addition. Le anée est agité pendant 1,5 h a une
température de 5 °C. Le précipité est filtré surevdritté et le compos89 est extrait de la
solution aqueuse avec du &k (17 x 60 mL). Les phases organiques sont regreupes
séchées sur MgSOAprés évaporation du solvant, le produit estfupar chromatographie
sur gel de silice flash (pentane / éther : 7 L8)produit obtenu est un liquide incolore (m =
6,56 g ; rendement : 60 %).

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 7 / 3) =@dnilline)

RMN *H (400 MHz, CDC}) 81,45 (6H ; s ; k) ; 4,15 (4H ; s ; b)

RMN 3C (100 MHz, CDC4) 3 : 23,4 (G) ; 66,7 (G) ; 100,0 (G) ; 207,9 (G)
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Obtention du 2,2,10,10-tetramethyl-1,3,6,9,11,13-kaoxadispiro[4.2.4.2]tetradecane 40

(0)an ) \
0]
OX
Formule brute: C,,H5,0¢
Masse moléculaire: 260,13

Ce produit a été obtenu en tant que sous praatgitde la synthése du comp&®

RMN *H (CDCl, 400 MHz)3 : 1,44 (6H ; s); 1,50 (6H ; ) ; 3,62 (2H ; d $11,7 H2) ;
3,73(2H;d;J=9,3Hz);4,03(2H;d;J=8B2 ;4,16 (2H ;d;J=115Hz)

RMN C (CDCk, 100 MHz)5 : 26,3 ; 26,7 ; 65,4 ; 75,0 ; 100,4 ; 112,1.
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Synthese du §)-4-((S)-1-hydroxy-3-methylbutyl)-2,2-dimethyl-1,3-dioxanb-one 41

Formule Brute : C{1{H5q0,4
Masse Moléculaire : 216,27

A une solution de compog9 (3 g ; 20,3 mmol ; 1,75 éq) dans le DMF anyhd@ (1
mL) sont ajoutés 1 g d’isovaléraldehyde (11,6 mmbléq) et 400 mg de L-proline (3,5
mmol ; 0,3 €q). Le milieu réactionnel est laiss@ssagitation pendant 90 heures a 4 °C (la
réaction est effectuée en chambre froide).

Une fois la réaction terminée, le milieu réactidnast lavé avec une solution de
NH4CI demi-saturée (10 mL) et de l'acétate d’éthyle (iL). La phase aqueuse est extraite
avec de l'acétate d’éthyle (3 x 15 mL). Les phamgsniques sont réunies, lavées avec une
solution aqueuse de NaCl saturée et séchées subM@Ppres évaporation des solvant sous
pression réduite, le résidu obtenu est purifié glaomatographie sur gel de silice flash
(cyclohexane / acétate d’éthyle : 9/ 1).

Le composétl (1,2 g; 5,55 mmol) est obtenu sous la forme d’hoie visqueuse

Iégerement jaunatre avec un rendement de 50 %.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 7 / 3) = @anilline)

RMN 'H (400 MHz, CDC}) 8: 0,91 (3H; d; J=6,4 Hz;4); 0,94 (3H; d; J=6,8 Hz;
Hz) ; 1,33-1,51 (2H; m; KHsp) ; 1,44 BH ;s k) ; 1,47 BH ;s ; k) ; 1,87 (1H ; m;

Hg) ;3,96 (AH ; m ; K) ;4,02 (1H;d;J=176Hz ;1) ;3,99 (1H;dd;J=1,6;6,5Hz;
Hs) ;4,17 (1H;dd;J=1,6; 17,6 Hz 3J{

RMN 'C (100 MHz, CDC}) 3: 21,4 (G») ; 23,4 (G ; 23,7 (Gv) ; 23,8 (Gv) ; 24,0 (Q) ;
41,1 (G) ; 66,7 (G) ; 68,8 (G) ; 76,5 (G) ; 100,9 (G) ; 210,9 (G)

222



Obtention du 5'-Hydroxy-2,2,2',2'-tetramethyl-[4,5']bi[[1,3]dioxanyl]-5-one 42

Formule Brute : C12H2006
Masse Moléculaire : 260,28

Ce produit a été obtenu en tant que sous praotgitde la synthése du compdde

RMN 'H (CDCk, 400 MHz)$ : 1,40 ; 1,44 ; 1,46 ; 1,47 (12H ; 4s HHs) ; 2.85 (1H ; se ;
OH);364(1H;dd;J=11,7;08Hzsd; 3,83 (1H;dd;J=12,1;0,8Hz 4 ; 3,99
(AH;d;J=172Hz;H) ;4,02(1H;dd;J=11,7;12Hz sy ;4,11 (1H;dd;J=12,1;
12Hz; By);4,25(QH;dd;J=17,2;1,4Hz 3}1; 4,46 (1H ;d ;J=1,3 Hz ;g

RMN **C (CDCk, 100 MHz)8 : 23,3 ; 23,4 : 23,7 ; 24,0 (2@t 2 G); 64,6 ; 65,3 (G et
Cs),67,4(G) ;688 (G),; 74,0 (G); 98,5, 101,2 (et G); 207,5 (GQ).
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Synthese de 'éthanethioate de 3-oxopropyle 43
o
1 3 )I\
OMS 4

2 5

Formule Brute : CsHgO,S
Masse Moléculaire: 132,18

Sous atmosphére d’argon, 7,5 mL d’acide thioacétid®5 mmol ; 1,4 ég.) sont tres
lentement additionnés a 5 mL d’acroléine (75 mmbEp.) placée a — 10 °C. Le mélange est
laissé sous agitation pour la nuit en laissant reerda température a 'ambiante. Apres une
purification par distillation sous pression redyi®2 °C / 14 torr), le compost (6 g ; 45,4

mmol) est obtenu sous la forme d’une huile incoborec un rendement de 60 %.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 7 / 3) = Q)&milline + UV)

RMN 'H (400 MHz, CDC}) &: 2,31 (3H;s; k) ;2,78 (2H ; td ; J = 0,9 et 6,8 Hz »)H
3,09(2H;t;J=6,8Hz;$§;9,73(AH;t;I=0,9Hz ;N

RMN 3C (100 MHz, CDC4) : 21,6 (G) ; 29,7 (G) ; 43,8 (G) ; 195,6 (G) ; 199,9 (G)

224



Obtention du S-(3-acetylsulfanyl-1-hydroxy-propyl) ester de I'actle thioacétique_44

(0] OH (0]
" 1 1
2" "S 2 S 2

Formule Brute : C;H,05S,
Masse Moléculaire : 208,02

Ce produit a été obtenu en tant que sous praotgitde la synthese du compds&:

RMN *H (CDCk, 400 MHz)3(ppm) : 1,94 (1H ;m; b)) ;2,05 (1H; m; k) ; 2,29 (6H ; s ;
Hy, Hyx);295(2H;m; H) ;556 (1H;dd;J=8;4,4Hz 3yH

RMN C (CDCk, 100 MHz)5(ppm) : 25,4 (@) ; 30,5 (G) ; 30,6 (G) ; 34,3 (Q) ; 77,1
(Cy) ;1945 (G); 198,3 (G).
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Synthése de I'éthanethioate de
(9)-3-((9)-2,2-dimethyl-5-o0x0-1,3-dioxan-4-yl)-3-hydroxypropyle 45

o OH o

Formule Brute : C14H,305S
Masse Moléculaire : 262,32

A une solution de compos$® (4,50 g ; 35 mmol ; 1,2 éq.) dans le DMF anhy@® (
mL) sont ajoutés 3,85 g de compak®(30 mmol ; 1 éq.) et 1 g de L-proline (9 mmol3 0,
€q). Le milieu réactionnel est laissé sous agitagiendant 90 heures a 4 °C (la réaction est
effectuée en chambre froide).

Une fois la réaction terminée, le milieu réactidnast lavé avec une solution de
NH4CI demi-saturée (10 mL) et de l'acétate d’éthyle (iL). La phase aqueuse est extraite
avec de l'acétate d’éthyle (3 x 15 mL). Les phamgsniques sont réunies, lavées avec une
solution aqueuse de NaCl saturée et séchées subMgfres évaporation des solvants sous
pression réduite, le résidu obtenu est purifié glaomatographie sur gel de silice flash
(cyclohexane / acétate d’éthyle : 9/ 1).

Le composél5 (1,97 g; 7,5 mmol) est obtenu sous la forme d’hoie visqueuse

Iégerement jaunatre avec un rendement de 25 %.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 7 / 3) = @ahnilline + UV)
RMN *H (400 MHz, CDC§) 5: 1,41 (3H : s ; hba ; 1,45 (3H ;s : khy) ; 1,83 (4H ;:m ; K) ;
232@BH;s;H);297-309(2H ;m;§;392(1H; m; ) ;400 (1H;d;J=17,4 Hz;

Hig;(AH;dd;J=12;6,4Hz ;3H; 4,23 (1H;dd;J=1,2; 17,4 Hz ;]

RMN *°C (100 MHz, CDC}) &: 23,6 (Gos) ; 23,8 (Gop) ; 25,0 (G) ; 30,7 (G) ; 32,3 (G) ;
66,7 (G) ; 69,2 (G); 75,9 (@) ; 101,1 (@) ; 196,3 (G) ; 210,7 (Q)

HRMS m/z : (M+Na) calculée : 285,0773 ; mesurée : 285,0771
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Synthese du 2-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-thiopyran-2,3,4-triol 47

3
OH
Formule brute: CgH{,0,4S
Masse moléculaire: 180,05

Ce produit a été obtenu en tant que sous prodaits(la forme de deux anomeres
numerotés n pour I'un et n’ pour l'autre) lors deslynthése du compoggapres passage en

milieu acide (Dowex ) de l'intermédiaire non caractérigé.

RMN 'H (CD;OD, 400 MHz)5 : 1,82 — 2,00 (3H ; m ; 44 + Hsa+ Hew) ; 2,14 — 2,20 (1H ;
m; Hsp) ;2,37 (1H ;td ; J =14 et 4,4 Hz ;2,45 (1H ; td ; J=4 et 13,2 Hz 54} ; 2,88
(AH;m; Hyp);307(AH; m; K);353(1H;d;J=116Hz ;1§ ;3,57 (1H;d;J =116
Hz ; Hyp) ;3,66 (1H ;d ;J=11,2Hz ;3i) ; 3,73 (1H ;d ;J=2,8Hz ;) ;3,77 (1H ;d ; J =
11,6 Hz ; Hy) ; 3,86 (2H ; m ; H+ Hy) ; 4,02 (1H ; m; B

RMN *C (CD;OD, 100 MHz)5 :21,0;24,3;30,4;35,4;67,3;68,3;6%8,5; 87,2

HRMS m/z : (M+Na) calculée : 203,0354 ; mesurée : 203,0367
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Synthese de 'éthanethioate de &4S)-3,4,6-trihydroxy-5-oxohexyle 48

(o] OH (o]
“Ow)zjw/!\% J\
: S5
OH

Formule Brute : CgH,05S
Masse Moléculaire : 222,26

A une suspension du compo$® (800 mg ; 3,05 mmol) dans I'eau distillé (30 mL)
sont ajoutés 800 mg de Dowex’ H.e milieu réactionnel est laissé sous agitation a
température ambiante. La réaction est suivi par GSMlohexane / acétate d’éthyle : 7 / 3).

Une fois la réaction terminée, la résine est élguaipar filtration sur verre fritté et le
filtrat obtenu est évaporé sous pression réduifged\ évaporation de I'eau, le compds
(650 mg ; 2,92 mmol) est obtenu sans purificatimmsda forme d’une huile incolore avec un

rendement de 96 %.

CCM : Rf (dichlorométhane / méthanol : 9/ 1) = 0,45n{llme + UV)

[a]p?=—35,9° (c = 1,7 ; MeOH)

RMN *H (400 MHz, CDC}) 8: 1,75 (2H:m: K : 231 (BH;s; k) ;2,90 (A1H;: m; K ;
3,07(1H ; m ; Ky ;3,79 (1H; m; H) ;407 (AH;d;J=56Hz;#; 440 (1H;d; J =

19,2Hz ;Hy) ;4,50 (1H ;d ; J =19,2 Hz ;1)

RMN *3C (100 MHz, CDCH) 5: 26,5 (G) ; 30,5 (G) ; 33,6 (G) ; 68,1 (G) ; 72,8 (G) ; 79,5

HRMS m/z : (M+Na) calculée : 467,1022 ; mesurée : 467,1016
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Synthese de I'éthanethioate de 84S)-3,4,6-trihydroxy-5,5-dimethoxyhexyle 49

9 10
MeO OMe OH o
2 ~ 4 6 S 7
E 8
OH

Formule Brute : C4oH200¢S
Masse Moléculaire : 268,33

Le produit48 (780 mg ; 3,51 mmol ; 1 éq) est dissout dansHafdrmiate de méthyle
(7,8 mL; 7,57 g; 71,30 mmol ; 20,3 éq) puis deide paratoluénesulfonique monohydraté
(67 mg; 0,35 mmol; 0,1 éq) est ajouté. La réactest agitée pendant 3 heures sous
atmosphere d’argon. Ensuite de la triethylamine2 % ; 37 mg ; 0,36 mmol ; 0,101 éq) est
ajouté. L'orthoformiate de méthyle est évaporé peiiggsidu est purifié par chromatographie
sur gel de silice flash (cyclohexane / ACOEt : B./Le produit49 est obtenu sous la forme

d’une huile incolore (570 mg) avec un rendemert@&s.

CCM : R (cyclohexane / acétate d’éthyle : 7/3) = 0,6 (Nizvei + UV)

RMN *H (CDChk, 400 MHz)8 :2,01 (1H:m;K) ;220 (1H: m; k) :232BH: sk ;
295(1H;m; Ky ;3,07(IH; m; k) ;3,19 3H;s;k);3,32(3H;s; ;3,80 (1H;d;
J=116Hz;H); 3,85(1H;d;J=10,4Hz;:H;4,15(1H; m; H); 430 (AH ;d;J =27

Hz ; Ha).

RMN *°C (CDCk, 100 MHz)3 : 26,5 (G) ; 27,5 (G) ; 30,6 (G) ; 50,0 (G) ; 50,8 (Go) ;
64,3 (Q) ;72,2 (Q); 77,7 (G) ; 93,5 (@) ; 195,6 (G).
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Synthese de (8,4S)-2,2-diméthoxy-6-(méthylthio)hexane-1,3,4-triol 50

9 9
MeO OMe GH

HO
2 > 4 S

OH

Formule Brute : CgHyg05S
Masse Moléculaire : 240,32

Le produit49 (418 mg ; 1,56 mmol ; 1 éq) est dissout dans E(@¥HmL), ensuite est
ajouté NaOH (2M ; 7,52 mL). Le milieu réactionnst agité pendant 5 minutes et I'iodure de
meéthyle (195 pL ; 442 mg ; 3,12 mmol ; 2 éq.) ektiBonné au goutte a goutte. La réaction
est agitée pendant une nuit. Ensuite une solutmurewse de NaCl saturée (10 mL) et
NaS,0s5(5) (148 mg ; 0,78 mmol ; 0,5 éq.) sont ajoutés prisilieu est extrait a '’AcCOELt (3 x
25 mL). Les phases organiques sont réunies, seséddgSQ puis le solvant est évapore.

Le produit50 (800 mg) est utilisé tel quel pour I'étape suieant

CCM : R (cyclohexane / acétate d’éthyle : 7 / 3) = 0,6{Niae)

RMN *H (CDs;OD, 400 MHz)3 : 2,04 (1H :m ;K. ;2,06 3H:s:H ;2,16 (IH: m; k) ;
257(AH;m;Hy);263(1H;m;K) ;3,18 3BH;s;;3,31(3H;s;k);3,74(1H;d;
J=116Hz; k) ;385(1H;d;J=112Hz ;15 ;420(1H; m; W) ;430(1H;d;J=4

Hz ; Hy).

RMN °C (CDs0D, 100 MHz)5 : 15,4 (G) ; 28,3 (G) ; 32,2 (G) ; 48,4 (G+ Cy) ; 65,5 (G)
, 74,5 (G) ; 79,2 (G) ; 95,0 (G) ; 93,5 (G).
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Synthese du (E)-5-methylhex-2-enoate d’éthyle 51

Formule Brute : CgH,50,
Masse Moléculaire : 156,22

A une solution de triéthyl phosphonoacétate (839,8 mmol) dans le THF anhydre
(400 mL) placée a 0 °C sont lentement ajoutés 22,%'une solution de nButylLithium a 1,6
M dans le THF (36 mmol ; 1,2 €g.). Le milieu réantiel est laissé a réagir pendant 30
minutes, avant d’ajouter une solution d’isovalégalgble (2,58 g ; 30 mmol) dans le THF (100
ml). La réaction est laissée a 0 °C sous agitgtemdant deux heures. La réaction est suivie
par CCM (cyclohexane / acétate d’éthyle : 9/ 1)

Une fois la réaction terminée, 100 mL d’'une solutie NH,CI saturée sont ajoutés, A
Apres retour a température ambiante, 50 mL d’eatillde sont ajoutés, puis le THF évaporé
en partie. Le milieu réactionnel est extrait triogss avec 100 mL d’acétate d’éthyle. Les
phases organiques sont réunies, séchées sur Mg8iS4vaporées sous pression réduite. Le
résidu obtenu est purifié sur gel de silice édlajyclohexane / acétate d’éthyle : 98 / 2). Le
composésl (3,339 ; 21,35 mmol) est obtenu sous forme d'guitle translucide avec un
rendement de 85 % (rapport E/ Z : 99 / 1 détermparéRMN).

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 9/ 1) =00(RMnQy)
RMN 'H (400 MHz, CDC}) 5: 0,93 (6H ; d ; J = 6,59 ;d{; 1,29 (3H ; t; J = 7,14 Hz ;g};
1,76 (1H; m;J=6,77 et 6,59 Hz 3)H 2,09 (2H ; ddd ; J = 1,46 ; 6,77 et 7,5 Hz;) H4,19

(2H;q;J=714Hz;$ ;581 (1H;td;J=1,46 et 15,7 Hz3)H 6,94 (1H;td;J =75 et
15,5Hz ; H)

RMN °C (100 MHz, CDC)) &: 14,25 (G) ; 22,32 (G); 27,77 (G) ; 41,43 (G); 60,11
(Cy) ; 122,25 (G) ; 148,24 (G) ; 166,68 (G)
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Synthese du2S,3R)-2,3-dihydroxy-5-methylhexanoate d’éthyle 52

o) OH s
7 z
/\OW

OH
Formule Brute : CgH4gO04
Masse Moléculaire : 190,24

Dans un ballon de 100 mL (placé dans un bain dieale) 7 g d’AD-Mix  sont
dissous dans 50 mL d’un mélange e&erldutanol (1/1). Une fois 'AD-Mix dissous, 474 mg
de methanesulfonamide (5 mmol) sont ajoutés. Léomadst ensuite placé a 0 °C avant
d’ajouter 780 mg (5 mmol) du compoS4. La réaction est laissée a 0 °C sous trés vive
agitation pendant 20 heures. La réaction est spaieCCM (cyclohexane / acétate d’éthyle :
713).

Une fois la réaction terminée, 6 g de,8@; (5 mmol) sont ajoutés. Aprés retour a
température ambiante, le milieu réactionnel esis@aisous agitation a température ambiante
pendant 30 minutes. L'extraction est réalisée tfois avec 50 mL d’'acétate d'éthyle. Les
phases organiques sont regroupées, lavées avecdOnd_solution saturée de NaCl, séchées
sur MgSQ, puis évaporées sous pression réduite. Le résithno est purifié sur gel de silice
éclair (cyclohexane/acétate d’éthyle : 7/3). Le pose52 (858 mg ; 4,52 mmol) est obtenu

sous forme d’une huile incolore avec un rendemer@@%.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 7 / 3) = Q2&nilline)

[@]D? =+ 14.2° (c=1; CHG)

RMN *H (400 MHz, CDC4) 8: 0,95 (6H ; 2d ; J=6,59 Hz ;g 1,32 (3H ; t; J = 7,14 Hz ;
Hg) ; 1,37 (1H ; ddd ; J = 4,76 ; 8,42 et 13,91 Hi3) ; 1,58 (1H ;ddd ; J =5,8; 9,2 et 14,1
Hz ; Hy) ; 1,79 (1H; m; ) ; 2,43 (2H ; s large ; 2 OH) ; 3,97 (1H ; ddd= 2,2 ; 4,76 et

9,15Hz;H);404(1H;d;J=2,20Hz ;;)H; 4,28 (2H ;q;J=7,14 Hz ;7H

RMN 3C (100 MHz, CDC4) &: 14,30 (G) ; 22,21 (Ga) ; 23,35 (G ; 24,68 (G) ; 42,82
(Cs) ;62,24 (G) ; 70,83 (G) ; 73,62 (@) ; 173,79 (GQ)

HRMS : m/z : (M+Na} théorique : 213,1103; mesuré : 213,10909.
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Synthese du (4S,5R)- 5-isobutyl-2,2-dimethyl-1,3-@kolane-4-carboxylate d’éthyle 53

10

Formule Brute : C4,H,,0,
Masse Moléculaire : 230,30

10

A une solution du compo$2 (800 mg ; 4,21 mmol) dans le dichlorométhane (25 m
sont ajoutés 2,2 g de 2,2-diméthoxypropane (21,0®6Im5 eq.) et 240 mg d’Amberlyst5.

La réaction est laissée sous agitation a tempérambiante pendant une heure. Le suivi de la
réaction est effectué par CCM (cyclohexane / aeétdthyle : 8 / 2)

Une fois la réaction terminée, la résine est @l@uipar filtration sur verre fritté et le
filtrat est évaporé sous pression réduite. Le teésiotenu est purifié sur gel de silice éclair
(cyclohexane / acétate d’éthyle : 95 / 5). Le cosg®8 (940 mg ; 4,09 mmol) est obtenu
sous forme d’un liquide translucide avec un renddrde 97 %.

CCM : Rf (CH/AE : 9/1) = 0,54 (vanilline)

[@]D? =+ 28,2° (c = 1 ; CHCI3)

RMN *H (400 MHz, CDC}) 5: 0,93 (6H ; 2d, J = 6,59 et 6,77 Hz{H1,28 (3H ; t; J =
7,14 Hz, H); 1,37 (1H; ddd ; J = 4,76 ; 8,42 et 13,91 Hty ; 1,40 (s, 3H, H) ; 1,46 (s,
3H, H;), 1,58 (1H ;ddd ; J=5,8;9,2et 14,0 Hzy)H 1,81 (1H; m; H) ;4,05 (1H ;d; J =

78Hz;H);416 (AH;td;J=4,77et 7,8 Hz3)H4,23(2H ;q;J=7,14 Hz ;H

RMN 13C (100 MHz, CDC}) & 14,30 (G) ; 22,13 (Ga) : 23,40 (Gy) : 25.38 (Q) ; 25,81
(Ci09 ; 27,39 (Gop) ; 42,83 (G) ; 61,40 (G) ; 77,75 (Q) ; 79,73 (G) ; 110,86 () ; 171,08
(Cy)

HRMS : m/z : (M+Na) théorique : 253,1416 ; mesuré : 253,1403
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Syntheése du ((4R,5R)-5-isobutyl-2,2-dimethyl-1,3-dkolan-4-yl)méthanol 54

Formule Brute : C1gH5003
Masse Moléculaire : 188,26

A une suspension de LiAH(225 mg; 5,85 mmol) dans le THF anhydre (25 ml)
placée a 0 °C est lentement additionnée une solutiocompos&3 (900 mg ; 3,9 mmol)
dans le THF (50 mL). Aprés l'addition, le milieuaationnel est laissé sous agitation a
température ambiante pendant 1 heure. La réacsissuevie par CCM (cyclohexane / acétate
d’éthyle : 7/ 3).

Une fois la réaction terminée, 30 mL d’une solutie NaSO, saturée sont lentement
ajoutés et le précipité obtenu est éliminé paratilbn sur célite. L’extraction est réalisée trois
fois avec 30 mL d’acétate d’éthyle. Les phasesrogyees sont réunies, lavées avec 50 mL
d’une solution de NaCl saturée, séchées sur MgRds évaporées sous pression réduite.

Le composé4 (584 mg ; 3,1 mmol) est obtenu sous la forme diguide translucide

avec un rendement de 80 % non purifié et engagétdiment dans I'étape suivante.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 7 / 3) = Qivhilline)

HRMS : m/z : (M+NaJ théorique : 211,1310 ; mesuré : 211,1301.
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Synthese du (4S,5R)-5-isobutyl-2,2-dimethyl-1,3-diolane-4-carbaldehyde 55
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7 7
Formule Brute : C1oH4gO03
Masse Moléculaire : 186,25

Méthode 1: par oxydation de I'alcool primairg4 : A une solution du compo&& (580 mg ;
3,08 mmol) dans l'acétate d'éthyle (40 mL) sontugégs par portions 1,26 g d'acide
iodobenzoique (IBX). Apres I'addition, le milieuaaionnel est laissé a reflux (80 °C) sous
agitation pendant cing heures. La réaction estisupar CCM (cyclohexane / acétate
d’éthyle : 8 / 2). Une fois la réaction terminée,nhilieu réactionnel est filtré. Le filtrat est
lavé avec une solution de NaHE®@1 M (2 x 30 mL) et une solution saturée de N@Gt 30
mL). La phase organique est séchée sur Mg8@vaporée sous pression réduite. Le résidu
est purifié sur gel de silice éclair (cyclohexaraeétate d’éthyle : 8 / 2). Le compds® (493

mg ; 2,65 mmol) est obtenu sous la forme d’'uneehinitolore avec un rendement de 86 %.

Méthode 2: par coupure oxydante du di®8: Dans un ballon monocol est introduit 0,244 g
(2 ég.) de Nal@ supporté sur Si©(0,116g de Nal®@par mL de mélange NalfsiO,) en
suspension dans 4 mL de dichlorométhane. Dans tre d@allon monocol, 0,125g de
composés8 (0,0005 mol) est dissous dans 4 mL de dichloroamahCette derniére solution
est versée goutte a goutte a I'aide d’'une ampoaleadilée sur la suspension NalCsiO,
précédente, sous agitation et a température ambi@mres 30 minutes, la réaction est
terminée (suivi CCM). Le mélange est filtré sur reeffritté puis lavé trois fois au
dichlorométhane avant évaporation a sec .Le pré&@uést obtenu sous la forme d’une huile

incolore, sans purification particuliére, avec andement de 93 % (0,087 Q).

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 8 / 2) = Q(\2ahilline)

RMN 'H (400 MHz, CDC}) :9,70 (d ; J=2,5Hz ; 1H ;4; 4,09 (ddd ; J = 4,1 ;7,7 et 8,7
Hz;1H;H);3,88(dd;J=25et7,7Hz;1H2)H1,78(m;1H ;) ; 1,60 (ddd ; J=6,0;
8,7et13,7Hz;1H ;) ;1,46(s;3H;H;1,45(m ;1H;H);1,40(s;3H;H); 0,92 (d;
J=6,8Hz;3H;;091(d;J=6,8Hz; 3H ;.

RMN *°C (100 MHz, CROD) 3: 22,06 (Ga) ; 23,14 (Gp) ; 25,20 (G) ; 26,17 (G ; 27,19
(Cap) ; 42,34 (G) ; 75,32 (GQ) ; 85,25 (G) ; 110,91 (G) ; 201,15 (@)

HRMS : [M+CH3OH+Na] calculée : 241,23 ; trouvee: 241,19.
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Syntheése du (2S,3R)-1,1-dimethoxy-5-methylhexane32diol 56
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Formule Brute : CgHy,0,4
Masse Moléculaire : 192,25

A une solution du compoggs (400 mg ; 2,13 mmol) dans le méthanol anhydre (25
mL) sont ajoutés 16 mg d’iode (0,064 mmol). La ti@acest laissée sous agitation au reflux
du méthanol pendant 3 heures. La réaction estesypar CCM (cyclohexane / acétate
d’éthyle : 5/5).

Une fois la réaction terminée, 16 mg de p@sHH,O (0,065 mmol) sont ajoutés apres
retour & température ambiante. Le milieu réactibese laissé sous agitation a température
ambiante pendant une heure, puis le méthanol egtoe® sous pression réduite. Le résidu
obtenu est purifie par chromatographie sur gelstliee éclair (cyclohexane / acétate
d’éthyle : 6 / 4). Le compose6 (280 mg ; 1,46 mmol) est obtenu sous la forme dlomiée

incolore avec un rendement de 69 %.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 5/ 5) = Q2anilline)

[e]D?*=-5,1° (c = 1,1 ; CHG)

RMN *H (400 MHz, CRROD) 5: 0,94 (6H ; 2d : J = 6,59 et 6,77 Hz¢)K 1,28 (1H ; ddd ; J
= 4,76 ; 8,42 et 13,36 Hz ;45; 1,57 (1H; ddd ; J = 5,67 ; 9,15 et 13,72 Hiy;) ; 1,78

(AH; m;J=6,59; 6,77 et 8,42 Hz 5)H 3,32 (1H ; t; J = 1,65 Hz ;H; 3,43 (6H; 2s;

H;) ;3,79 (1H; ddd ; J=2,01; 4,76 et 9,155) H4,4 (1H ; d ; J = 6,95 Hz ;.\

RMN C (100 MHz, CROD) &: 22,49 (GJ) ; 23,77 (Gy) ; 25,52 () ; 43,90 (G) ; 54,47
(Crd) ; 55,89 (Gp) ; 69,43 (Q) ; 74,11 (Q) ; 106,35 (G)
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Synthese du 2-hydroxy-1-((4S,5R)-5-isobutyl-2,2-diethyl-1,3-dioxolan-4-yl)ethanone 57
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Formule brute: C4Hyy04
Masse moléculaire: 216,14

Dans un ballon monocol, 0,230 mg de comp®$@,001 mol) est dissous dans 2 mL
d’acétone. 0,192 g (0,001 mole, 0,9 ég.) dAPTSt sjautés ainsi que 0,029 g de tamis
moléculaire 4 A. Le mélange est agité pendant Fdsea température ambiante. Aprés la
disparition totale du produit de départ (suivi CCM) mélange est filtré sur verre fritté puis
évaporeé a sec. Le produit est purifié par chronragge sur gel de silice éclair (cyclohexane
| acétate d’éthyle : 9/ 1). Le prod&¥ (0,181 mg) est obtenu avec un rendement de 84 %

sous forme d’une huile incolore.

CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’ethyle : 9/ 1) =@anilline)

RMN *H (400 MHz, CDC}) &: 4,57 (d ; J = 19,4 Hz ; 1H ;14; 4,49 (d ; J = 19,4 Hz ; 1H ;
Hy) ;4,07 (d;J=82Hz;1H ;4,01 (dt;J=8,2;4;1Hz; 1H 4 2,96 (s; 1H ; OH)

;1,82(m;1H; ) ;158 (m;1H ;) ;1,44 (s;1H;3H ;B ;1,42 (m;1H;H); 1,41 (s

;1IH;3H; H);095(d;J=6,6Hz;3H;#,091(d;J=6,6Hz; 3H ;4.

HRMS [M+ Na] calculée : 239,25 ; trouvée : 239,12
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Synthese du 1-((4R,5R)-5-isobutyl-2,2-dimethyl-1,8ioxolan-4-yl)ethane-1,2-diol 58

Formule brute: C;1H,,0,4
Masse moléculaire: 218,15

Dans un ballon monocol, 0,160 g de compb840,0007 mol) est dissout dans 16 mL
d’éthanol absolu. 0,041 g (0,001 mol ; 1,5 éq.Nd@&H, sont alors ajoutés sous agitation a 0
°C. L’avancement de la réaction est suivi par CCptlohexane / acétate d’éthyle : 6 / 4). La
réaction est immeédiate et totale. Le mélange ess @vaporé a sec, 30 mL d’eau sont ajoutés
et la solution est extraite avec 3 fois 30 mL dtated’éthyle. La phase organique est séchée
sur MgSQ puis le solvant est évaporé sous vide. Le comp89d.25 mg) est obtenu sans
purification sous forme d’une huile incolore avecrendement de 82 %, en mélange de deux

épimeéres en position 2 (numérotés n pour I'un gtauir 'autre)
CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’ethyle : 6 / 4) =@anilline)

RMN *H (400 MHz, CDC}) & (ppm) : 4,11 (dt ; J =3,2; 9,2 Hz ; 1H 5)H 4,03 (ddd ; J =
28;76etl10Hz;1H;H;39-35(m;4H; 2H+ H3+ Hyet 2H -+ Hy + Hy) ; 2,12 (S ;
1H; OH) ;1,82 (m; 1H ; KHet Hy) ; 1,53 (ddd ; J =5,5; 9,2 et 14,7 Hz ; 2Hs) H1,45 — 1,2
(m;8H; HetH); 0,95 (m;6H; Het Hy).

RMN *C (100 MHz, CDC}) 5 (ppm) : 108,9 () ; 108,7 (@) ; 82,1 (G) ; 81,5 (G) ; 77,4
(Cs); 75,4 (G) ; 72,6 (G) ; 69,8 (Q) ; 65,0 (G) ; 63,8 (G) ;432 (G); 419 (G); 27,4
(Ced 5 27,3 (Ga) ; 26,9 (Gp) ; 26,7 (Gp) ; 25,4 (@) ; 25,3 (G) ; 23,6 (Ga) ; 23,4 (Gd) ;
21,9 (Gy) ; 21,7 (Gy).

HRMS: [M+ Na] calculée : 241,27 ; trouvée : 241,13.

238



Synthese du 1-((4S,5R)-2,2-dimethyl-5-(2-(methyltb)ethyl)-1,3-dioxolan-4-yl)-2-
hydroxyethanone 59

0]
HO 1 2 3 4 6

=
o~
~

Formule brute: C1gH50,4S
masse moléculaire: 234,09

Dans un ballon monocol, 0,210 g de comp$£6,001 mol) est dissous dans 5,2 mL
d’acétone. 0,288 g (0,0015 mol ; 1,5 éqg.) dAPT&tsmoutés ainsi que 0,02 g de tamis
moléculaire 4 A. Le mélange est agité pendant Sdsea température ambiante. Aprés la
disparition totale du produit de départ (suivi CCM) mélange est filtré sur verre fritté puis
évaporeé a sec. Le produit est purifié par chronragye sur gel de silice éclair (cyclohexane
/ acétate d’éthyle : 9/ 1). Le prod&® (m = 0,148 g) est obtenu avec un rendement de 63 %

sous la forme d’une huile incolore.
CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 9/ 1) =@anilline)

RMN *H (400 MHz, CDC}) & (ppm) : 4,55 (d ; J = 20,6 Hz ; 1H :H 4,48 (d ; J = 20,6 Hz ;
1H; Hy);4,14(d;J=8,2Hz; 1H ;#; 4,08 (dt;J=3,4et8,2Hz; 1H ,)H 2,85 (se ; 1H
; OH) ; 2,66 (ddd ; J=13,5;8,7et52Hz ; 1Hs); 2,56 (td ; J=13,5et8,0Hz ; 1H s H
207(s;3H;H;205mM;1H;H ;1,91 (dtd;J=13,7;8,0et52Hz; 1H5)H 1,42 (s;
3H; Hg); 1,39 (s ; 3H ; il).

RMN **C (100 MHz, CDC}) & (ppm) : 209,2 (©) ; 110,9 (G) ; 83,4 (G) ; 76,8 (G) ; 66,2
(C1):32,8(6);30,1(G);27,1(Q);26,1(G); 154 (G).

HRMS: [M+ Na] calculée: 257,29 ; trouvee : 257,08.
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Synthese du 1-((4R,5R)-2,2-dimethyl-5-(2-(methyltb)ethyl)-1,3-dioxolan-4-yl)ethane-

1,2-diol 60
OH

HO i A o NSl
9

Formule brute: C1gH,00,4S
Masse moléculaire: 236,11

Dans un ballon monocol, 0,117 g de compb840,0007 mol) est dissout dans 16 mL
d’éthanol absolu. 0,028 g (0,001 mol ; 1,5 éq.Nd@H, sont alors ajoutés sous agitation a 0
°C. L’avancement de la réaction est suivi par CCWtlohexane / acétate d’éthyle: 6 / 4). La
réaction est immeédiate et totale. Le mélange ess @vaporé a sec, 30 mL d’eau sont ajoutés
et la solution est extraite avec 3 fois 30 mL dtat&d’éthyle. La phase organique est séchée
sur MgSQ puis le solvant est évaporé sous vide. Le comp0gd22 mg) est obtenu sans
purification sous forme d’une huile incolore avecrandement de 76 %, en mélange de deux

épimeéres en position 2 (numérotés n pour I'un gtauir 'autre)
CCM : Rf (cyclohexane / acétate d’éthyle : 6 / 4) =@zanilline)

RMN 'H (400 MHz, CDC}) § (ppm) : 4,15 — 3,55 (M ; 5H ; 2H Ha+ Hz+ Hy et 2H + Hy
+Hs+Hy); 2,79 (se; 1H; OH) ; 2,73 - 2,50 (m ; 2Heabt Hea) ; 2,09 (s ; 3H ; Het Hy) ;
207-1,75(m;2H ;Het Hy) ;1,38 (s;3H ; Bhet Hyy) ; 1,36 (s; 3H ; BL) ; 1,35 (s ; 3H
; Hap).

RMN *C (100 MHz, CDC}) 5 (ppm) : 109,2 () ; 108,9 (@) ; 81,5 (G) ; 80,6 (G) ; 78,1
(Cs) ;75,8 (Q) ; 72,8 (G) ; 69,9 (G), 64 ;7 (G) ; 63,9 (G) ; 33,7 (&) ; 32,6 (G) ; 30,6
(Cs) ;30,5 (G) ; 27,3 (Ga) ; 27,2 (Ga) ; 26,9 (Gp) ; 26,8 (Gp) ; 15,5 (G) ; 15,4 (G).

HRMS: [M+ Na] calculée: 259,21 ; trouvee : 259,09.
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ENZYMOLOGIE
Matériel
Enzymes, coenzymes et substrats

Les enzymes utilisées sont commercialisées paoda&té Sigma Chemical Co. Elles
sont soit sous forme lyophilisée soit sous forme slespension dans le sulfate
d’ammonium (les activités indiqués corresponddiadivité spécifique):

- fructose-1,6-bisphosphate aldolase de musclage (RAMA) : 11 U.mg

- a-glycérophosphate déshydrogénageGDPH) / triose phosphate isomérase (TPI)

de muscle de lapin : 160 U.mga-GDPH) et 1500 U.mg(TPI)

- a-GPDH de muscle de lapin : 260 U.thg

- Alcool déshydrogénase de levure de boulanger (ACB47 U.mg-

- L-lactate déshydrogénase (LDH)

Les différents substrats (la dihydroxyacétoné,-&rythrulose, le D-glycéraldéhyde-3-
P, le D-fructose-1,6-bisphosphate et le D-ribogtésphate, ), le NADH,H MgCh, le
ThDP sont commercialisés par la Société Sigma Gtendio. Le L-érythrulose nous a été
donné généreusement par Pentapharm (Suisse). LePDé$A préparé selon la méthode
dévelopée par Wony.

Analyses spectroscopiques

Les dosages par spectrophotométrie d’absorptioh éé effectués sur un
spectrophotometre HITACHI U-2010.

Les analyses par LC-MS ont été effectuées surchatne HPLC WatefsAlliance
2695 couplée a un spectrometre de masse Micromas®©F)comportant une source
electrospray de type Z-spray (les températurea deurce et de la désolvation sont de 100 °C
et 250 °C respectivement). La colonne chromatoggaeh utilisée est une colonne a
interactions hydrophile Zf¢ Hilic de marque SeQuant AB (2,1 mm x 100 mm Heailes
particules : 5 um). L’équilibration de la colonnétg effectuée au moyen d’un éluant binaire
acétonitrile / acétate d’ammonium 50 mM (3/1) &0y2.min* pendant 5 heures (soit 20 mL

d’éluant). Les analyses ont été réalisées en donditsocratiques en utilisant le méme éluant
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Méthodes

1. Test d’activité de la fructose-1,6-bisphosphate atilase (RAMA)

o
> H)JY\OPO32'
OH

Glycéraldéhyde-3-P

o}
iilile)
I

20,PO opos  _ RAMA
E P - \ TPI
OH OH

Fructose-1,6-bisphosphate

OH
, ozpo\)J\/ ?G%. 2-03P0\)\/0H

DHAP Glycérol-3-P
NADH,H* NAD* v

Dans une cuve spectrophotométrique (1mL), sonbdioits :
- 930 pL de tampon triethanolamine-HCI (TEA) a BlpH 7,5
- 10 pL de NADH,H (10 mg.mLY)
- 30 pL de fructose-1,6-bisphosphate (30 mgnL
- 10 pL dea-GPDH, TPI (2 Ua-GDH, 21 U TPI)
- 0,02 U de RAMA (volume standard de I'échantileodoser : 20 uL)
L’absorbance (A) de I'échantillon est mesurée etgistrée pendant 10 minutes a 340
nm. La penteA/At) mesurée correspond a la quantité de NADHcehsommée lors de la
réduction par lax-glycérophosphate déshydrogénase. L'activité deAMA est obtenue en
appliguant I'équation suivante :

AA VCUVe
Activite= At VramaXENADH 403

ouU I'activité est exprimée en U.ritl(pumol de substrat formé.mtrmL™) ; At en min ; Vueet
Vrava €n mL. La valeur du coefficient d’extinction maténaon 1" est de 6220 M.cmi™.

L’activité spécifique est obtenue en appliquanguiation suivante :

Activité spécifique Activité
cHvITe spectiad [proteinedbtaled

ou l'activité spécifique est exprimée en U.Inde protéines ; Activité totale en U.mlet la

concentration de protéines totales en mg?mL
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2. Test d'activité de la transcétolase (TK)

1o

gi

H

0 OH
HO\)]\/\ O A OPO> K OPOs>
. oH . \/\H\/ 3 - o 3 . K\OH
2 -y ThDP, MgCl, 3

L-érythrulose D-ribose-5-P D-sédoheptulose-7-P glycolaldéhyde

NADH,H*
ADH
NAD*

OH
HO/\/

lo}
1o
=

OH

OH OH

Dans une cuve spectrophotométrique (1mL), sonbdioits :
- 800 pL de tampon glycyl-glycine 0,1 M pH 7,5
- 20 pL de NADH,H (10 mg.mL%),
-5 uL de ThDP (10 mg.mib),
- 10 pL de MgCl (10 mg.mL?h),
- 100 pL de L-érythrulose (120 mg.m),
- 50 pL de D-ribose-5-phosphate (50 mgHiL
-5 uL d’ADH (5000 U.mL?),
-10 pL de TK (Mx ) (4 mg.mLY)
La diminution de I'absorbance est mesurée a 340pendant 10 minutes. La pente
AA/At mesurée correspond a la quantité de NADH,cbhsommée lors de la réduction du

glycolaldéhyde par 'ADH. L’activité de la TK esalculée en utilisant I'équation suivante :

3

n7i ’_AA V cuve
Activité==""x x10
At V TKxg NADH

ou I'activité est exprimé en U.mL(umol de substrat formée.rmfimL™), At en minutes, Ve

et Vi en mL. La valeur du coefficient d’extinction makignaon) est 6220 M.cm™.
Le L-érythrulose n’est pas le substrat natureleleziyme. Il a été établi que I'activité de

la TK ne représente que 30 % de l'activité mesem@résence de D-xylulose-5-phosphate
(substrat naturel).

Il est possible de déterminer l'activité spécifigleela TK selon I'équation suivante :

o . Activité
Activite Sloec'f'que:[protéineibtales}

ol l'activité spécifique est exprimée en Unge protéines, Activité en U.niLet la
concentration de protéines totales en mg'mL
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3. Test d'activité de la fructose-6-phosphate aldolas&129S (FSA A129S)

o o] o OoH OH OH
z PGI : H
+ HO. o
HO\)]\/OH H )‘Y\ oPO, » \)‘\;/Y\OPO:,F' A ' 0PO,*
OH OH OH OH OH
Dihydroxyacétone D-Glycéraldéhyde-3-P Fructose-6-P Glucose-6-P

NADP
G6PDH
NADPH,
[0} 0. \
IJ: \OPOSZ-
HO Y OH

o
6-phosphoglucono-5-lactone

Dans une cuve spectrophotométrique (1mL), sonbdioits :
- 940 pL de tampon GlyGly a 50 mM pH 8,5 (DTT 1 M
-10 pL de DHA (5 M),
- 10 pL de D-G3P (solution commerciale 223 mM),
- 10 pL de NADP (50 mM),
-10 pL de PGI (18 V),
-10 pL de G6PDH (5 U),
- 10 pL de FSA (0,2 mg.mt).
L’absorbance (A) de I'échantillon est mesurée eegistrée pendant 10 minutes a 340
nm. La pente £A/At) mesurée correspond a la quantité de NARRbImée lors de
'oxydation par la glucose-6-P déshydrogénase. tivaé de la FSA est obtenue en

appliguant I'équation suivante :

Activite= 2% Ve 1 (§

VFSA x ENADPHZ

ou I'activité est exprimée en U.ri(pumol de substrat formé.mtrmL™) ; At en min ; Vueet
Vesaen mL. La valeur du coefficient d’extinction mokaénappr2 est de 6220 M.cm™.

L’activité spécifique est obtenue en appliquanguiation suivante :

Activite
[protéinedbtaled

Activité spécifique

ou l'activité spécifique est exprimée en U.Inde protéines ; Activité totale en U.mlet la

concentration de protéines totales en mg?mL
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4. Dosage de la DHAP

o] OH
Z0, PO\)J\/OH a-GPDH 2'O3PO\)\/OH
DHAP l ; Glycérol-3-P

NADH, H* NAD*
Dans une cuve spectrophotométrique (1mL), sonbdioits :
- 960 pL de tampon TEA 0,1 M, pH 7,5
- 10pL de NADH,H" (10 mg.mLY)
- 10 pL dea-GPDH (200 U.mL})
- 20 pL d’échantillon a doser (dilution au 170
Une mesure de I'absorbance est effectuée a 340vamt #ajout de I'échantillon a
doser. La valeur trouvée est notée Ba solution de DHAP a doser diluée ou non diluée
(Vechantilon €St ensuite introduite. Apres stabilisation, $atbance notée fest mesurée. La
concentration du DHAP est donnée par I'équationasue :

[DHAP] — (Af _A)xvcuve X103

échantiln < & NADH

ou [DHAP] est exprimée en mM, Me €t Vechaniion€N ML et ou la valeur du coefficient

d’extinction molaire(enaor) est de 6220 M.cmi™.

5. Dosage du HPA

(0] OH

HO\)I\ LDH HO\/]\
COOH ﬁ COOH
acide hydroxypyruvique acide hydroxylactique

NADH, H* NAD*
Dans une cuve spectrophotométrique (1mL), sonbdioits :
- 960 pL de tampon TEA 0,1 M, pH 7,5
- 10pL de NADH,H" (10 mg.mLY)
- 10 pL de LDH (500 U.mt)
- 20 puL d’échantillon a doser (dilution au 170
Une mesure de l'absorbance est effectuée a 340vamt #ajout de I'échantillon a
doser. La valeur trouvée est notée lBa solution de DHAP a doser diluée ou non diluée

(Vechantilon €St ensuite introduite. Aprés stabilisation, $atbance notée (fest mesurée. La
concentration en HPA est donnée par I'équationasuer:
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A —A)xV,
[HPA]: ( f A) cuve xld‘

échantiln X & NADH

ou [HPA] est exprimée en mM, ¥e €t Vichaniton€N ML et ou la valeur du coefficient

d’extinction molaire(enaor) est de 6220 M.cm™.

6. Détermination de l'activité de la TK par LC-MS

o]
OH OH : OH OH
; ' Aldéhyde
Cétose D-thréo D-ribose-5-P ! D-sédoheptulose-7-P H o-hydroxylé

....................................

Détermination par analyse LC-MS

6.1. Gamme étalon pour le sédoheptulose-7-P

La gamme étalon a été réalisée a partir de D-s@dalose-7-P préparé au
laboratoiré'® La solution mére de sédoheptulose-7-P a été gémsaion la méthode suivante
: 26 mg de sédoheptulose-7-P (pureté 65 % sousefdersel de barium) ont été dissous dans
2 mL d’eau ultrapure en présence de résine DoweX Nprés centrifugation, 1 mL de
surnageant ont été dilué dans 1 mL de tampon acdtammonium (AcONE) & 100 mM
afin d’obtenir une solution de sédohéptulose-7-BOamM dans 50 mM d’AcONH La
gamme de concentration (1000, 250, 100 et 25 pmalésé réalisée par dilution en cascade

dans le tampon AcON4b0 mM a partir de la solution mere.

6.2. Conditions standard des réactions

Dans un eppendorf de 2 mL, sont introduits (t®Ués solutions sont préparées dans
le tampon AcONE 50 mM) :
- 333 uL d’'une solution de cétose (0 ; 9 ; 30 ou ’dd)
- 100 pL d’'une solution de Mggé 30 mM
- 100 pL d’'une solution de ThDP a 20 mM
- 333 uL d'une solution de D-ribose-5-P a 30 mM
- 100 pL d'un solution de TK & 20 U.ril(extrait liquide brut)
- AcONH; 50 mM qgsp 1mL
Des prélevements ont été effectués a différempsede réaction: 0; 3; 5; 7 heures

et traités selon les conditions indiqués ci-dessous
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6.3. Préparation standard des échantillons a doser

Chaque échantillon soumis au dosage du sédohsptdl® (gamme étalon ou
prélevement de milieu réactionnel) est préparéadadon suivante. Pour 40 puL de solution a
doser, on ajoute 40 pL d’'une solutionodglycérophosphate a 10 mM (étalon interne) et 320
uL d'eau ultrapure. Aprés 5 minutes de centrifuayath 14000 rpm, 800 pL d’acétonitrile
sont ajouté a 200 uL de surnageant pour obteni&chantillon destiné a I'injection en LC-

MS. Le volume injecté est delth..
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MICROBIOLOGIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE

Matériel
Préparation des milieux de cultures

Tous les milieux de culture sont stérilisés emeave avant utilisation. Les solutions
d'acides aminés et d'antibiotiques sont préparémss d’eau osmosée et stérilisées par
filtration sur filtre Millipore® 0,22 pm. Les milieux gélosés sont obtenus part aiéwgar
(Difco®) & une concentration de 15 g.LLes antibiotiques sont ajoutés aux concentrations

suivantes : Carbenicilline 100 mg‘L.Chloramphénicol 25 mgl, Kanamycine : 30 mg:L

Composition des milieux de cultures

> Milieu S. cerevisia¢d402(pTKL1): Milieu SC + Galactose

Galactose 20 ¢ L-tyrosine 30 mg
Yeast Nitrogéne Base 6,7 ¢ L-isoleucine 30 mg
(NH4)2SOy 504¢g L-lysine 30 mg
L-tryptophane 20 mg L-phénylalanine 50 mg
L-histidine 20 mg L-glutamate 100 mg
L-arginine 20 mg L-valine 150 mg
L-méthionine 20 mg L-sérine 400 mg
L-thréonine 20 mg bO distillée gspllL
» Milieu LB

Tryptone 109

Yeast Extract 10g

NacCl 50

H,O osmosée gsp 1L
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> Milieu MS

- Composition du milieu MS :

Acide citrique, HO 840 mg
MgSQO,, 7 HO 250 mg
NH,CI 1,06 g
KoHPG;, 3 HO 11,41 ¢
NTA Mix ImL
H,O osmosée gsp 1L

- Composition du NTA Mix :

Acide nitrilotriacétique 1,91 g Cogl6H0O 70 mg
CaCb, H20 450 mg CuG) 6 HO 50 mg
FeCk, 6 H,O 810 mg NiCl, 6 HO 70 mg
MnCl,, 4 H20 200 mg N#00O,, 2 HO 70 mg
ZnCl, 40 mg NaSeQ, 5H,0 80 mg
H3BO; 20 mg HO osmosée gsplL
CrCl;, 6 HO 80 mg

- Complémentation du milieu MS :

Les acides aminés nécessaires sont ajoutés aeunMlS a la concentration de 0,3
mM. Le milieu de culture des cellules dépourvuegelees de transcétolase est complété par

un 1/56™de la solution suivante (solution Aro Shi B6):

Tyrosine 272 mg Acide Shikimique 261 mg
Phénylalanine 248 mg Pyridoxine 4 mg
Tryptophane 306 mg 48 osmosée gsp 100 mL
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Méthodes

1. Production de TK S. cerevisiae dan§. cerevisiae

La souche H402 (pTKL1) nous a été donnée par IS&&hmeider (Institut Karolinska-
Stockholm, Suéde).

1.1. Conditions de culture de la soucheSlecerevisia¢i402 (pTKL1)

La souche H402 (pTKL1) est cultivée dans 10 mlndiieu SC a 30 °C pendant 48
heures sous agitation. La production de TK estis&alen milieu SC liquide dans des
erlenmeyers de 500 mL contenant 100 mL de milieeeST5 mL de préculture. Le milieu est
incubé 40 heures a 30 °C sous agitation. Les Isvamat récupérées par centrifugation a 2000
g pendant 5 minutes a 4 °C et conservées a — 80e°@ndement de la culture est de 10 g de

cellules (poids humide) par litre de culture.

1.2. Obtention de la TK d8. cerevisiasous forme d’extrait liquide brut

Afin d’obtenir la TK deS. cerevisiasous forme d’extrait cellulaire brut, 10 g de ¢ulo
cellulaire deS. cerevisiagd402 (pTKL1) sont repris dans 100 mL de tampors Oril M pH
7,5 contenant des inhibiteurs de protéases (bedi@@nil mM : leupeptine 15 ug.rilet
pepstatine 3 pg.mt). La lyse cellulaire est effectuée a l'aide d’ussithtégrateur de cellules
réglé a une pression de 2 kBar. Les débris celedaont éliminés aprés trois centrifugations
successives : 3 000 et 11000 g pendant 15 minat@s €00 g pendant 20 minutes. Le

surnageant contenant la TK (1 U.Mest aliquoté en eppendorf (1mL) et conservé @ 22

2. Production de FSA mutée A129S :

Le gene de la FSA mutée A129S a été sous clonéutaptasmide de typet&t/lacl
modifé par ajout d’'une cassette de résistance lkat@mycine pour obtenir le plasmide
pJF119saA129S-kan. Ce plasmide a été transformé dans wnesheg&. coli K-12 DH5a afin
de pouvoir produire la FSA mutée A129S.

2.1. Conditions de culture de la soudBecolipJF119fsaA129S-kan

A partir d’une préculture de 100mL réalisée durame nuit & 37 °C, 5 L de milieu
LB sont ensemencé en présence de kanamycine. thesest cultivée a 37 °C jusqu’a ce que
la DO atteigne une valeur de 0,5 a 0,8. L’inducighréalisée a 30 °C sur une période de 16
heures par ajour de 0,1 mM d’IPTG. Les cellules séoupérées par centrifugation a 120009
pendant 30 minutes a 4 °C et conservées a — 8De@ndement de la culture est de 3 g de

cellules (poids humide) par litre de culture.
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2.2.Extraction et purification de la FSA A129S

Le culot cellulaire est décongelé et repris dansminimum de tampon (GlyGly 50
mM, pH 8,5). Les cellules sont broyées par sorocatAprées une centrifugation a 12000 g
pendant 30 minutes a 4 °C, le surnageant est rec@b&hauffé a 75 °C pendant 40 minutes.
Apres une centrifugation a 12000 g pendant 30 remat4 °C, le surnageant est récupére et

lyophilisé pour obtenir 'enzyme brute sous d’urugee blanche que I'on stocke a 4 °C.

3. Etudes de croissance des souches auxotrophes

3.1. Etude de croissance en présence des différentsddiénires

Les bactérie€. coli auxotrophes pour la leucine (G554) ou la méthien(i2231)
sont cultivées durant une nuit & 37 °C en milieu §i&ose (2 g.)) additionné de I'acide
aminé nécessaire (0,3 mM). Les cellules sont emsuicées (par centrifugation douce et
reprise dans du milieu MS) et diluées au 1f196n milieu MS glucose (culture témoin) et en
MS glucose auquel est additionné le précurseuéligidiea-hydroxylé, acidex-hydroxylé ou
acidea-cétonique) correspondant a I'acide aminé nécessaime concentration de 0,3 mM.
Ces cultures sont effectuées en triple exempla@reeroissance des cellules a 37 °C est suivie
en continu par absorbance a 600 nm dans un appasedreen C (Thermofisher).

3.2.Etude de croissance en présence des sondes 3 et 4

Les différentes souches testées ont été cultivéestd1l2 a 24 h a 37 °C en milieu MS
glucose (2g.) ARO shi B6 avec leucine ou méthionine et I'aniitigue correspondant a la
résistance apportée par le plasmide.

Les cellules sont ensuite rincées (par centrifogatouce et reprise dans du milieu
MS) et diluées au 1/16%° dans un milieu de culture identique & celui ilisour la
préculture, excepté pour la source d’acide amimérr Rhague souche, trois cultures sont
effectuées en I'absence d’acide aminé (témoin)présence d’acide aminé (0,3 mM) ou en
présence de la son@ou 4 (3 mM). La croissance des cellules est suiviegiemorbance a

600 nm dans un appareil Bioscreen C (Thermofisher).

4. Méthodes de transformation

Deux techniques de transformation ont été utilisées technique est choisie en

fonction de I'efficacité de transformation requissur les différentes manipulations.
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4.1. Transformation par « choc thermigque »

Cette technique a été utilisée pour la transfonatie plasmides définis et purifiés. A
partir d’'une préculture (une nuit sous agitation3a °C), 25 mL de milieu LB sont
ensemencés au 186 et incubés a 37 °C. Quand 4 atteint une valeur de 0,6 &4 0,7 , la
culture est refroidie dans la glace puis centritu¢®@000 rpm ; 8 min ; 4 °C). Le culot est
repris doucement avec 12,5 mL de GaGll M (stérile, stocké a 4 °C) et replacé dans la
glace pendant 30 a 45 min. Apres une secondeifogation (5000 rpm ; 8 min; 4 °C), le
culot est repris avec 250 puL de CaQJl M. Les cellules sont utilisées extemporanément

Pour chaque transformation, 1 pL (environ 0,5 p4DKN) de solution du plasmide
(Miniprep Qiagen sont ajoutés a 40 pL de suspension cellulains, Ipa cellules sont placées
dans la glace pendant 30 a 45 minutes. Les celoleissoumises ensuite a un choc thermique
en étant placées a 37 °C pendant 5 min. puis regdadans la glace. Les cellules sont reprises
dans 1 mL de milieu LB et incubées a 37 °C pen@amhin. a 1 heure pour laisser un temps
suffisant pour I'expression du géne de résistatem@biotique de sélection. Les cellules sont
ensuite centrifugées, reprises avec 100 pL deunili et étalées en cadran sur milieu gélosée

LB en présence d’antibiotique. Les boites de caltont placées a 37 °C pour la nuit.

4 2. Transformation par électroporation

Cette technique a été utilisée pour la transfolnaties produits de ligation. A partir
d’'une préculture (une nuit sous agitation a 37 20§) mL de milieu LB sont ensemencés au
1/100™ et la culture est incubée a 37 °C. Une fois gligob a atteint une valeur de 0,7 & 0,8
, la culture est placée dans la glace. Les celkoes ensuite centrifugées (5000 rpm ; 8 min ;
4 °C). Successivement, les culots sont repris doaoéavec 200 mL, 100 mL, 20 mL d’eau
stérile osmosée (stocké a 4 °C) et enfin avec 2dfah solution glacée de glycérol a 20 %
(les cellules sont centrifugées entre chaque m@priges cellules ainsi préparées peuvent étre
utilisées fraichement préparées (dans le cas ditamesformation d’'une banque) ou bien
congelées a — 80 °C en 15 % glycérol.

Pour chaque transformation, 1 pL (environ 0,5 pgbiN) de produit de ligation
(MiniElute Qiagen) est ajouté a 50 pL de suspensmmllulaire dans une cuve
d’électroporation. Les cellules sont soumises &hamp électrique pendant un temps bref
(quelgues ms) dans un électroporateur. Les celkdas immédiatement reprises dans 1 mL
de milieu LB et incubées a 37 °C pendant 30 minhtedre (en fonction de l'antibiotique).
100 pL de culture sont ensuite étalés sur milidosgeLB en présence d’antibiotique. Les

boites de culture sont placées a 37 °C pour la nuit
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5. Préparation d’ADN plasmidique

5.1.Préparation a petite échelle

Le plasmide est extrait d'un culot bactérien pnawe d'une culture de 2,5 mL a
saturation en utilisant le kit de purificatidfiniprep (Qiagen).Le principe de ce kit est basé
sur une lyse alcaline des bactéries suivie d'undralesation puis d'une purification des
plasmides sur mini-colonne de silice. Ce protoquéemet de purifier 5 a 20 ug d'ADN
plasmidique. Il est utilisé pour la caractérisatides constructions de clonage et la

conservation des plasmides validés dans la callechii Laboratoire.

5.2.Préparation a grande échelle

Le plasmide est extrait d'un culot bactérien pnawveg de 100 a 200 mL de culture a
une Asoo de 0,4 en utilisant le kiNucleoBond (Xtra Midi Plus)Ce protocole permet de
purifier 150 a 500 pg d'ADN plasmidique. Il estlisé pour obtenir la quantité d’ADN

plasmidique requise pour le clonage d’'une banque.

6. Dosage de 'ADN

Le dosage des différentes préparations d’ADN efgcefé par mesure du spectre
d’absorbance entre 200 et 350 nm. Ces dosageséadises en microcuve sur un volume de
50 pL. La DO du pic présent entre 250 et 260 nnrmped’obtenir la concentration en ADN
sachant qu’une unité de DO correspond & 50 id’ADN.

7. Digestions plasmidigues

Toutes les digestions enzymatiques ont été réalisgeutilisant des enzymes et des
solutions tampon de marquolLabs Pour un volume final 50 pL, a 10 pL (environ 5 pg
d’ADN) de plasmide (obtenu pMiniprep Qiagen sont ajoutés 5 pL de tampon 10X ; 5 pL
de BSA 10X (1 mg.mt); 1 & 2 pL d’enzyme de restriction et de I'eamosée. Aprés
mélange au moyen d’un vortex, la préparationrmesibée a 37 °C pendant 2h30. La qualité
de la digestion est contrélée par électrophoresgealud’agarose 0,8 % en présence de BET.
La purification des ADN digérés est effectuée eifisant un kit de purificationQiagen
(Qiaquick PCR purification Kjt

8. Ligations

Les réactions de ligation sont réalisées en utitisa Quick Ligation Kit(BioLabsg.

L'enzyme Quick T4 DNA ligase permet de ligaturetrerux des fragments d’ADN linéaires.
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Pour le clonage d'un fragment d'ADN dans un vectiairclonage ou dans un vecteur
d'expression, un ratio entre vecteur et insert eest recommandé pour assurer un bon
rendement d'insertion et limiter la ligature duteec sur lui-méme. Dans un volume final de
réaction de 20 pl, le vecteur et l'insert digé@# snélangés en présence de 10 pL de tampon
2X et 1 pL de Quick T4 DNA Ligase. Apres mélangenaayen d’un vortex, la préparation
est incubée a température ambiante pendant 5 mingeréaction est arrétée en placant le
tube dans la glace. Les produits de ligation santfips avant transformation avec le kit

Qiagen Minelute (Reaction Clean-Up)

9. Amplification par Réactions de polymérisation en chine (PCR)

Les cassettes de résistance au chloramphénicdf)(éna la kanamycine (K&hont

été amplifiées par PCR en utilisant les amorcesstes :

Cassette Ch | Fwd (Xho 1) | 5- TCCGCTCGAGTCATCGCAGTACTGTTGTATTCATAAGC
(Xhol-Xbal) | Rev (Xbal) | 5- CTAGTCTAGAATGGGAATTAGCCATGGTCC

Cassette Kdh | Fwd (Xho 1) | 5- TCCGCTCGAGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
(Xhol-Xbal) | Rev (Xbal) | 5- CTAGTCTAGAATGGGAATTAGCCATGGTCC

Pour amplifier les différentes cassettes de @&@st&, nous avons utilisé comme
matrice les plasmides suivants :

- résistance au chloramphénicol : pKD4

- résistance a la kanamycine : pKD3

Ces réactions PCR sont réalisées en utilisanttuDykazyme. Pour un volume final
de 50 pL, sont introduits dans un tube PCR 5 ptadgon 10X, 4 uL de dNTP mix, 1 pL de
chaque amorce, 0,5 pL de matrice (Miniprep), 0,5dglpolymérase et de I'eau osmosée. Le
tube est en suite placé dans un thermocycleuriksaat le programme suivant :

- 5mina9%6°C

- 30cycles:30seca96 °C;30secab5°C; lamia°C

- 5mina72°C

La taille du produit de PCR est controlée partébphorese dans un gel d’agarose 0,8
% en présence de BET et le fragment amplifié esifipua l'aide du kitQiaquick PCR

Purification Kit
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10.Préparation des banques de TK mutées (Fenétre Xh{bal)

Pour ces expériences, nous avons tout d’abordéssfys cassettes de résistance a la
place des séquences destinées a étre modifiéescpasette mutagenesis ». Ces constructions
plasmidiques ont été vérifiees par séquencage.

Le plasmide (avec une cassette CAT insérée darenktre Xhol — Xbal) a tout
d’abord été purifié grace a un WtidiPrep NucleobondLe plasmide a ensuite été digéré par
Xhol et Xbal (4 ug de plasmide et 5 pL de chaqueyme dans un volume de 200 plL) et
purifié sur gel d’agarose 0,8 % (sans BET). Aprégration, le gel est découpé de facon a
récupeérer et purifer le vecteur digéré au moyem #itQiaquick(Gel Extraction Kij.

Les inserts ont été synthétisés par MWG. La peduar des inserts dégénérés a été
réalisée par PCR en utilisant les amorces et ldaa@s suivantes (enzyme Taq Polymérase
Takaraet 10 cycles : 30 sec a 94 °C ; 1 min a 55 °Csetba 72 °C).

Matrice Leu 383] 5- TTGCCAGAGTTGATTGGTGGTTCTGCCGATCTGACACCTTCTAACTGACCAGATGGAAGGAAG

Martice Glu 383 ]| 5- TTGCCAGAGTTGATTGGTGGTTCTGCCGATGAAACACCTTCTAACTGACCAGATGGAAGGAAG

Amorce fwd 5'- ATCCGCTCGAGGATGTTTACAATCAATTGCCAGAGTTG

Amorce rev 5'- ACTAGTCTAGAGCTTCCTTCCATC

La séquence surlignée de la matrice a été degélmésade sa synthése. En effet, celle-
ci a été synthétisée avec 5 % de chaque autre(b&s¥ d’erreur théorique). Les amorces
possedent les sites de restriction Xhol et Xbalé&pamplication PCR, l'insert est purifié
puis digéré par Xbal et Xhol (purifié par Kiagen MinEluteet contrdlé sur gel d’agarose 2
%).

Avant ligation, le vecteur et l'insert sont dosé&s pesure de la DO a 250 nm. La
ligation est réalisée par la Quick Ligase T4 efisaint 3nM de vecteur et 20 nM d'insert.
Apres ligation, les produits de ligation sont pésfpar Qiaquick PCR Purification Kit.

Les deux banques vecteurs avec les inserts dégédares le gene TKL1 sont
transformées par électroporation dans une soucheotage et les transformants ont été
sélectionnés sur LB Amp (plasmide de type pUC 1) @dlanalyser la qualité de la banque.
Une transformation a également été réalisée dams stmiches dépourvues des genes de TK
et les transformants ont été sélectionnés sur MSAGIp (sélection des clones exprimant une
TK fonctionnelle). Les transformations des banqdesTK sont réalisées en utilisant des

cellules électrocompétentes fraichement préparées.
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11.Banque de mutants d’'insertion de la souche G1146

11.1.Création de la banque de mutants

Des cellules G1146 électrocompétentes ont été @épaselon le protocole décrit
précédemment. La transformation des cellules Ghlé& effectuée par électroporation avec
le transposome EZ-Tn5™ <KAN-2>Tnp selon les indarad du fabricant (Epicentre). Les
bactéries recombinantes (dans le chromosome déssjuel transposon s'est aléatoirement
inséré) ont été sélectionnées sur milieu semi-sdlBl kanamycine. Les colonies résistantes a
la kanamycine ont ensuite été repiquées en miliBueh présence de kanamycine et de
glycérol a 10 %. Cette étape de repiguage a éeétafe en plaque 384 puits au moyen d’un
robot «colony picker » (Q-Bot, Genetix) et nous parmis d’obtenir 10752 clones
indépendants, soit 28 plaques de 384 puits. ApBeketires de culture a 37 °C, ces 10752
clones, qui constituent une banque de transposoms,été congelés a — 80 °C pour

conservation.

11.2.Criblage de la banque

11.2.1 Etape d’adaptation
Les plaques 384 puits de la banque en milieu LB Kiycérol 10 % ont été

décongelées sous hotte a flux laminaire. Durarie ggbpe de décongélation, les couvercles
des plaques ont été retirés afin d’éviter des comations éventuelles entre puits provoquées
par un phénomene de condensation.

Les puits des plaques 384 puits utilisées pouap@ d’'adaptation ont été remplis a
'aide d’'un robot (60 uL de milieu par puit) avee milieu MS Glucose Aro Shi B6 Kan
Méthionine préparé sous hotte a flux laminairetétilssé par filtration (unité de filtration
Nalgene MF75 0,22 um). L’'opération de réplicatiBra(4 ensemencements successifs) a été
réalisé a l'aide de réplicateurs 384 aiguillesilgt®ra usage unique (Q-Rep, Genetix). Les
plaques ont été enveloppées dans du film étirablarSpour éviter leur dessiccation par
évaporation avant d’étre placées en étuve a 37etdgnt 72 heures. Le suivi de croissance a
ete effectué par lecture de I'absorbance a 600 mmayen d’un lecteur de microplaque

(Spectramax) toutes les 24 heures.

11.2.2 Etape de criblage de la banque

Les plaques 384 puits utilisées pour I'étape ddage ont été remplies a I'aide d’'un
robot (60 uL de milieu par puit) avec deux milieditférents : le milieu de criblage MS
Glucose Aro Shi B6 Kan Sonde0,8 mM et le milieu témoin MS Glucose Aro Shi Bark
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Ces deux milieux ont été préparés sous hotte a lHuxnaire et stérilisés par filtration
(Nalgene MF75 0,22 um).

Le contenu des plaques 384 puits de I'étape diatlap a été homogénéisé par
pipetage au moyen d'une pipette multicanaux équiee cbnes stériles (200 pL).
L’ensemencement des plaques 384 puits (criblagaredin) a été réalisé par transfert de 4 uL
du contenu des puits des plagues d’adaptation aemd’'une pipette multi-canaux équipée
de cbnes stériles (10 pL). Aprés ensemencemerldgaes ont été enveloppées dans du film
étirable Saran avant d’étre placées en étuve £3ehdant 72 heures. Le suivi de croissance
a été effectué par lecture de I'absorbance a 60Gmmoyen d’'un lecteur de microplaque

(Spectramax) toutes les 24 heures.

12.Séquencage

La validation des constructions réalisées en Qielanoléculaire a été effectuée
d’apres les séquences fournies par la plateformeédeencage du Genoscope (Evry). Le
séquencage des plasmides a été réalisé (apresfieatipin en présence d’amorces
appropriées) soit a partir de plasmides purifiéNaliprep, soit a partir de cultures cellulaires

(amplification réalisée par « rolling circle ampddtion » (RCA)).
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Annexe 1 : Structures des sondes
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Annexe 2 : Code Génétique et Nomenclature des ac&glaminés

Deuxieme lettre
U C A G
uUuu ucu UAU UGU U
u Luuc Phel uce cer | UAC Y luee < | ¢
UUA | ucA UAA Stop UGA Stop| A
UUG UCG UAG UGG Trp |G
o Cuu CCuU CAU . | CGU ul
E|c|CUC | CCC o [ CAC CGC Arg Cls
<@ CUA CCA CAA ., | CGA Al @
] CUG CCG CAG CGG G g'
@ AUU ACU AAU \  [AGU o |U| 3
GEJ A |AUC lle | ACC L | AAC AGC Cla
5 AUA ACA AAA Lys AGA Arg A 5
AUG Met | ACG AAG AGG G
GuU GCU GAU Asp GGU U
G| GUC | GCC L, | GAC GGC Gly C
GUA GCA GAA . | GGA A
GUG GCG GAG GGG G
Nom complet | Code a une lettre Code a trois lettres
Alanine A Ala
Arginine R Arg
Asparagine N Asn
Acide aspartique D Asp
Cystéine C Cys
Acide glutamique E Glu
Glutamine Q GIn
Glycine G Gly
Histidine H His
Isoleucine I lle
Leucine L Leu
Lysine K Lys
Méthionine M Met
Phénylalanine F Phe
Proline P Pro
Sérine S Ser
Thréonine T Thr
Tryptophane W Trp
Tyrosine Y Tyr
Valine \ Val
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Annexe 3 : Plasmides et Souches

Nom du plasmide Type de plasmide Gene cloné
pSP100 puUC -
pDRIS puC TKL1

pVDM18 pSuU _
pGEN377 pSU TKL1

Nom de la souche Génotype Plasmide
+2231 AmetA -

G91 AtktA AtktB -
G391 AtktA AtktB pDRI5
G554 AleuABCD -
G678 AtktA AtktB AleuABCD -
G1073 AtktA AtktB AleuABCD pSP100
G1074 AtktA AtktB AleuABCD pDRI5
G1146 AtktA AtktB AmetA -
G1241 AtktA AtktB AmetA pSP100
G1242 AtktA AtktB AmetA pDRI5
G1979 AtktA AtktB AleuABCD pvDM18
G1980 AtktA AtktB AmetA pVDM18
G1983 AtktA AtktB AleuABCD pGEN377
G1984 AtktA AtktB AmetA PGEN377
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Annexe 4 : Séquence TKL1 modifiée Xhol / Xbal

1081 tta tca gaa act gtt ctC gag gat gtt tac aat caa ttg cca gag 1125
361 Leu Ser Au Thr Val Leu Qu Asp Val Tyr Asn A n Leu Pro Qu 375
Xhol

1126 ttg att ggt ggt tct gcc gat tta aca cct tct aac ttg acc aga 1170
376 Leu Ile Ay Ay Ser Ala Asp Leu Thr Pro Ser Asn Leu Thr Arg 390

1171 tgg aag gaa gcT ctA gac ttc caa cct cct tct tcc ggt tca ggt 1215
391 Trp Lys Gu Ala Leu Asp Phe G n Pro Pro Ser Ser Gy Ser Gy 405
Xbal
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Annexe 5 : Séquence des cassettes des clones tatgue Leu383
sélectionnés sur milieu MS Glc Amp
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Annexe 6 : Séquence des cassettes des clones tatgue Glu383
sélectionnés sur milieu MS Glc Amp
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Annexe 7 : Etude de croissance de la souche G678pmasence des aldéhydes (R)-29 et (S)-29

Recalculated OD values =l [¥]0,33 [=]1,00 [=]*]o,400 [=]¥]o0,210
oD G678
0,450 ~
0,400 - leu R 0,3mM
\I\I/I\/ leu R 3mM
0,350 -
}
—_— ——MSglcleu
0,300
—MSglc

2 02507 leuS0,3mM
o)
S
2 0,200 | leu S3mM
o)
O \

0,150 + -

0,100 +

0,050 ~

0,000 T T T T T 1 .

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 s0,00] IME
Time (hours)
Experiment name =l Sample long name =l _
‘hydroxyaldehydes-040609curves] xls No of replicates: 3 [=Ithours)
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Annexe 8 : Etude de croissance de la souche +223peésence des aldéhydeR]-34 et (S)-34

Recalculated OD values =l [#l0,33 [+J 1,00 [+l[*]o,400 [+]*]0,21C
oD +2231
0,400
0,350 \/( \\l\l e $ Met S 0,1MM
e met S 0,3MM
0,300 ——3% metS3mM
——MS glc met
0,250 metR 0,1mM
2 metR 0,3mM
©
o)
m 0,200 metR 3mM
2
) —_
(e} MS glc
0,150 ——
0,100 = \\\
0,050
0,000 T T T T T T
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 |_|
Time (hours) Ime
Experiment name ~l Sample long hame =l
Yydroxyaldehydes-280500curves xls No of replicates: 3 =lhours) J
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Annexe 9 : Etude de croissance de la souche G678masence

des intermédiaires hydroxyacides et cétoacides préseurs de la leucine.
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Annexe 10 : Etude de croissance de la souche +2231présence des intermédiaires

(hydroxyacide KTMB et cétoacide OH-TMB a 0,3mM) préurseurs de la méthionine

Recalculated OD values = [¥0,5006 [=]1,5006 [=][*¥]o,400 [=Jl¥] 0,210
oD +2231 Average OD of 3 replicates
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Annexe 11 : Etude de croissance des souches auxpties pour la leucine

en présence de différentes concentrations de la stn3
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Annexe 12 : Etude de croissance des souches auxptres pour la méthionine
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Annexe 13 : Etude de croissance des souches auxpties pour la leucine
en présence de la sonde 3

Suivi de croissance des souches auxotrophes pour la leucine
(plasmide pUC / Milieu MS Glc Aro Shi B6)
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Annexe 14 : Etude de croissance des souches auxptres pour la méthionine
en présence de la sonde 4

DO600Nnm
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Résumé

La transcétolase (TK) permet de synthétiser desoseét Dihréo par formation
stéréospécifique d’'une liaison C-C. L'objectif desdravaux vise a modifier la spécificité de swistr
de la TK deSaccharomyces cerevisig@r mutagenese afin d’élargir le potentiel syntjuét aux
aldoses Dthréo et cétoses lerythro Notre stratégie a consisté a créer des banqué& dautées a
partir de courtes séquences du gene TKL1 (ideesifiapres la structure 3D) qui ont été dégénérées
grace a une approche de type « cassette mutagenesiar identifier les TK recherchées, nous avons
développé un test de sélectionvivo basé sur I'auxotrophie vis-a-vis d’'un acide amibéns ce but,
nous avons synthétisé des sondes appropriées damipoan motif reconnu par la TK naturelle (cétose
D-thréo) ou par les TK mutées recherchées (cétogeythro ou aldose Ohréo) et la chaine latérale
d'un acide aminé (alanine, valine, leucine, métimen thréonine). La faisabilité de ce test a été
étudiée en présence des composeés cétabecDet de la TK sauvagén vitro, nous avons montré que
ces différents composés sont des substrats de.|®ditle développement du test de sélectiomivo
danskE.coli, les substrats précurseurs de la leucine et de thioné ont été retenus en raison de la
stabilité de I'auxotrophie pour ces acides amihn&s meilleurs taux de croissance ont été obtenus

avec la sonde cétosetbréoprécurseur de la méthionine.

Mots clés : transcétolase, mutagenése, cassette mutagensisge tlection.

Abstract

Transketolase (TK) catalyses thetlibeo ketose synthesis by stereospecific formation of a
C-C bond. The objective of this work consisted indifying the substrate specificity of TK from
Saccharomyces cerevisibg mutagenesis to extend the synthetic potentiél-tbreo aldoses and L-
erythro ketoses. Our strategy was based on the creatiofiKofibraries from TKL1 gene short
sequences (identified from 3D structure) using essmutagenesis techniques. For identifying
desired TK, we developed amvivo selection test based on amino acid auxotrophys&murently, we
synthesised corresponding probes bearing a mogeggnised by wild type TK (EnRreo ketose) or
mutant TK (Lerythro ketose or Cthreo aldose) and the side chain of an amino acid (aéamnaline,
leucine, methionine, threonine). We investigatad sielection test in the presence ofHbeo ketoses
and wild type TKIn vitro we showed that these compounds were substrat&é&fdoncerning thén
vivo test, we chose leucine and methionine precursoestd the tightness and stability Bf coli
auxotrophs. The higher growth rates were obtaineth W-threo ketose probe, precursor of

methionine.

Keywords : transketolase, mutagenesis, cassette mutagesasistion test
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