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Préambule 

Chimie verte et catalyse sélective, des enjeux d’actualité 

 Au cours du siècle dernier l’évolution de la chimie nous a permis d’obtenir pléthore 

de matières et de molécules (polymères, phythosanitaires, pharmaceutiques) : présente 

dans tous les domaines, la chimie a ainsi profondément modifié notre quotidien. Il est 

cependant aujourd’hui nécessaire de répondre à de nouvelles problématiques. L’avenir 

se dessinant avec des ressources pétrolières limitées, nous devons penser la chimie d’une 

manière plus sobre. D’un point de vue environnemental, il est également nécessaire de 

parvenir à limiter les déchets produits. La chimie doit, aujourd’hui plus que jamais, devenir 

plus précise et plus efficace. De ce constat est né le concept de la chimie verte, introduit 

dans les années 90 par Paul Anastas et John C. Warner 1, qui prône l’utilisation de 

réactions de synthèse moins consommatrices d’énergie et plus sélectives. En effet, un 

type et un nombre donné d’atomes peut constituer différentes molécules : des isomères. 

La chiralité est un type particulier d’isomérie où, à l’instar de deux mains, les deux 

molécules (dites énantiomères) sont l’image l’une de l’autre dans un miroir (figure 1). 

 

Figure 1 : La sélectivité d'une réaction chimique peut concerner tous les types d'isomérie présentés 
sur cette figure. Nous nous concentrerons principalement sur l'énantiosélectivité. 
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La sélectivité, et plus particulièrement l’énantiosélectivité, est d’un intérêt majeur dans la 

synthèse de molécules biologiquement actives. En effet, ces molécules agissent pour la 

plupart en se fixant à des biomolécules, que ce soit des récepteurs ou des enzymes, ou 

des acides nucléiques afin de moduler leur activité. La spécificité de cette fixation dépend 

de l’adéquation entre les deux partenaires, suivant un modèle de clé-serrure ou 

d’ajustement induit.2,3 En effet, les biomolécules étant des molécules chirales 

énantiopures, deux énantiomères d’un composé de même formule chimique mais de 

configurations absolues différentes (voir figure 2) pourront avoir des capacités 

d’interactions très différentes. Que ce soit dans le cas de médicaments, de phytosanitaires 

ou de parfums, la structure spatiale des molécules conditionne donc leur fonction. 

Beaucoup d’exemples sont disponibles pour illustrer ce phénomène, le plus éloquent 

étant le scandale de la thalidomide. Ce médicament était utilisé durant les années 50 et 

60 comme sédatif et anti vomitif administré aux femmes enceintes. Il s’est avéré qu’alors 

que la cette molécule dans la configuration absolue S possédait effectivement l’effet 

désiré, la molécule dans la configuration R avait un effet tératogène. La racémisation de 

cette molécule au sein du corps humain rendit impossible l’utilisation de cette molécule 

énantiopure et elle fut retirée du marché. Depuis, une étude complète sur l’activité 

biologique de chacun des énantiomères d’une molécule thérapeutique est demandée par 

les instances de certification avant toute mise sur le marché si le produit est distribué sous 

forme racémique. D’autres exemples moins dramatiques mais tout aussi importants en 

terme de marché mondial peuvent être cités: l’aspartame par exemple n’a un pouvoir 

sucrant que dans l’un de ses 4 diastéréoisomères, les autres étant amers ou sans goût. Il 

est alors évident que l’obtention de l’énantiomère désiré seul, sans avoir recours à une 

séparation ultérieure des différents isomères doit être privilégiée en termes économiques 

en portant les efforts sur l’efficacité de production et, à plus longue échéance, en termes 

écologiques en limitant l’impact environnemental.  
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Figure 2 : Exemples de molécules chirales dont la réponse biologique dépend de l'isomère 

Afin d’éviter une coûteuse et laborieuse séparation des différents énantiomères, la 

meilleure manière d’obtenir efficacement des produits énantiopurs est d’utiliser des 

procédés catalytiques énantiosélectifs.4 

Parmi les options disponibles, la catalyse asymétrique à base de catalyseurs 

organométallique chiraux (figure 3) a révolutionné la chimie de la fin du 20e siècle grâce 

aux travaux pionniers de Sharpless, Noyouri, Knowles et Kagan. Ces travaux ont alors valu 

aux trois premiers le prix Nobel de chimie en 2002, confirmant l’intérêt porté par la 

communauté scientifique à la catalyse asymétrique. Cependant ces catalyseurs de petite 

taille, bien que très efficaces, ne permettent obtenir une régio et stéréo sélectivité 

comparable à celle d’enzymes naturelles. En effet, ces dernières possèdent, grâce à leur 

grande structure tridimensionnelle et à la chiralité des acides aminés qui les composent, 
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une capacité de reconnaissance particulièrement précise, permettant le placement 

optimal des substrats en faveur de la réaction catalysée. 

 

Figure 3 : Synthèse asymétrique industrielle de la (L)-DOPA (selon 5) 

Les enzymes sont donc des catalyseurs d’une extrême efficacité utilisés dans le monde de 

la synthèse organique pour leur avantage en terme de sélectivité 6, tout en fonctionnant 

dans des conditions douces de température et de solvant. Cependant, les enzymes 

naturelles sont issues d’un processus d’évolution pour une fonction donnée dans un 

contexte cellulaire particulier, qui n’est pas forcément propice à une utilisation 

industrielle. Il existe également des réactions qui ne sont pas catalysées par les enzymes 

naturelles. Le champ de l’ingénierie enzymatique consiste donc en leur modification afin 

de catalyser de nouvelles réactions dans des conditions requises par l’industrie. Il est 

également intéressant de coupler la chimie des métaux de transition à la puissante 

capacité d’évolution des protéines. 

Nous verrons donc dans cette introduction des méthodes utilisées en ingénierie des 

protéines pour la réaffectation d’une enzyme vers une nouvelle réaction ou un nouveau 

substrat. Nous aborderons ensuite plus précisément le sujet de la conception de 

métalloenzymes artificielles. Pour finir, je présenterai les architectures protéiques que 

nous avons exploitées en vue du développement d’une nouvelle génération de 

métalloenzymes artificielles. 
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Excès énantiomérique, pureté optique et sélectivité 
 
 La manière de quantifier l’efficacité des catalyseurs pour l’obtention de produits 

énantiopurs est diverse et parfois déconcertante, il est donc nécessaire de définir les termes 

employés.194 

Pureté optique, excès énantiomérique et composition énantiomérique : 

 L’indice historique de la composition d’une solution contenant deux énantiomères 

est la « pureté optique » (noté op). Cet indice provient du moyen traditionnel de 

quantification des substances optiquement actives, qui est le rapport entre la rotation de la 

lumière polarisée observée ([α]obs) et la rotation maximale possible du produit énantiopur 

([α]max). L’apparition de méthodes analytiques comme la chromatographie chirale ou la 

RMN, permettant la quantification précise des deux énantiomères, a progressivement rendu 

obsolète la mesure de l’activité optique. Cependant l’indice appelé « excès 

énantiomérique » (noté ee) et son cousin l’ « excès diastéréomérique » (noté de) ont été 

défini en adéquation avec le terme de pureté optique. Les équations sont donc, pour deux 

énantiomères R et S (avec R + S = 1, mais souvent exprimé en pourcentage) : 

𝑒𝑒 = 𝑜𝑝 =  
[𝛼]𝑜𝑏𝑠

[𝛼]𝑚𝑎𝑥
=  

𝑅 − 𝑆

𝑅 + 𝑆
 

Cet indice d’excès énantiomérique est contestable, car il représente de manière peu intuitive 

la composition d’une solution. En effet cet indice implique que le  « contaminant » n’est pas 

un des énantiomères mais le mélange racémique. Il est donc possible d’utiliser le rapport 

entre les deux produits sous la forme d’un ratio simple 𝑞 =  
𝑅

𝑆
 𝑞 ∈ ]0; +∞[, ou en un ratio 

ayant 1 comme dénominateur (ex. 100/1, 1000/1), ou encore normalisé par rapport à 100 

(ex. 98:2, 60:40), ce dernier que Kagan nomme « composition énantiomérique » (notée 

ec).195 Malgré ses désavantages, l’excès énantiomérique est encore largement répandu et 

sera l’indice principalement utilisé dans cette thèse dans un soucis de comparaison. 

Sélectivité :  

 Lors d’un dédoublement cinétique d’énantiomères, les excès énantiomérique du 

substrat et du produit sont dépendants du taux de conversion. Il a alors été introduit Le 

facteur de sélectivité S, également noté ratio énantiomérique E, qui est indépendant du 

taux de conversion.196 Ce facteur peut être calculé à un instant t grâce au taux de conversion 

(C, compris entre 0 et 1) et l’excès énantiomérique ees des substrats n’ayant pas réagi ou des 

produits eeP, grâce à la relation (pour une réaction irréversible) : 

𝐸 =  𝑆 =
ln [1 − 𝐶(1 + 𝑒𝑒𝑝)]

ln [1 − 𝐶(1 − 𝑒𝑒𝑝)]
=  

ln [(1 − 𝐶)(1 − 𝑒𝑒𝑠)]

ln [(1 − 𝐶)(1 + 𝑒𝑒𝑠)]
 

En pratique, un ratio inférieur à 15 est considéré comme mauvais, il devient bon entre 15 et 

30 et il devient excellent au-delà.197 
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 - La réaffectation enzymatique 

 L’évolution dirigée d’enzymes : une approche darwinienne  

La sélection naturelle, théorie développée par Darwin dans son livre « On the Origin 

of Species »7, expliquait l’évolution des espèces animales par la survie, au sein d’une 

population donnée, du représentant le plus adapté à un contexte extérieur donné, et la 

transmission de ses traits sélectifs à sa descendance. Le moteur de cette évolution, point 

essentiel avancé par Darwin, est l’apparition d’une diversité suivie d’un processus de 

sélection. Cette théorie fut plus tard enrichie de la découverte de la génétique puis du lien 

entre ADN et protéines, qui permirent d’expliquer la relation génotype-phénotype. Le 

point central de ce mécanisme d’évolution, est le lien créé entre le phénotype 

(l’observable sélectif, qui permet une sélection), et le génotype (l’encodage de cet 

observable, qui permet la conservation de l’information sélectionnée et son 

amplification).  

De cette compréhension des mécanismes moléculaires de l’évolution est né le concept 

d’évolution dirigée des protéines, sujet qui sera abordé lors de cette première partie. 

L’évolution dirigée résume l’évolution naturelle en gardant, d’une manière ou d’une 

autre, les principes de génotype et phénotype, de sélection et amplification. Mimer 

l’évolution nécessite donc trois prérequis (qui s’inscrivent dans un schéma général décrit 

dans la figure   4) : (1) Conserver un lien entre génotype et phénotype. Cette 

problématique est généralement abordée avec des méthodes d’encapsulation et 

d’exposition (« display »). L’information génétique est compartimentée dans une 

structure, qu’il s’agisse d’une cellule, d’un virus ou une compartimentation artificielle 

(microgouttelette, puits de microplaque). La protéine codée par cette information 

génétique est, soit exposée à la surface du compartiment, soit contenue à l’intérieur. 

Deux méthodes de réduction extrême du lien phénotype/génotype sont le ribosome 

display et le mRNA display, où la protéine est directement liée covalemment au gène qui 

la code, par l’intermédiaire du ribosome l’ayant synthétisée. (2) Il est ensuite nécessaire 

de pouvoir générer de la diversité, pour l’obtention d’une bibliothèque (ou banque) de 

gènes codant chacun pour un variant différent de la protéine de départ. (3) Enfin, il faut 

disposer d’une méthode permettant de discriminer et favoriser les individus présentant 

des caractéristiques désirées. Cette discrimination peut se faire par une méthode de 

sélection ou une méthode de criblage, termes qui seront définis ci-dessous. Ces trois 

composantes s’inscrivent dans un schéma cyclique, fait de plusieurs itérations où la 
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rigueur des étapes de diversification et de discrimination peut être variée (ou même 

nulle). 

 

Figure 4 : Schéma canonique d’une stratégie d'évolution dirigée d'une protéine qui nécessite (1) un 
lien génotype-phénotype, (2) une méthode de création de diversité génétique et (3) une méthode 
de discrimination des variants intéressants. 

Le point préliminaire de cette stratégie est le choix d’une protéine – ou enzyme – de 

départ, pour ensuite « naviguer » intelligemment dans l’espace des séquences génétiques 

à la recherche du phénotype désiré. 

 

 « Voyage » dans l’espace des séquences 

Afin d’exploiter les principes d’évolution en vue de la création de nouvelles enzymes, 

il est  nécessaire de comprendre comment une protéine peut acquérir une fonction 

catalytique. En effet, pour une protéine de 100 acides aminés par exemple, étant donné 

l’alphabet de 20 d’acides aminés disponibles, l’espace des séquences possibles est de 

20100, soit 10130 séquences différentes soit 1050 fois plus de possibilités que d’atomes dans 

l’univers. Il est évidemment impossible que toutes ces possibilités soient parcourues et 

sélectionnées en un temps raisonnable. Autrement dit, l’émergence de nouvelles 

fonctions pour une protéine ne peut passer par l’exploration exhaustive de l’espace des 

séquences. Ce problème du nombre est central dans le design d’enzymes et nous verrons 

dans cette partie les différentes stratégies pour naviguer intelligemment dans l’espace 

des séquences (« beat the number problem » selon l’expression de Manfred T. Reetz 8).  
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L’étude structurale des protéines nous donne un premier indice percutant sur les voies de 

l’évolution naturelle. Les différents types de repliements de protéines selon la 

nomenclature SCOP, les « folds », sont définis par des mêmes structures secondaires 

majeures, dans le même ordre et avec les mêmes arrangements topologiques. On peut 

observer sur le graphique (figure 5) que, malgré une croissance quasi-exponentielle du 

nombre de nouvelles structures protéiques résolues depuis les années 70, la découverte 

de nouveaux « folds » a cessé depuis une dizaine d’année, se stabilisant autour de 

seulement 1400 sur 120 000 structures résolues à ce jour. Une autre classification, CATH, 

montre un résultat similaire. 

 

Figure 5 : Découverte de nouveaux « folds » dans la « Protein Data Bank » selon la classification 
SCOP. Le nombre total de folds différents stagne autour de 1400 depuis 2008 malgré une 
croissance exponentielle de nouvelles structures résolues chaque année. 

Ce nombre de « folds » incroyablement bas au regard du nombre de structures connues 

de protéines aux fonctions extrêmement variées (1%) nous indique que de nombreuses 

fonctions peuvent être adaptées à partir d’une architecture donnée. Ceci réduit 

drastiquement l’espace des séquences nécessaire à l’obtention d’une protéine 

fonctionnelle. Cela est vrai pour des propriétés d’interaction protéine-protéine, protéine-

ligand, mais également pour des fonctions de catalyseur. Par ailleurs, une même fonction 

peut être effectuée par deux protéines différentes: ainsi un même type d’activité 

catalytique (représenté par un numéro EC) est présent en moyenne dans deux familles 

structurales indépendantes.9 Les chloroperoxidases (EC:1.11.1.10) en sont un exemple, 

représentées par trois familles de protéines évolutivement distinctes et au mécanisme 

cataytique différent. Il est donc évident que l’exploration de l’espace entier des séquences 

n’est pas nécessaire pour obtenir un catalyseur satisfaisant. Pourtant, si des propriétés 

équivalentes peuvent être obtenues en deux points de l’espace des séquences, leur 
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émergence peut se faire au sacrifice de la découverte du meilleur catalyseur théorique. 

La question se résume donc à savoir à quoi ressemble le « paysage adaptatif » des 

protéines: si l’on représente les différentes séquences  possibles par une surface dont 

deux points contigus sont séparés d’une seule mutation (ce qui est bien sûr impossible car 

l’espace des séquences d’une protéine à N acide aminés est à N dimensions), et que 

l’altitude de chaque point de cette surface représente la performance dans la fonction 

recherchée, à quel type de paysage peut-on s’attendre ? 

 

Figure 6 : Exploration du paysage adaptatif des séquences. Si l'altitude représente la fonction 
désirée (activité catalytique, sélectivité ...) et les coordonnées latitude/longitude représentent les 
séquences protéiques, plusieurs chemins évolutifs peuvent amener au même maximum local, ou 
un autre tout aussi satisfaisant. 

 D’après les observations phylogénétiques et structurales exposées ci-dessus, on obtient 

un paysage varié basé sur deux postulats: 1/ Plusieurs structures peuvent avoir la même 

activité : il y a plusieurs « sommets » ; 2/ De nombreuses séquences relativement proches 

donnent une structure et une activité comparable : les « pentes » ne semblent pas trop 

abruptes, voir sont parfois plates. 

Deux paramètres clés entrent en jeu dans la forme de ce paysage : l’additivité et l’épistasie 

(figure 7) et agit plus précisément dans chaque « pas » effectué dans ce paysage (figure 

8). La pure additivité des mutations sur le phénotype implique une augmentation 

graduelle du phénotype recherché au cours des mutations (figure 7a). Dans ce scénario, 

toutes les mutations bénéfiques sont indépendantes et se côtoient dans l’espace des 

séquences pour converger en un point d’adaptation maximale. Ce comportement a été 

observé pour des petites portions du paysage adaptatif,10 et est largement exploité dans 
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les stratégies d’évolution dirigée. L’épistasie est un terme qui désigne en génétique 

l’interdépendance de plusieurs gènes. Ici, dans l’espace des séquences, l’épistasie vient 

de l’interdépendance des mutations entre elles: un acide aminé à une position donnée ne 

pourra être optimal qu’en présence d’un autre acide aminé ailleurs dans la séquence. 

L’épistasie explique la « rugosité » du paysage évolutif des protéines (figure 7b). Les 

relations épistatiques, c’est-à-dire l’interdépendance des mutations sélectionnées, sont 

la source de difficulté principale dans la conception de banques de protéines pour 

l’évolution dirigée, car elles peuvent agir à longue distance, être cryptiques et invasives. 
11 C’est-à-dire qu’une mutation spécifique pourra être indispensable dans une portion du 

paysage évolutif ne conduisant pas à un maximum local satisfaisant, conduisant à un cul-

de-sac évolutif.  

 

Figure 7 : Deux exemples extrêmes de ce à quoi peut ressembler un paysage adaptatif (a) Paysage 
adaptatif sans épistasie : chaque mutation a une faible influence, un seul maximum global. (b) 
Paysage adaptatif avec une forte épistasie : chaque changement a une forte influence, présence 
de maximums locaux. Selon 12 
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Figure 8 : Différents types d’épistasie formant chaque « pas » dans le paysage adaptatif chaque 
coin du carré violet représente l’état de deux mutations A et B, la hauteur de la surface bleue 
représente l’avantage adaptatif résultant. a. Additivité simple, pas d’épistasie entre les deux 
positions. b. Épistasie de magnitude positive, l’activité du double mutant est plus importante que 
l’addition des deux. c. Épistasie de magnitude négative, l’activité du double mutant est plus faible 
l’addition des deux. d. Épistasie de signe, la mutation B est délétère sans la mutation A, mais la 
mutation A ne dépend pas de la mutation B. e. Épistasie de signe réciproque, les mutations A et B 
sont délétères si elles ne sont pas concomitantes, mais bénéfiques si elles le sont. 

Afin de naviguer efficacement dans l’espace des séquences, le plus simple est de trouver 

une enzyme présentant en partie la nouvelle fonction catalytique recherchée pour ensuite 

l’améliorer : c’est la promiscuité enzymatique. 

 La promiscuité enzymatique, un point de départ pour l’ingénierie 

Bien que les enzymes soient des catalyseurs d’une remarquable spécificité, il est 

commun qu’elles présentent d’autres propriétés catalytiques, en conditions non 

physiologiques. On parle alors de promiscuité enzymatique. Ce terme ambigu regroupe 

deux définitions spécifiques : il peut s’agir d’une promiscuité de substrat (une enzyme 

catalysant le même type de réaction sur deux substrats différents) ou d’une promiscuité 

de réaction (deux réactions différentes à partir du même substrat). Cette promiscuité 

peut provenir soit du fait que l’activité secondaire n’a pas été sélectionnée négativement 

au cours de l’évolution, soit parce que la protéine n’est pas suffisamment spécifique pour 

discriminer les deux substrats. La ribulose Bis-phosphate Carboxylase Oxygenase 

(RuBisCO), enzyme responsable de la fixation du CO2 par les organismes 

photosynthétiques, est un parfait exemple de promiscuité de réaction et de substrat. Son 

activité principale est la carboxylation du ribulose bis-phosphate par le CO2 et son activité 

secondaire, l’oxydation de ce même substrat par une molécule d’O2. Malgré l’effet très 
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délétère de cette réaction secondaire sur le rendement de fixation du CO2 par les 

végétaux, il n’est pas possible d’améliorer la spécificité sans baisser la vitesse de la 

réaction, et la nature a dû mettre en place des mécanismes très couteux en énergie pour 

répondre à ce problème.13 

 

Figure 9 : Promiscuité enzymatique de la RuBisCO a) réaction bénéfique conduisant à 
l’incorporation de carbone dans la plante b) réaction néfaste, conduisant à un cycle appelé 
photorespiration nécessaire à la régénération des composés, provoquant une perte nette en 
carbone incorporé par la photosynthèse. 

La promiscuité enzymatique est le point de départ de la réaffectation d’une enzyme vers 

une autre activité, tant dans la nature qu’au laboratoire. Une fois qu’une activité 

catalytique, aussi faible soit-elle, a été observée dans une protéine, il est a priori possible 

de l’améliorer. La question se pose alors de la méthode à employer pour créer 

suffisamment de diversité pour explorer le paysage adaptatif de la molécule pour la 

réaction désirée. Nous verrons ici les différentes méthodes de création de diversité 

génétique, classées en termes d’efficacité croissante. Le terme efficacité se réfère ici à la 

réduction de la taille de la banque de gènes nécessaire pour obtenir un catalyseur désiré, 

éliminant au maximum les protéines peu intéressantes. Nous aborderons ensuite 

différents moyens utilisés pour discriminer les variants d’une banque, et les difficultés que 

pose l’amélioration de l’énantiosélectivité. Nous verrons qu’une banque plus efficace 

nécessite également plus de connaissances structurales et fonctionnelles sur l’objet à 

faire évoluer.  

 La génération de diversité : vers des banques de plus en plus rationnelles 

Différentes méthodes de génération de diversité peuvent être utilisées pour la 

génération d’enzymes stéréosélectives. Celles-ci seront présentées en s’appuyant sur 

l’exemple de l’évolution dirigée d’une lipase, qui a bénéficié d’une étude comparative 

entre les différentes méthodes par l’équipe du Pr. Manfred T. Reetz pour l’optimisation 

du dédoublement cinétique d’un mélange racémique de p-nitrophenyl2-

methyldecanoate (figure 10).  
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Figure 10 : Réaction standard énantiosélective (ici en faveur de l’hydrolyse de l’énantiomère (R)) 
étudiée par l'équipe de Reetz, la sélectivité peut être étudiée par la réalisation de deux cinétiques 
séparées d’hydrolyse d’un mélange énantiopur du substrat. La réaction est suivie grâce à 
l’absorbance à 405 nm du p-Nitrophénol.  

 

Ce substrat libère lors de son hydrolyse du p-Nitrophénol dont la forme phénolate 

absorbe à 405 nm. L’excès énantiomérique et le facteur E sont calculés grâce une 

cinétique d’apparition du produit lors de deux expériences jumelées. Dans un puits, la 

réaction est effectuée sur l’un des deux énantiomères du substrat, l’autre énantiomère 

étant utilisé dans le puits adjacent. Ce mode opératoire permet le criblage de 48 mutants 

différents par plaque, il est ainsi possible de comparer les stratégies de mutagénèse. Ces 

différentes stratégies sont résumées dans la figure 11, où sont représentées par des 

étiquettes oranges les différents variants obtenus et leur sélectivité, et par des étiquettes 

grises les différentes stratégies de mutagénèse ayant permis d’obtenir lesdits variants. 
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Figure 11 : Evolution de la lipase selon différentes méthodes d'évolution dirigée. Les étiquettes 
grises représentent les méthodes de mutagénèse utilisées pour constituer les différentes banques 
de protéines. Les étiquettes oranges représentent les meilleurs catalyseurs obtenus pour la 
réaction d’hydrolyse énantiosélective présentée en figure 10. Selon14 
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I.4.1 Les méthodes non ciblées : mutations sur la totalité du gène 

Les méthodes non ciblées nécessitent le moins de connaissances préalables pour la 

génération de banques géniques, et permettent d’introduire des mutations au hasard sur 

la totalité du gène. Un autre avantage est de pouvoir trouver des mutations que l’on 

n’aurait pas pu prédire du fait d’effets épistatiques à longue distance. Cependant cette 

approche possède deux inconvénients : la fraction utile des mutations est très faible, 

certaines positions fixées au cours de l’évolution étant très délétères pour l’intégrité 

structurale de la protéine si mutées, ou d’autres positions étant tout à fait neutres. De 

plus, comme vu plus haut, la combinatoire des séquences mutées aléatoirement sur toute 

la longueur d’un gène étant gigantesque, l’exploration de l’espace des séquences ne peut 

être que très partielle.15 

I.4.1.1 La mutagénèse aléatoire 

La mutagénèse aléatoire est la méthode la moins ciblée de toutes, mais également 

la plus facile à mettre en place. La technique in vitro de base utilise d’une version modifiée 

de la réaction en chaine par polymérase (PCR), elle est désignée par son acronyme anglais 

EpPCR pour Error prone PCR, le but étant de réduire la fidélité de la polymérase afin 

d’introduire des erreurs avec un taux contrôlé (généralement 1 à 10 mutations par 1000 

pb). La polymérase est généralement rendue moins fidèle par l’ajout de Mn2+ au lieux de 

Mg2+ dans le milieu réactionnel 16. D’autres techniques existent également comme 

l’utilisation de souches de E. coli possédant une polymérase infidèle 17, la Sequence 

Saturation Mutagenesis (SeSaM) 18, l’insertion/deletion aleatoire (RID) 19 ou d’autres 

encore 20,21, mais nous nous focaliseront sur l’EpPCR. Cette dernière est celle encore 

actuellement la plus utilisée dans la construction de banques géniques naïves pour sa 

simplicité bien qu’elle possède deux biais majeurs : i/ La fréquence de permutation est 

dépendante du type de base, les bases A-T étant généralement plus sujettes aux 

mutations que les G-C. Des kits d’enzymes spécialement optimisés promettent une 

diminution de ce biais. ii/ La dégénérescence du code génétique favorise l’apparition des 

acides aminés les plus représentés. 

La première utilisation de l’EpPCR pour l’évolution dirigée d’une enzyme date du début 

des années 90 avec les travaux pionniers de Frances Arnold sur la subtilisine E 22–24. Ces 

travaux visaient à augmenter l’activité de l’enzyme en présence de diméthylformamide 

(DMF). La méthode de criblage employée était visuelle : les protéines étaient sécrétées 

par B. subtilis sur des boites de pétri contenant des concentrations variables DMF et de la 

caséine, la taille du halo de dégradation de la caséine autour de la colonie reflétant 

l’activité de la protéine. Les gènes présents dans les colonies présentant un plus grand 

halo que le contrôle étaient utilisés pour un criblage d’activité en tube contre le substrat 
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chromogénique de protéase s-AAPF-pNA. Le meilleur candidat était utilisé pour nouveau 

cycle de mutagénèse. Après plusieurs tours de mutagénèse et sélection successifs, des 

enzymes portant 3, 10, puis 13 acides aminés changés ont été trouvées et caractérisées. 

Ces variant possédaient une efficacité catalytique supérieure à celle de la protéine native 

dans un solvant purement aqueux, et la conservaient (et même l’augmentaient !) en 

présence de moins de 40% de DMF. Il a été décrit que ces améliorations étaient dues à la 

baisse de l’affinité apparente pour le substrat modèle, ainsi qu’à une plus grande stabilité 

de l’enzyme modifiée en présence de DMF.  Il est intéressant de noter que toutes ces 

mutations se situent sur la surface de la protéine, la plupart étant dans la poche de fixation 

du substrat ou autour du site catalytique et qu’un grand nombre sont également 

présentes dans d’autres subtilisines. A contrario, dans une étude cherchant à augmenter 

la thermostabilité de l’enzyme, les mutations stabilisantes se trouvaient à longue distance 

du site catalytique. Cependant F. Arnold ne s’est pas intéressée à la stéréosélectivité dans 

ces études. 

C’est en 1997 que Reetz publia la première optimisation de l’énantiosélectivité de la lipase 

de P. Aeruginosa envers le p-nitrophenyl2-methyldecanoate par mutagénèse aléatoire. 

Les paramètres de l’EpPCR étaient empiriquement mis au point de manière à n’avoir 

qu’une seule mutation en moyenne par gène. Le premier postulat de cette approche était 

que les mutations étaient essentiellement additives. Le second était que la présence d’un 

trop grand nombre de mutations sur le même gène pouvait cacher une mutation 

bénéfique à cause d’une deuxième mutation très délétère. La taille de la banque pour une 

substitution d’un acide aminé par un des 19 autres disponibles dans une protéine est 

donnée par l’équation : 

𝑁 =  
19𝑀𝑋!

[(𝑋 − 𝑀)! 𝑀!]
 

X étant la taille de la protéine (ici 285 aa) et M le nombre de mutations par protéine (ici 

1). Le nombre de protéines différentes est donc de 5415. On peut noter qu’avec un taux 

de mutation de 2 on passe à 15.106 protéines différentes, et 52.109 pour seulement 3 

mutations, agrandissant considérablement le criblage nécessaire. Quatre tours de 

sélection de seulement 1000 à 2400 clones de cette banque (8000 au total) suffirent à 

trouver des candidats passant de 2% d’excès énantiomérique pour le type sauvage à 81% 

pour le type évolué (Variant A, figure 11), correspondant à des ratios énantiomériques de 

1,1 et 11,3 respectivement. Bien que remarquable pour seulement 4 tours de sélection 

avec si peu de clones criblés, un ratio énantiomérique de 11,3 est cependant insuffisant 

pour une utilisation pratique. Une tentative d’amélioration par d’autres cycles à un taux 

de mutation bas ne s’avéra pas concluante. Une approche par EpPCR à haut taux de 

mutation donna après criblage de 15 000 variants, deux clones à l’énantiosélectivité faible 
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(Variant D (E = 3) et E (E = 6,5), figure 11), confirmant le premier postulat selon lequel un 

nombre plus élevé de mutations augmente drastiquement la fraction non utile 

(possiblement instable) des variants de la banque. 

Bien que relativement peu efficace, l’approche de mutagénèse aléatoire peut permettre 

de déterminer les positions intéressantes à faire varier (les « hot spots » de mutation).  

C’est également un moyen pour créer de la diversité génétique pour un autre type 

d’approche non ciblé : les méthodes par recombinaison de gènes. 

I.4.1.2 Les méthodes par recombinaison de gènes 

Les méthodes de recombinaison se basent sur le fait que les acides aminés 

importants pour l’intégrité de la structure d’une protéine sont conservés au cours de 

l’évolution (naturelle ou artificielle). L’alignement de différentes séquences homologues 

codant pour des enzymes équivalentes chez des espèces différentes, fait apparaitre des 

points chauds et des points froids de mutation dans la séquence d’un gène. Une analyse 

de la séquence « consensus » issue de ces alignements permet de recombiner ces 

séquences, en s’assurant de la pertinence des mutations, contrairement aux méthodes de 

mutagénèse aléatoire décrites précédemment. La première méthode appelée « gene 

shuffling » ou « PCR sexuelle », introduite par Willem P. C. Stemmer dans les années 1990, 

utilise la PCR  sur des gènes fragmentés, se recombinant par homologie durant la phase 

d’hybridation. 25 Cette méthode induit cependant un biais en faveur de la recombinaison 

des fragments les plus homologues, réduisant la diversité créée. Nombre de variantes ont 

été imaginées pour palier à ce problème, avec ou sans PCR.26–35 Dans le cas de la lipase de 

P. Aeruginosa de l’étude de Reetz, la recombinaison entre les variants sélectionnés au sein 

d’une banque générée par des méthodes de PCR mutagène à bas taux d’erreur s’est 

soldée par un échec. Une recombinaison entre ces mêmes enzymes et les autres variants 

peu performants provenant de la banque à haut taux de mutation citée plus haut a cette 

fois permis de passer d’un facteur E de 25 avant recombinaison à 32 après recombinaison 

puis sélection (variants C et F respectivement, figure 11). Bien que peu performants, les 

variants provenant de la banque à haut taux d’erreur possédaient donc tout de même des 

mutations bénéfiques pour la sélectivité. 

 

I.4.2 Les méthodes à alea ciblé 

Les méthodes ciblées, qui consistent à choisir précisément les positions qui seront 

mutées, nécessitent une connaissance plus profonde de l’objet à modifier. Les points 

chauds de mutations peuvent être déterminés par alignement de séquences natives 

comme des séquences des variants provenant de banques aléatoires. Les positions 
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peuvent également être sélectionnés de manière rationnelle par inspection de la crevasse 

d’un site actif (CAST) par exemple ou par des méthodes de modélisation moléculaire.  

I.4.2.1 La mutagénèse combinatoire à cassettes 

 La méthode de mutagénèse combinatoire à multiples cassettes (MCMC) se 

rapproche des méthodes de recombinaison évoquées précédemment, cependant elle 

prend en compte la présence de points chauds de mutations, elle est donc un point 

intermédiaire entre les méthodes de recombinaison et les méthodes de mutagénèse 

ciblées. Son utilisation sur seulement deux positions (155 et 162) de la Lipase de 

P.aeruginosa a permis de découvrir des variants possédant un facteur E jusqu’à 34 

(variants I et J, figure 11).  Par l’utilisation de la combinaison de ce type de mutagénèse et 

des méthodes de recombinaison classiques, l’équipe de Reetz a obtenu des facteurs E 

encore meilleurs (E de >51: Variant J, figure 11). 

I.4.2.2 La mutagénèse à saturation 

La mutagénèse à saturation est employée pour muter un acide aminé ciblé de la 

protéine. La méthode couramment utilisée est semblable à la mutagenèse dirigée, 

utilisant des amorces dégénérées pour une amplification PCR circulaire. Les schémas de 

mutagénèse peuvent cependant être volontairement biaisés pour réduire la diversité, 

éviter certains acides aminés ou des codons non-sens, ou contrer la dégénérescence 

naturelle du code génétique. Ainsi le triplet NNK est souvent utilisé car il encode les 20 

acides aminés en divisant le nombre de codons par deux et éliminant deux codons stop 

sur trois. Cependant différentes expériences d’évolution dirigés utilisant des alphabets 

très réduits d’acides aminés ont donné des résultats très satisfaisants tout en réduisant 

drastiquement le nombre de combinaisons possibles, prouvant qu’une très grande 

diversité n’était pas forcément nécessaire. 8,36–38  

Postulant que l’énantiosélectivité d’une enzyme est principalement gouvernée par les 

acides aminés proches du substrat dans le site actif, le principe de mutagénèse à 

saturation de site actif apparut (CAST), réduit considérablement l’espace des possibles. 39 

L’utilisation de la méthode CAST de manière itérative sur chacune des positions choisies 

l’une après l’autre est nommée mutagénèse à saturation itérative (ISM, figure 12). 40 Afin 

d’illustrer l’efficacité de cette méthode, le groupe de Reetz a optimisé l’énantiosélectivité 

de la lipase de P. aeruginosa jusqu’à un facteur E de 436 avec seulement 10 000 variants 

testés (variant K, figure 11).41 Elle a depuis été reprise avec succès par nombre de groupes 

de recherche dans l’évolution de la spécificité de substrat de différentes enzymes. 42–51 

Cette méthode semble donc être une des plus efficaces dans l’exploration de l’espace des 

séquences pour l’amélioration de l’énantiosélectivité. 
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Figure 12 : Illustration schématique de la mutagénèse à saturation itérative (ISM) avec quatre 
positions à randomiser (A, B, C et D). L’espace des séquences est exploré par des expériences 
successives de mutagénèse à saturation de manière combinatoire.  L’exploration de l’espace des 
séquences se fait jusqu’à l’obtention d’une activité satisfaisante. Selon 40 

 

I.4.3 Les apports de l’outil informatique 

Le nombre croissant de données structurales disponibles, ainsi que les avancées 

récentes dans la modélisation des protéines nous permettent aujourd’hui de rationaliser 

l’existence de certains points chauds de mutation et de prédire dans une certaine mesure 

les mutations nécessaires à l’amélioration de propriétés d’enzymes. Elles sont cependant 

généralement couplées à des expériences d’évolution dirigée. 

 

Figure 13 : Les informations fournies par les alignements de séquence et de structure, et également 
la modélisation moléculaire,  font aujourd'hui partie intégrante de la stratégie d'évolution dirigée 
d’enzymes. Le but recherché étant la création de banques de variants toujours plus petites mais 
intelligentes. 
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Ces analyses peuvent s’appuyer sur des homologies de séquences ou de structures : 

L’application web 3DM, conçu par l’entreprise Bio-Prodict, utilise les comparaisons de 

protéines d’une même famille ainsi que la littérature existante pour prédire les résidus 

concernés dans la sélectivité d’une enzyme, et a été utilisé avec succès dans des stratégies 

d’évolution dirigée.46 Dans cette étude de Bornscheuer, les comparaisons de séquence de 

la famille d’une estérase ont servi à  « conseiller » la mutation de quatre positions avec 

un alphabet spécifique pour chacune.  Une comparaison d’un peu plus de 500 clones 

provenant de banques CAST conçues selon trois schémas de dégénérescences a été 

effectuée : codons NNK (tous les acides aminés possibles, graphe vert figure 14), codons 

« conseillés » (graphe bleu, figure 14) et « déconseillés » (graphe rouge, figure 14). Cette 

étude montre de façon très convaincante que le schéma déduit de la comparaison de 

séquences permet la découverte de plus d’enzymes, plus actives et plus énantiosélectives. 

En d’autres termes la banque conçue avec les acides aminés conseillés par l’alignement 

de séquence est plus efficace. 
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Figure 14 : Comparaison d’environ 500 variants provenant de banques CAST sur quatre acides 
aminés, conçues selon 3 schémas de dégénérescence en comparaison d’une collection d'enzymes 
sauvages (graphe noir), pour l'évolution dirigée d’une estérase de P. fluorescens pour la conversion 
énantiosélective de l’acide 3-phenylbutyrique. Rouge : acides aminés déconseillés, Vert : tous les 
acides aminés, bleu : acides aminés conseillés. On remarque que le graphe violet contient plus de 
protéines plus actives et également plus spécifiques. 

Deux types d’approches concluantes par design de novo ont également été décrites par 

l’équipe de David Baker. La première s’appuie sur le logiciel de modélisation moléculaire 

Rosetta, et particulièrement son module RosettaMatch : Son équipe utilise une approche 

par « théozyme ». Un théozyme consiste en la modélisation de l’état de transition de la 

molécule attendue dans la conformation voulue ainsi que des chaines latérales d’acides 

aminés nécessaires pour activer la réaction. La base de données structurale de protéines 

(PDB) est ensuite scannée afin de trouver les potentielles architectures pouvant 

accommoder ce ligand virtuel. Ainsi concernant la cycloaddition de Diels-Alder, une 

architecture de « β-propeller » a été trouvée puis modifiée afin de placer judicieusement 

des donneurs et accepteurs de liaison hydrogène. Une activité modeste a donc été créée 

de novo avec une bonne énantiosélectivité. Elle fut ensuite améliorée par évolution 

dirigée, jusqu’à l’obtention de la Diels Alderase la plus active décrite à ce jour.52 Une 

combinaison d’évolution dirigée et de design rationnel s’avère donc un mariage très 
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fructueux. Ces approches de design de novo se multiplient mais restent cependant pour 

le moment cantonnées à l’équipe de Baker, leader dans la modélisation de protéines.53–

56 

 

Figure 15 : Approche de l'équipe de Baker : l'état de transition couplé à des acides aminés 
judicieusement placés forment un théozyme. 

Une deuxième stratégie de design in silico est la modélisation d’un site actif d’enzyme 

préexistant afin d’orienter la sélectivité vers un énantiomère donné d’un substrat 

d’intérêt. Par l’utilisation d’une approche combinant design puis criblage in silico, appelée 

CASCO (« catalytic selectivity by computational design »), l’équipe de Baker en 

collaboration avec celle de Dick B. Janssen est parvenu à convertir une hydrolase de 

l’époxyde de limonène (LEH) pour l’hydrolyse énantiosélective de différents meso 

époxydes (figure  16). Le résultat de cette hydrolyse dépend entièrement de la face 

d’attaque de la molécule d’eau. 
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Figure 16 : Réaction catalysée par l'hydrolase d'epoxyde de limonène modifiée par l'équipe de 
Baker et Janssen. La configuration absolue du produit dépend de la face d'attaque de la molécule 
d'eau. 

Dans cette étude, c’est une combinaison de rosettaDesign (mutagénèse in silico) se basant 

sur un pré-état de transition (appelé NAC pour « near attack conformation ») et d’une 

méthode de crible virtuel utilisant la modélisation moléculaire qui a permis l’obtention 

des différentes mutations nécessaires à augmenter la stéréosélectivité jusqu’à 90% et 

85% envers la forme (S,S) et (R,R) du produit respectivement. 

 

 Réduction de la diversité : sélection versus criblage 

Différents approches ont été développées pour l’ingénierie des protéines en général 

mais il faut distinguer les méthodes permettant de chercher des protéines pour leurs 

capacités d’interagir avec une cible donnée (dérivés d’anticorps et d’architecture 

protéiques alternatives) et celles qui sont utilisées en ingénierie enzymatique auxquelles 

nous nous intéresserons ici.  La mise en évidence de l’énantiosélectivité d’une enzyme est 

un problème complexe dans l’évolution dirigée des enzymes, car il n’existe aucune 

méthode qui soit applicable de façon générique. Chaque cas doit donc être abordé d’une 

manière particulière par différents procédés, ou une combinaison de ces derniers. On 

peut classer les méthodes utilisées couramment en deux groupes: le criblage et la 

sélection. La stricte définition des deux termes n’étant pas universellement acceptée, ils 

sont souvent intervertis l’un et l’autre57,58. 

 

I.5.1 Les méthodes de réduction de la diversité par sélection 

La sélection consiste à réduire la diversité de la population sous une pression de sélection 

en assurant toujours un lien physique entre le phénotype sélectionné et son génotype. 
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Parmi les approches développées en biotechnologie, on distingue i/ des approches de 

« display » ou exposition des protéines à la surface de cellules ou de bactériophages, et 

ii/ des approches de compartimentation dans des cellules vivantes. Il est ensuite possible 

de trier les cellules en fonction des propriétés recherchées ou bien d’exploiter la capacité 

de survie des cellules dans les conditions de sélection.  

 

I.5.1.1 Sélection par affinité : « bio-panning » 

Les méthodes de « bio-panning » utilisent l’affinité des protéines pour un ligand comme 

pression de sélection. Les  protéines de la banque sont liées physiquement à leur génome 

et affichées à l’extérieur, à la surface de phages par exemple. Dans ce type de sélection, 

le ligand cible est fixé sur un support physique tel que le fond d’un puits de microplaque 

ou des billes magnétiques par exemple. Les protéines de la banque interagissant avec le 

ligand resteront alors sur le support solide, résistant aux étapes de lavage. Les candidats 

retenus sont enfin élués et amplifiés (grâce à l’infection de bactéries par les phages dans 

le cas de la figure 17). 

 

Figure 17 : Schéma général d'une expérience de bio-panning (ici le phage display). Les protéines 
codées par la banque de gènes sont exposées à la surface de bactériophages, chacun encapsulant 
le gène codant pour la protéine exposée à sa surface. 1. Les phages sont incubés en présence de la 
cible immobilisée au fond du tube de sélection. 2. Les protéines ayant la capacité de se fixer à la 
cible résistent à l’étape de lavage 3. Les protéines affines sont ensuite éluées d’une manière 
sélective ou non. 4. Les variants sélectionnés sont ensuite amplifiés grâce au gène qu’ils portent 
(ici, par infection de bactérie) et un nouveau cycle peut être effectué. 
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Dans une étude de 2001, le groupe de Jacques Fastrez a mis à profit cette méthode pour 

la sélection de métalloenzymes dépendantes du zinc.59 Le principe reposait sur trois 

étapes : i/ L’inactivation des enzymes potentielles dans la banque de phages par 

séquestration du zinc, ii/ sélection des protéines affichées selon leur affinité pour le 

substrat cible, puis iii/ élution par ajout de zinc, seules les protéines ayant une activité 

catalytique induite par le zinc pouvant cliver le substrat et se libérer. La méthode a été 

testée avec la métallo β-lactamase de B. cereus affichée sur un phage filamenteux. Il a été 

montré que cette méthode de sélection enrichissait la fraction de protéine sauvage par 

rapport à un mutant inactif. Le groupe a également tenté d’améliorer l’activité de cette 

enzyme en utilisant une banque de protéines conçue par PCR mutagène, les résultats 

étant une discrimination des mutants peu actifs ou mal conformés et une sélection de 

variants d’activité similaire ou supérieure. 

 

I.5.1.2 Sélection par survie 

La survie d’individus parmi une population sous une pression de sélection commune est 

le mode de sélection le plus proche de la sélection naturelle (la survie du plus adapté) et 

a l’avantage de pouvoir sélectionner des variants parmi une très grande banque de 

départ, car seuls les clones positifs se détachent du bruit de fond. Dans l’étude pionnière 

conduite en 1994 par Stemmer expliquant la méthode de « gene shuffling » abordée plus 

haut, l’évolution dirigée par sélection a été utilisée pour l’amélioration de la β-lactamase 

TEM-1 d’E. coli.25 Dans cette étude, les cellules étaient sélectionnées sur boite de pétri 

selon leur résistance à un antibiotique de type β-lactame, la cefotaxime : seules les 

bactéries résistant à la concentration d’antibiotique ajouté pouvaient se multiplier, 

permettant leur sélection. Trois cycles de shuffling et deux cycles de rétro-croisement 

avec le gène sauvage (pour éliminer les mutations non essentielles) ont été effectués avec 

une sélection sur un milieu contenant une quantité croissante d’antibiotique. Les variants 

sélectionnés conféraient aux bactéries une résistance à une concentration 32000 fois plus 

élevée d’antibiotique. Cet exemple illustre parfaitement la simplicité et l’efficacité des 

approches de sélection par survie. 

Si on l’applique à la recherche d’activités enzymatiques énantiosélectives, cette approche 

possède néanmoins certaines limitations: Tout d’abord, il faut que les substrats de la 

réaction ne soient pas trop toxiques, ni que les conditions de réaction recherchées soient 

trop délétères pour la cellule, sans cela aucune sélection ne sera possible (ou la sélection 

d’une enzyme dégradant le substrat ou le produit risque d’être effectuée). Ensuite, les 

réactifs et produits doivent être raisonnablement solubles afin de pouvoir accéder à 

l’enzyme et suffisamment stables pour rester actifs le temps de la sélection.  Enfin, il est 
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nécessaire de disposer d’une molécule conférant un avantage sélectif sous la forme de 

l’énantiomère ciblé.  

Cette dernière condition est évidemment centrale dans le principe de sélection. 

Concernant la problématique d’énantiosélectivité, la plupart des solutions ont été 

trouvées dans le dédoublement cinétique d’énantiomères par des moyens ingénieux de 

«pseudo- racémiques»57. 

Dans un mélange pseudo-racémique, deux molécules portent l’atome chiral relié soit à 

une molécule source de carbone (pour l‘énantiomère souhaité) soit à un poison (pour 

l’énantiomère non souhaité). La réaction désirée doit consister à cliver ces molécules, 

provoquant la libération de la source de carbone ou du poison. Ce faisant, seule la cellule 

ayant une enzyme présentant l’activité souhaitée provoquera un atout sélectif qui sera 

sélectionné sur boite de pétri. Peu d’exemples sont actuellement disponibles concernant 

cette stratégie. 

La première utilisation de la sélection génétique pour l’amélioration de 

l’énantiosélectivité a été publiée en 2008 par l’équipe de W. J.Quax.60 Elle consiste en la 

réversion de l’énantiopréférence de la Lipase A (LipA) de B. subtilis dans l’hydrolyse de 

l’ester butanoate de 1,2-O-isopropylidene-sn-glycerol (IPG) en faveur de (S)-(+)-IPG, 

l’enzyme sauvage ayant une faible préférence pour l’énantiomère inverse. L’IPG dans sa 

forme (S) est un précurseur dans la synthèse d’un antagoniste des β-adrenorécepteurs. 

Les auteurs ont pour cela utilisé des mimes de substrats : un ester issu de la condensation 

de l’aspartate sur le S-(+)-IPG et un phosphoester issu de la condensation d’un 

phosphonate sur le R-(–)-IPG. L’hydrolyse du premier libère une source d’aspartate, tandis 

que l’hydrolyse du second libère le phosphonate, un puissant inhibiteur de la lipase (figure 

18). Les chercheurs ont d’abord montré que les taux de conversion des substrats 

synthétiques et du  substrat naturel étaient similaires et que l’enzyme avait conservé sa 

faible énantiosélectivité. Une banque de 3,5x104 transformants de la lipase a été 

transformée dans une souche de bactéries E.coli auxotrophe pour l’aspartate. Après 

plusieurs tours de sélection sur un milieu minimum supplémenté des deux analogues du 

précurseur d’IPG dans des conditions inhibant les bactéries porteuses du gène sauvage, 

plusieurs clones ont été sélectionnés. Alors que la Lipase A a une préférence envers la 

forme (R) (e.e = 23%, E = 1.8), après le troisième tour de sélection le meilleur variant 

sélectionné avait une préférence pour les esters de la forme (S) (ee = 73.1%, E = 8.5). En 

montrant qu’il était possible d’inverser l’énantiosélectivité d’une enzyme, cette étude 

pionnière a permis de valider, l’approche des mimes de substrat pour l’évolution dirigée 

de la sélectivité enzymatique. 



Chapitre I - La réaffectation enzymatique 

41 
 

 

Figure 18 : A)  Deux formes énantiomériques de l'IPG. La lipase naturelle hydrolyse 
préférentiellement l’ester butanoate de (R)-IPG. B) Mime du butanoate d’IPG où le butanoate est 
remplacé par un aspartate. Précurseur de (S)-IPG, il libère de l'aspartate après hydrolyse et 
promeut la croissance. C) Mime du butanoate d’IPG où le butanoate est remplacé par un 
phosphonate, précurseur de (R)-IPG, il libère un inhibiteur de la lipase après hydrolyse. 

 

La même année, le groupe de Reetz a publié une approche similaire pour le clivage 

hydrolytique d’un ester d’acétate ou de fluoroacétate et l’IPG par la Lipase de C. 

antartica.61 Cette lipase présente une préférence pour l’acétate d’IPG formant après 

hydrolyse du (S)-IPG (attention, la configuration absolue des esters d’IPG passent de (R) à 

(S) après hydrolyse selon la convention de nommage CIP) et le but de l’étude était 

l’inversion de cette sélectivité (figure 19). Dans cette approche, la réaction désirée génère 

l’énantiomère (R) de l’IPG et de l’acétate (source de carbone), tandis que l’autre réaction 

génère l’énantiomère (S) de l’IPG et du fluoroacétate (un poison cellulaire). Après 

ajustement des paramètres (pH et concentrations de la pro-source de carbone et du pro-

poison), une petite banque de 240 variants sécrétés par P. pastoris a été étalée sur des 

boites de sélection. Sur les 80 colonies ayant poussé, 10 des plus grandes ont été 

récupérées pour des études d’énantiosélectivité. Il est apparu que 8 des 10 clones 

récupérés contenaient une lipase dont la sélectivité avait été inversée envers 

l’énantiomère (S), le neuvième ayant une légère sélectivité pour (R) et le dernier étant 

inactif. Les ratios énantiomériques (E) trouvés allaient de 3 à 8. 
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Figure 19 : Mimes du substrat IPG utilisés par l'équipe de Reetz pour la sélection de variants 
catalysant l'hydrolyse de l'ester précurseur de (S)-IPG. La réaction désirée permet l’obtention par 
la bactérie d’une source de carbone (de l’acétate) tandis que la réaction non désirée provoque la 
libération d’un poison cellulaire (du fluoroacétate). 

 

Ces deux études sont, à notre connaissance, les seuls exemples de l’application de la 

sélection génétique pour l’amélioration de l’énantiosélectivité. Bien que très puissante 

pour cribler de grandes banques, elles ne sont applicables que sur des substrats 

particuliers et aucun résultat n’a été publié sur des banques conséquentes, alors que c’est 

l’avantage même de cette approche. L’utilisation de mimes de substrats, malgré leur 

utilisation avec succès dans ces deux études, est également un problème majeur. 

Une autre faiblesse des systèmes de sélection dans des cellules est la complexité du milieu 

cellulaire vivant, qui permet de trouver des possibilités d’échappatoire à la pression  de 

sélection. Une étude du groupe de M. Hecht est une parfaite illustration de ce 

phénomène.62 Une banque de protéines synthétiques (basées sur un minimaliste « 4-helix 

bundle ») a été transformée dans une souche E. coli déficiente pour un gène codant la 

phosphosérine phosphatase, essentielle à la synthèse de sérine, en espérant trouver par 

ce moyen une protéine complémentant cette fonction catalytique manquante. Il est 

apparu qu’un clone sélectionné ne contenait de gène codant pour un variant catalytique, 

mais pour un facteur de transcription induisant l’expression du gène codant pour 

l’histidinol phosphate phosphatase, qui par promiscuité catalytique complémentait la 

fonction disparue. Ceci illustre la première règle de l’évolution dirigée : « You get what 

you select for ».24 
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I.5.2 Les méthodes par criblage 

A partir d’une population d’objets divers, éventuellement, après des étapes de sélection 

permettant d’enrichir la population en variants présentant les propriétés recherchées, il 

est nécessaire de trier les clones individuellement pour isoler les meilleurs candidats 

recherchés : c’est ce que l’on appelle le criblage. 

Les méthodes de criblage nécessitent d’analyser, un à un, différents variants. Ceci permet 

une plus grande flexibilité dans les conditions de réaction même si celles-ci doivent être 

compatibles avec la méthode employée. Dans le cas d’un crible catalytique, il est 

nécessaire non seulement de créer un lien entre le gène et la protéine, mais également 

de compartimenter le produit issu de la réaction.  La méthode d’analyse est également 

différente selon l’observable utilisé : principalement par mesure d’absorbance ou de 

fluorescence, mais également par spectrométrie de masse ou spectroscopie infrarouge. 

Ici nous aborderons les deux méthodes de compartimentation communément 

employées, ainsi que les méthodes de détection compatibles avec ces dernières. 

 

I.5.2.1 Le criblage en microplaque  

La microplaque est encore la plus utilisée des méthodes de compartimentation. Malgré 

son débit plutôt faible (dépendant des moyens mis en œuvre), elle présente l’avantage 

d’être rapide à mettre en place et accessible dans la plupart des laboratoires. Dans chaque 

puits, une colonie unique d’un transformant de la banque est mise en culture et exprime 

le variant codé par le plasmide qu’elle contient. La protéine est généralement sécrétée 

par la cellule dans le milieu de culture, qui est alors utilisé comme solution de catalyseur.63 

La procédure peut être manuelle mais l’automatisation grâce à des robots piqueurs de 

colonies, incubateurs, pipeteurs etc., permet un débit de production plusieurs dizaines de 

milliers de transformant par jour. L’avantage principal de la compartimentation en plaque 

est la connaissance de la composition de chaque puits, permettant de dupliquer une 

réaction en changeant un ou plusieurs paramètres. Ce type de compartimentation peut 

être couplé à plusieurs types d’analyse. 

Les techniques de chromatographie telles que la chromatographie liquide haute 

performance, la chromatographie gazeuse ou encore l’électrophorèse capillaire (en phase 

chirale) permettent d’avoir la plus grande précision sur les rendements et excès 

énantiomériques. Leur principal inconvénient est leur caractère sériel par nature et leur 

temps d’exécution allant de quelques minutes à plusieurs dizaines de minutes, ce qui 

conduit à un très bas débit de criblage (une centaine d’échantillons par jour). Des essais 

de multiplexage se sont malgré tout révélés concluants mais restent marginaux. Comme 
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preuve technique, une étude de Welch et al. décrit un montage de huit colonnes HPLC en 

parallèle pour la quantification des énantiomères de la benzoïne, les échantillons étant 

directement prélevés dans une plaque multipuits. 64 Malgré cette parallélisation, même 

une analyse HPLC de seulement dix minutes prendrait deux heures pour l’analyse d’une 

seule plaque de 96 puits.  

De très élégantes approches par spectrométrie de masse ont été introduites pour 

quantifier la spécificité de biocatalyseurs dans des cas de résolution cinétique dynamique, 

ou de désymmétrisation de molécules meso ou prochirales.65 Les substrats utilisés étaient 

en fait des pseudo-racémiques, pseudo-meso ou pseudo-prochiraux, se distinguant par 

leur composition isotopique et donnant aux produits de leur réaction une masse 

différente selon le groupement modifié par la réaction (figure 20). La spécificité des 

réactions pouvait donc être suivie en analysant les intensités des masses des produits 

formés. L’avantage de la spectrométrie de masse est, malgré un caractère sériel, une 

grande vitesse d’analyse. L’utilisation de pseudo-énantiomères, pseudo-meso ou pseudo-

chirales isotopiques permet l’utilisation de parfaits mimes du substrat d’intérêt.  

 

Figure 20 : a,c,d) Transformation asymétrique d’une mixture de pseudo-énantiomères, pseudo-
meso ou pseudo-prochiraux impliquant le clivage du groupe fonctionnel FG ou du groupe 
fonctionnel marqué isotopiquement FG*. Les intensités des produits 5 et 6* permettent de calculer 
l’énantiospécificité. b) Transformation asymétrique d’une mixture de pseudo-énantiomères 
impliquant soit le clivage, soit la formation d’une liaison avec le groupe fonctionnel FG. Le 
marquage isotopique est effectué sur le groupe R2. Les intensités des produits 3 et 8* permettent 
de calculer l’énantiospécificité. Selon 65  
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Des méthodes optiques telles la fluorescence, l’absorbance, la luminescence, le 

dichroïsme circulaire et l’infra-rouge ont également été utilisées pour cribler des variants 

sur leurs propriétés de catalyse énantiospécifique. Les méthodes optiques sont idéales 

car rapides à analyser et hautement parallélisables mais peuvent très rarement être 

utilisées dans la détection « énantiospécifique » comme « énantiosélective ». En effet, 

peu de substrats ou produits d’intérêt sont directement observables, il est donc 

nécessaire de passer par des mimes de substrat chromogènes ou par des méthodes de 

détection secondaires présentant des inconvénients comme des étapes de dérivatisation 

ou pré-traitement avec des sélecteurs chiraux, une gamme de substrats étroite, un 

équipement spécialisé et une mise en place complexe. 66  

I.5.2.2 La compartimentation microfluidique 

Durant la dernière décennie les méthodes de compartimentation microfluidique se sont 

considérablement développées. Ces méthodes utilisent des canaux de taille 

micrométrique convoyant des gouttes d’eau de l’ordre du picolitre au sein d’un fluide 

hydrophobe. La réduction de la taille du volume réactionnel couplée à la vitesse de 

création et d’analyse de ces gouttes ont ouvert de nouvelles perspectives dans la taille 

des banques de variants criblées.  

Dans une étude du groupe d’Andrew Griffith, l’évolution dirigée de la peroxidase de 

raifort a été effectuée grâce à un système microfluidique avec compartimentation en 

microgouttes et suivi des réactions par la fluorescence (figure 21).67 Un tableau 

comparatif des coûts et temps entre une méthode par plaque et une méthode 

microfluidique montre avec éloquence l’avantage de cette dernière approche (tableau 

22). 
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Figure 21 : Modules de la plateforme microflidique utilisée pour l'étude d'évolution dirigée de la 
HRP. A. Vue d’ensemble du système de création de gouttes. B. Vue rapprochée de la synthèse des 
gouttes, une solution contenant des levures affichant les variants HRP à leur surface est injectée 
dans l’entrée aq1 tandis que le substrat fluorogénique est ajouté en aq2. La vitesse de synthèse 
des gouttes est de 2 kHz. Le contenu des gouttes étant régit par une distribution de Poisson, ~22% 
des gouttes contiennent une cellule unique. C. Vue rapprochée de la ligne d’incubation, les gouttes 
stationnent dans cette zone pendant environ 5 minutes. D. Un tapis de goutte, les gouttes 
fluorescentes sont visibles en blanc. E. Séparation des gouttes après la période d’incubation 
analyse  et ségrégation des gouttes fluorescentes grâce à un champ électrique. 

 

Tableau 22 : Étude comparative d’une méthode de criblage grande échelle pour l’évolution dirigée 
d’une protéine au substrat fluorogénique, tel qu’effectué pour une peroxydase. Les couts 
d’utilisation d’un robot pipeteur/analyseur en microplaque et un système microfluidique sont 
comparés en terme de temps, volume et coût selon 67 

Robot Gouttes microfluidiques

Réactions totales 5 × 107 5 × 107

Volumes de réaction 100 μL 6 pL

Volume total 5,000 L 150 μL

Reactions/jour 73 1 × 108

Temps total ~2 ans ~7 heures

Nombre de plaques/instruments 260 2

Coût des plaques/instruments $520,000 $1.00

Coût des cônes de pipetage $10 million $0.30

Coût amorti des instruments $280,000 $1.70

Coût des substrats $4.75 million $0.25

Coût total $15.81 million $2.50



Chapitre I - La réaffectation enzymatique 

47 
 

 

Malgré son avantage évident en matière de débit, les études utilisant cette approche se 

basent en grande partie sur des méthodes de détection optique, qui nécessitent encore 

une fois l’utilisation de mimes fluorogéniques (pour les cas de résolution cinétique) ou 

une dérivatisation du substrat (dans les réactions génératrices de chiralité). 68 La détection 

des produits de réaction reste actuellement le point limitant de la microfluidique.66 De 

nouvelles études intégrant des circuits microfluidiques à de l’électrophorèse capillaire 

chirale et une détection en spectrométrie de masse ou fluorescence à UV profonds ont 

été récemment menées avec des résultats prometteurs, mais ne sont pas encore 

appliquées à des expériences d’évolution dirigée (figure 23). 69–71 

 

Figure 23 : Exemple de chromatographie intégrée en microfluidique. BI : entrée de tampon de 
migration, BO : sortie du tampon de migration, MR : microréacteur, SI : entrée de l’échantillon, 
SO : sortie de l’échantillon. L’analyse se fait en fluorescence à UV profonds pour détecter des 
molécules sans marquage. 

 Conclusion 

Ces approches décrites d’ingénierie d’enzyme par évolution dirigée utilisent, à 

l’exception notable de l’approche par théozyme, une promiscuité de substrat ou de 

mécanisme réactionnel proche de l’activité naturelle des enzymes et se résument plutôt 

à une réaffectation de substrat ou une amélioration de sélectivité envers un substrat 

d’intérêt. Cependant, il existe des réactions n’étant catalysée par aucune enzyme 
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(hydrogenation, substitution allylique, hydroformylation).72 Notamment, les réactions 

catalysées par des métaux de transition sont largement sous-représentées. Ainsi une voie 

intéressante est actuellement en train d’émerger : celle des catalyseurs biohybrides ou 

métalloenzymes artificielles. 
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 - Les métaux dans les enzymes: 

métalloenzymes artificielles et biohybrides 

 Les métalloenzymes sont des enzymes contenant des ions de métaux de transition 

fixés dans leur site actif, soit directement à la protéine par liaisons dites datives, soit par 

le biais d’un groupe prosthétique (typiquement une porphyrine). Environ un tiers des 

enzymes existantes connues sont des métalloenzymes.73 Les métalloenzymes catalysent 

les réactions chimiques les plus difficiles, grâce aux propriétés remarquables des métaux 

de transition. 

 

Figure 24 : Tableau périodique des éléments. En saumon sont représentés les métaux de transition.  

 

Figure 25 : L'orbitale d incomplète est caractéristique des métaux de transition 
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Les règles de remplissage des couches électroniques des atomes suivent les règles de la 

chimie orbitalaire établies au milieu du 20ème siècle (règle de Klechkowski, principe 

d’exclusion de Pauli, règle de Hund…). Cependant, les métaux de transition présentent 

souvent des exceptions à ces principes. La définition courante d’un métal de transition, 

utilisée par l’Union internationale de chimie pure et appliquée (IUPAC) est : « un élément 

ayant une orbitale d incomplète, ou pouvant former un ion stable avec une orbitale d 

incomplète ».74  

Le cuivre dans son état atomique par exemple, a pour configuration électronique la plus 

stable 1s2 2s2 2p6 3s2 3p6 3d10 4s1. Avec sa couche d remplie et un seul électron sur la 

couche 4s, il fait ainsi une exception à la règle de Klechkowski. L’ion Cu2+ avec la 

configuration électronique 1s2 2s2 2p6 3s2 3p6 3d9 présente, lui, une couche d incomplète 

et un électron non apparié qui lui confère ses propriétés paramagnétiques et fait rentrer 

le cuivre dans la définition des métaux de transition. L’ion Cu+ (1s2 2s2 2p6 3s2 3p6 3d10) a 

une couche d complète (et est de fait diamagnétique). Les différents états redox du cuivre 

peuvent jouer un rôle très important, en particulier dans les enzymes à cuivre. 

Le zinc (1s2 2s2 2p6 3s2 3p6 4s2 3d10) fait office d’exception à la définition générale d’un 

métal de transition. En effet, l’ion Zn2+ stable en solution a une couche d complète 

(configuration électronique 1s2 2s2 2p6 3s2 3p6 3d10). Cependant, le zinc est un métal très 

présent dans les enzymes et les protéines en général, pouvant avoir un rôle structural ou 

catalytique. Il sera donc inclus dans le propos développé ci-dessous. 

Le remplissage incomplet des couches électroniques supérieures (s ou d) confère aux 

métaux de transition leurs propriétés particulières d’acides de Lewis (accepteur de 

doublets d’électrons) en permettant ainsi leur complexation avec des ligands non 

métalliques qui se comportent alors comme des bases de Lewis, en partageant une paire 

d’électrons.  

La liaison établie entre un acide et une base de Lewis dépend du caractère « dur » ou 

« mou » de ceux-ci, selon la théorie de Pearson (principe HSAB). Un acide ou une base 

dur(e) est faiblement polarisable et possède une charge totale ou partielle très localisée, 

contrairement aux acides mous et bases molles qui sont fortement polarisables et 

possèdent une charge partielle et peu localisée. En chimie sont appelés « ligands » les 

atomes participant à la sphère de coordination d’un métal, et plus généralement les 

molécules impliquées dans la complexation d’un métal. Les (atomes) ligands présents 

dans les protéines peuvent être classés en fonction de leur électronégativité croissante 

(O > N > S), ce qui leur confère un caractère mou ou dur et donc une comptabilité avec les 

métaux qu’ils sont susceptibles de coordiner. Un acide dur forme une liaison plus stable 
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avec une base dure, et inversement.75 Ces différences de propriétés électroniques 

expliquent en partie les diverses réactivités des métaux.  

Le ligand (en tant que molécule) est caractérisé par sa denticité : Un ligand tel que la 

phénanthroline par exemple possède deux atomes d’azote permettant la liaison avec un 

métal, c’est un ligand bidenté. La denticité détermine de façon prépondérante l’affinité 

de la liaison du ligand avec le métal qu’il coordine et joue également un rôle dans la 

géométrie du complexe. Le nombre de liaisons de coordination qu’un ion métallique peut 

former dépend de sa configuration électronique, elle peut aller de 2 à 9.76 L’arrangement 

des ligands autour de l’ion est appelé la géométrie de coordination. Cette géométrie 

dépend du nombre d’atomes ligands, de leur nature (dur ou mou) mais également des 

contraintes géométriques imposées par leur taille et leur structure. Ainsi une géométrie 

de complexe peut être couramment distordue.76 Le potentiel redox est un autre 

paramètre influant sur la réactivité de chaque métal, l’état d’oxydation changeant la 

composition électronique des couches de valence du métal, les types de liaisons et 

réactivités sont modifiées. 76 

Tout comme le ligand modifie la réactivité d’un métal, le métal module en retour la 

réactivité du ligand. Ces ligands peuvent être également substrats d’une réaction, la 

complexation permettant l’acte catalytique en induisant le rapprochement des différents 

partenaires ainsi que leur activation par contraintes physiques, polarisation ou transfert 

d’électron. 

C’est par la combinaison de tous ces paramètres (configuration électronique, ligands, 

potentiel redox) que la réactivité des métaux de transition est si diverse. Dans la nature, 

les métaux de transition disponibles en grande quantité sous forme soluble sont utilisés 

dans de nombreuses réactions biologiques, ce qui explique l’abondance de métaux non 

précieux dans les enzymes naturelles : fer, zinc, cuivre, manganèse… 

La diversité des réactions chimiques catalysées par les enzymes naturelles avec un 

répertoire si restreint de métaux est déjà impressionnante, on peut donc envisager 

d’exploiter les propriétés des métaux et de leurs ligands pour étendre le spectre 

catalytique des catalyseurs bio-inorganiques.  
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 Le design de centre métallique datif 

La première approche que l’on peut envisager pour étendre le spectre catalytique 

d’une enzyme est de remplacer son métal naturel par un autre. 

Dans les protéines à liaison dite « dative » ou « directe » de métal, les chaines latérales 

des acides aminés ou le squelette peptidique sont directement impliqués dans la 

coordination du métal. Un grand nombre de protéines utilisent la liaison dative du zinc 

pour maintenir leur structure tridimensionnelle, mais le zinc est également présent dans 

les sites catalytiques. Lorsque l’ion Zn2+ joue un rôle structural, sa sphère de coordination 

est complètement remplie par des atomes de la protéine, alors que lorsque le zinc est 

catalytique, sa sphère de coordination présente au moins un site vacant, pouvant être 

occupé par une molécule d’eau ou de substrat. Une molécule d’eau présente comme 

ligand des ions Zn2+ catalytiques peut être activée par ionisation ou polarisation, ou 

encore être remplacée par un substrat. C’est le cas de l’anhydrase carbonique, qui 

possède un ion zinc coordiné par trois histidines dans son site actif (figure 26). 

 

Figure 26 : Structure de l'anhydrase carbonique humaine (PDB : 3KS3) avec le site de chélation du 
zinc en son centre (bâtons) : le zinc est coordiné par trois histidines et deux molécules de solvant. 

II.1.1 Changement de la réactivité de l’anhydrase carbonique par échange du 

cation catalytique 

L’anhydrase carbonique est une enzyme fondamentale pour le fonctionnement de 

la vie aérobie. Elle catalyse la conversion, en présence d’une molécule d’eau, du dioxyde 

de carbone en acide carbonique et bicarbonate dans les deux sens de réaction. Chez les 

animaux, elle permet la dissolution du CO2 produit par la respiration dans le sang et son 
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relargage au niveau des poumons (ou branchies).77 Chez les plantes également, une 

anhydrase carbonique permet le transport du CO2.78 Il existe cependant trois classes 

évolutivement distinctes : alpha (monomériques), beta (dimériques) et gamma 

(trimériques).79 La première existe chez les mammifères, la deuxième chez les plantes et 

la troisième chez les bactéries méthanogènes des sources chaudes. Malgré leur très faible 

identité de séquence, les trois ont besoin d’un ion zinc dans leur site catalytique. 

Le zinc étant un métal très versatile (intermédiaire entre un atome dur et un atome mou), 

il peut former des liaisons datives avec des ligands durs tels que les oxygènes des 

carboxylates, intermédiaires tels que les azotes des histidines, ainsi que mous tels que les 

thiols des cystéines. La mutation en alanine d’une des histidines coordinant le zinc 

diminue l’affinité pour le zinc d’un facteur 105. Ceci est vrai pour chacune des trois 

histidines, ce qui indique une forte coopérativité entre les trois sites.80 De même, le 

remplacement en aspartate provoque une chute d’affinité de 104. En revanche, un 

remplacement par une cystéine s’accompagne d’une baisse d’un facteur 2 uniquement. 
80 Le changement de ligand diminue également son efficacité catalytique tant dans 

l’hydratation du CO2 que dans l’hydrolyse d’esters, qui est une autre réaction catalysée 

par cette protéine, probablement en modifiant le pKa de la molécule d’eau présente dans 

la sphère de coordination du zinc. Ces résultats démontrent que la nature des résidus et 

leurs positions sont cruciales pour l’activité catalytique du métal. La conception d’un 

nouveau site catalytique par liaison directe du métal au sein d’une protéine s’avère donc 

être un travail d’orfèvre. 

 En 2006, les équipes de Romas J Kazlauskas et Patrice Soumillion ont publié le 

changement de portée de réaction et de substrat de l’anhydrase carbonique bovine et 

humaine par un simple changement de métal.81,82 La protéine était déplétée de son zinc 

par une dialyse sur la nuit en présence d’un chélatant (2,6-pyridinedicarboxylate), puis 

reconstituée par l’ajout de chlorure de manganèse. Ces protéines modifiées catalysent 

l’époxydation du styrène avec le peroxyde d’hydrogène comme oxydant. Il avait été 

postulé que la catalyse était dépendante de la formation d’un peroxymonocarbonate 

HCO4
-, la réaction a alors été effectuée en présence de bicarbonate. Une poche 

hydrophobe connue pour accepter des inhibiteurs de l’anhydrase carbonique a été prise 

en compte dans le choix du substrat. Différents types d’alcènes aromatiques ont ainsi pu 

être époxydés avec des excès énantiomériques allant jusqu’à 40% pour la protéine 

humaine et 50% pour la protéine bovine, mais avec des mauvais rendements pour cette 

dernière. L’augmentation de la concentration en oxydant augmentaient le rendement 

mais diminuaient la sélectivité. Okrasa et Kazlauskas ont testé l’époxydation du p-

chlorostyrène et sont parvenus à une énantiosélectivité de 67% pour l’énantiomère (R) 

en utilisant du tampon MES, mais avec des rendements très faibles (~4%). Différents 
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tampons conféraient à la réaction des énantiosélectivités et des rendements variables. La 

conclusion de ces études était que la protéine ralentissait la réaction en empêchant 

l’accès au métal. De plus, la protéine semblait se dégrader au cours de la réaction, 

probablement du fait de la génération d’intermédiaires réactionnels radicalaires 

hautement réactifs. 

 

Figure 27 : Epoxydation du styrène par l'anhydrase carbonique humaine (hCA) ou bovine (bCA) 
dont le zinc a été remplacé par un sel de manganèse (selon 81). La modification par pyrocarbonate 
d’éthyle (DEPC) est utilisée pour modifier les histidines impliquées dans la coordinination du métal. 

Plus tard la même équipe a gardé cette approche en utilisant le rhodium sous forme Rh(I) 

pour catalyser l’hydrogénation de stilbène avec une stéréosélectivité allant jusqu’à 20:1 

en faveur du cis-stilbène.83 

II.1.2 Création d’un site catalytique via la fixation d’un métal dans la protéine 

tHisF 

 Le groupe de Reetz s’est intéressé en 2010 à la création de novo d’un site de 

fixation de métal catalytique au sein d’une protéine. Le choix de l’architecture protéique 

s’est porté sur l’imidazole glycérol phosphate synthase (tHisF) de Thermotoga maritima. 
84 Cette protéine avec une structure de type « TIM-barrel » a été choisie pour sa 

robustesse (venant d’un organisme thermophile), sa production efficace chez E. coli, et sa 

purification aisée par traitement thermique. Ces différents atouts en faisaient un candidat 

de choix pour une ingénierie génétique subséquente. Dans l’étude de Podtenieff et al, un 

site de chélation constitué de deux histidines et un carboxylate a été conçu dans l’idée 

d’accueillir un ion Cu2+ (figure 28).84 Les autres acides aminés risquant de coordiner le 

cuivre ont été également remplacés par des alanines : 4 histidines de surface ainsi qu’une 

cystéine proche de la triade catalytique. 
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Figure 28 : Structure cristallographique de la protéine tHisF utilisée par l'équipe de Reetz pour la 
conception d'un site catalytique par liaison directe d’un cation métallique au sein de la protéine 
(selon 84). Les acides aminés utilisés pour créer le variant L50H/I52H (l’aspartate D11 n’est pas 
modifié) sont représentés en bâtons violets. 

Un test de catalyse de la réaction de cycloaddition de Diels-Alder entre l’azachalcone et 

le cyclopentadiène a été effectué avec ces différents variants (figure 29). Il est apparu, en 

présence de cuivre, que seule la protéine possédant la triade catalytique, (HHD-4xala dans 

le tableau, figure 29) catalysait la réaction avec un excès énantiomérique conséquent 

(jusqu’à 46%), ce qui semblait conforter l’hypothèse de la création d’un site de fixation du 

cuivre. 84 

 

 

Figure 29 : Réaction énantiosélective de Diels-Alder catalysée par les mutants de tHisF. Les excès 
énantiomériques sont calculés sur la forme endo, qui est thermodynamiquement favorisée. Les 
réaction ont été effectués avec 153 µM de protéine, 115 µM de CuSO4,1.05 mM azachalcone et 
5.25 mM cyclopentadiène pendant 96h (tableau reproduit selon 84). 
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Des expériences de résonance paramagnétique électronique (RPE) ont permis de montrer 

que le cuivre se trouve dans des environnements atomiques différents, s’il est en 

présence de la protéine possédant la triade ou bien en présence de la protéine native. 

L’interprétation de spectre obtenu avec la triade montrant un facteur de Landé g différent 

de celui mesuré pour des électrons d’un cuivre en solution, et un couplage hyperfin des 

signaux a permis de suggérer la fixation du cuivre par une liaison à des histidines. 84 Il a 

été relevé en revanche que le signal était complexe, dénotant une flexibilité dans 

l’environnement du cuivre. De plus la protéine sans triade présentait également un signal, 

l’auteur argumentant qu’il était courant d’observer des sites de coordination fortuits de 

métaux au sein de protéines. Des études de RPE plus poussées de corrélation de couplage 

hyperfin ont permis de confirmer la nature des ligands du cuivre dans les deux cas : une 

complexation par des imidazoles dans la protéine possédant la triade et une complexation 

par un atome d’azote du squelette protéique dans la protéine sans la triade. 

Malheureusement, malgré les résultats encourageants et une architecture adaptée à une 

stratégie d’évolution dirigée, aucun autre résultat n’a été publié par ce groupe sur ce 

projet. 

Ces deux exemples nous enseignent d’une part qu’il est possible de créer une 

métalloenzyme ayant des propriétés catalytiques inédites avec une coordination directe 

d’un métal, mais d’autre part que ce type d’ingénierie est particulièrement délicat. En 

effet, le type de mutations et la position des résidus modifiés sont des facteurs cruciaux 

pour la fixation et la réactivité du métal, le plus léger changement pouvant être 

extrêmement délétère. De plus, la fixation du cation métallique peut être en compétition 

avec d’autres sites fortuits de faible affinité couramment présents à la surface des 

protéines. Si le site modélisé n’est pas suffisamment affin et spécifique, il est fortement 

probable que les modifications introduites soient responsables d’une perte de sélectivité 

conséquente. 

L’ingénierie de sites catalytiques datifs est un domaine de recherche à part entière, 

impliquant une part croissante de modélisation théorique à la fois sur les modèles 

dynamiques des protéines mais également sur les champs de force pour modéliser les 

propriétés des métaux.  Ne pouvant aborder ces domaines exhaustivement ici, nous nous 

arrêterons à ces deux exemples récents pour nous intéresser à une autre approche pour 

l’insertion de métaux au sein d’architectures protéiques : l’utilisation de cofacteurs 

métalliques. 
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 Insertion d’un cofacteur métallique au sein d’une architecture protéique: les 

catalyseurs biohybrides. 

Le principe d‘un catalyseur biohybride est de séparer l’acte catalytique de l’acte de 

positionnement du substrat, ces actions étant effectuées respectivement par le cofacteur 

métallique et l’architecture protéique (figure 30). Ceci présente de multiples avantages : 

L’activité catalytique peut être ainsi modifiée suivant la nature du cofacteur et du métal 

utilisé. Nous verrons qu’il existe cependant de nombreux cas où des résidus de 

l’architecture complètent également la première sphère de coordination du métal et 

modulent ainsi sa réactivité. Le cofacteur artificiel portant le métal (appelé « complexe », 

ou « ligand » si il ne porte pas de métal, ou encore « groupement prosthétique » s’il s’agit 

d’un hème) permet également de s’assurer de fortes affinités pour le métal, ce qui facilite 

la conception de métalloenzymes. Enfin, la sélectivité envers un ligand ou un produit 

donné peut être modulée en modifiant l’architecture protéique par ingénierie génétique. 

 

Figure 30 : Principe d'un biohybride. Un complexe métallique (rouge) est lié au sein d'une 
architecture protéique (vert). La protéine est en charge du positionnement du substrat et induit 
une sélectivité tandis que l'ion métallique effectue l'acte catalytique. 

Trois stratégies différentes existent pour la création de catalyseurs biohybrides. La 

première consiste en la fixation directe et non covalente du ligand au sein de la protéine, 

il s’agit de la stratégie « hôte-invité ».85 La deuxième exploite également une fixation non 

covalente mais indirecte, le cofacteur se fixant à la protéine par l’intermédiaire d’une 

autre molécule, il s’agit de la stratégie dite du cheval de Troie.85 La troisième stratégie 

implique enfin un lien covalent entre protéine hôte et cofacteur métallique. Dans ce 
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chapitre, les différents exemples illustreront ces stratégies et un intérêt particulier sera 

porté sur les capacités d’évolution de chaque système en vue d’améliorer l’activité ou 

l’énantiosélectivité. 

 

Figure 31 : Présentation schématique des trois stratégies de création d'un catalyseur biohybride. 
Hôte-Invité : le cofacteur métallique est lié à la protéine de façon non covalente. Cheval de Troie : 
Le cofacteur métallique est lié covalemment à un ligand de la protéine. Couplage covalent : le 
cofacteur métallique est directement lié de façon covalente avec la protéine. 

 

II.2.1 La stratégie Hôte-Invité 

Il est courant d’associer la stratégie hôte-invité à l’incorporation non naturelle de 

complexes métalliques dans des protéines. Cependant cette définition n’inclurait pas les 

approches consistant en la sélection d’un anticorps contre un hème, qui sont tous deux 

des molécules présentes dans le vivant. Il est aussi impossible de ne pas aborder dans 

cette partie le domaine de l’ingénierie des protéines héminiques telles que les 

cytochromes P450 et les myoglobines. Nous utiliserons donc une définition large qui est : 

l’ingénierie de toute protéine, naturelle ou artificielle, contenant un complexe métallique, 

naturel ou artificiel, lié de manière directe mais non covalente, dans le but d’obtenir une 

activité catalytique nouvelle. 

II.2.1.1 Ingénierie des cytochromes P450 

Les cytochromes P450 sont des enzymes héminiques ubiquitaires catalysant des 

réactions d’oxydation d’alcènes, d’hétéroatomes ou de liaisons C-H inertes utilisant 

l’oxygène moléculaire comme oxydant. Leur rôle principal au sein de l’organisme est 

l’oxydation des xénobiotiques dans la première phase de leur métabolisme. Ces composés 

souvent hydrophobes sont ainsi rendus plus hydrophiles, permettant leur élimination par 

les voies d’excrétion (métabolite de phase I). Leur rôle ne s’arrête cependant pas là, 

certains cytochromes P450 (CyP450) étant présents dans de nombreuses voies de 

biosynthèse de produits naturels comme les terpènes (dont les stéroïdes), alcaloïdes et 

polycétides. En plus de cette grande palette de substrats, les P450 (naturelles et 

artificielles) sont capables de catalyser une grande variété de réactions : hydroxylations, 
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époxydations, sulfoxydations, couplages aryl-aryl, nitrations (en présence d’oxyde 

nitrique 86), dehalogénations oxydatives et réductrices, ainsi que des réactions non 

naturelles telles que les transferts d’alcènes.87–89 

De nombreuses études ont permis d’élucider le mécanisme réactionnel commun aux 

cytochromes P450. La protéine dans son état oxydé possède un hème ferrique Fe (III) lié 

à un résidu cystéinate en position proximale et à une molécule d’eau en position distale. 

En présence de ces ligands, le fer est à l’état bas spin, ce qui empêche sa réduction en Fer 

(II) (figure 32 (A)). La fixation du substrat hydrophobe chasse la molécule d’eau et le fer 

se retrouve alors en état activé (haut spin), qui peut alors être réduit en Fer (II) par le 

domaine réductase de la protéine. Le dioxygène peut alors se fixer pour former 

l’intermédiaire superoxyde ferrique (figure 32 (B)). Une nouvelle étape de réduction 

donne l’intermédiaire fer-peroxo (figure 32 (C1)) qui après protonation médiée par 

l’hydroxyle d’une thréonine donne l’intermédiaire fer-hydroperoxo (figure 32 (C2)). Après 

libération d’une molécule d’eau, l’intermédiaire de haute valence est formé (radical 

cathion, nommé par convention composé I (figure 32 (D)). 89 C’est généralement cet 

intermédiaire qui est responsable des réactions d’oxydation par un mécanisme 

d’abstraction d’hydrogène (la plupart du temps) ou de transfert séquentiel à un électron 

à la manière des peroxydases. Cependant, les intermédiaires superoxydes ainsi que 

peroxo et hydroperoxo peuvent également être responsables de réactions de nitration, 

époxydations  et coupure de liaison C-C. 
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Figure 32 : Cycle catalytique des cytochromes de type P450 (selon 89). Dans l'état oxydé, au repos, 
le fer est en état d'oxydation III et est complexé en face distale par une molécule d'eau (A), lui 
conférant une configuration électronique de spin bas, non réactive. La complexation du substrat 
chasse cette molécule d'eau, passant la configuration du fer à spin haut, dans un état activé 
permettant sa réduction en Fe (II). La complexation d’une molécule d’oxygène forme le composé 
superoxyde (B). Une nouvelle réduction donne l’intermédiaire peroxo (C1) puis hydroperoxy (C2). 
La coupure hétérolytique de la liaison O-O forme le composé I (D), radical cation à haute valence. 
Ce composé est en général responsable de la catalyse par abstraction d’hydrogène. 

Le groupe de Frances Arnold s’est intéressé à l’exploitation de cette classe de protéines 

pour catalyser le transfert de carbènes. Des travaux pionniers à ce sujet ont montré que 

le cytochrome P450BM3 de B. megaterium pouvait catalyser la synthèse de dérivés du 

cyclopropane à partir de styrènes en conditions anaérobies en utilisant du diazoacétate 

d’éthyle (EDA) comme source de carbène (figure 33). L’efficacité de ce catalyseur était 

inférieure à l’hème en solution, cependant la mutation de la thréonine 268 (inutile dans 

ce type de réaction) en une valine moins volumineuse permis la cyclopropanation trans-

sélective avec de bons rendements (323 TTN, 96% ee forme (S,S), 1 :99  cis:trans). Le 

criblage d’une petite bibliothèque de variants permis d’isoler le variant BM3-CIS, porteur 

de 14 mutations et présentant une diastéréosélectivité envers la forme cis. A l’issue d’une 

expérience de mutagenèse systématique (CAST) sur 5 acides aminés du site actif, un 

variant optimisé de seconde génération, BM3-CIS-T438S, a été obtenu. Il présente une 
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très bonne préférence pour la forme cis ainsi qu’une excellente énantiosélectivité (293 

TTN, 97% ee forme (S,R), 92:8 cis:trans). 90  

 

 

Figure 33 : Réaction de cyclopropanation entre le styrène et un carbène activé par un groupement 
diazo (EDA) (selon 90). La réaction engendre 4 isomères (deux énantiomères dans la forme cis, deux 
énantiomères dans la forme trans). Les isomères favorisés par les différents variants sont 
représentés par les flèches bleues. 

Un autre variant catalysant l’insertion de carbène dans une liaison N-H a également été 

isolé (figure 34). 91  

 

Figure 34 : Réactions sélectives d'insertion de carbène au sein d'une liaison N-H catalysée par des 
variants de P450 (selon 91) 
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Comme dit précédemment, la protéine sauvage au repos possède un hème dans l’état Fe 

(III). Étant donné que l’espèce active est sous forme Fe (II), il était intéressant d’essayer 

de faciliter la réduction initiale de l’hème. L’équipe de Arnold a donc étudié l’impact du 

ligand proximal sur le potentiel redox du fer. Il s’est avéré qu’une mutation de la cystéine 

400, strictement conservée dans la famille des CyP450, en une sérine provoquait un 

changement du potentiel redox passant de -430 mV à -293 mV, le rendant réductible par 

le NAD(P)H sans fixation préalable du substrat. Ce nouveau variant fut renommé P411BM3 

du fait du décalage à 411 nm de la bande de Soret de l’hème lié au CO. Cette nouvelle 

espèce permet donc d’éviter l’utilisation d’un réducteur fort comme le dithionite et de 

pouvoir effectuer les catalyses de transfert de carbène en conditions douces, dans un 

milieu intracellulaire. De plus, l’affinité pour le dioxygène est réduite, ce qui permet 

d’effectuer la catalyse en milieu aérobie sans empoisonner le catalyseur. Ainsi les 

réactions de transfert de carbènes asymétriques ont pu être effectuées avec de bonnes 

diastéréo- et énantiosélectivités avec un rendement accru, même en milieu 

intracellulaire.92 

Cette équipe s’est également intéressée à l’insertion de nitrènes au sein de liaisons C-H et 

S-H (sulfimidation) par l’utilisation de précurseurs azides (figure 35).93,94 L’enzyme P411 

BM3-CIS-T438S était également le plus actif des variants testés pour cette réaction. Cette 

étude a permis de conclure que la mutation de deux acides aminés essentiels pour les 

réactions d’oxydation (C400 et T268) permet la conversion des enzymes pour la catalyse 

de réactions jamais réalisées dans les cellules vivantes.  

 

Figure 35 : Réaction d’insertion intramoléculaire de nitrène au sein d’une liaison C-H (haut) et S-H 
(bas), catalysée par les variants P411 de cytochrome P450 (selon l'équipe de F. Arnold 93,94). 
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II.2.1.2 La myoglobine : une architecture protéique propice à l’ingénierie de catalyseurs 

biohybrides 

La myoglobine, à l’instar de l’hémoglobine, est une protéine qui transporte le 

dioxygène grâce à une porphyrine de fer. Elle est en revanche un piètre catalyseur des 

réactions d’oxydation car son site actif ne participe pas à l’activation de la coupure 

hétérolytique du H2O2 pour la formation de l’espèce active Fe (IV) oxo (composé I) comme 

dans le cas des peroxydases héminiques de type P450. L’étude de la crevasse contenant 

la porphyrine indique également qu’elle est encombrée, empêchant l’entrée d’éventuels 

substrats. Les équipes de Tasamasa Hayashi, Yoshihito Watanabe et Takafumi Ueno ont 

étudié l’effet des résidus du site actif sur l’époxydation énantiosélective du thioanisole 

(methyl phenyl sulfide) en methyl phenyl sulfoxyde. Il y a 20 ans déjà, une comparaison 

de l’environnement de la porphyrine entre la myoglobine et la Cytochrome C peroxydase 

a suggéré à l’équipe de Watanabe la mutation L29H pour placer un résidu histidine à une 

position équivalente à l’histidine 52 de la Cytochrome C peroxydase (figure 36A). En effet, 

cette mutation a permis de conduire à une augmentation sensible de l’activité et une 

bonne énantiosélectivité, malgré une vitesse de réaction toujours très faible (figure 

36C).95 

 

Figure 36 : A. Acides aminés proximaux et distaux dans la myoglobine. La leucine 29 et l'histidine 
64 ne participent pas à l'acte catalytique. La position relative de l’histidine de la Cytochrome C 
peroxydase est représentée en lignes fines. B. Hème de la myoglobine vu de l’extérieur, on 
remarque que la poche est très encombrée et ne permet pas l’entrée de substrat. C. Réaction de 
sulfoxydation énantiosélective du thioanisole catalysée par les différents mutants de la 
myoglobine utilisés par Watanabe, Hayashi et Ueno .95 
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Des études ultérieures ont montré qu’une histidine à une position différente (F43H) était 

un catalyseur général acidobasique pouvant conduire à la formation putative de la forme 

ferryl radical cation (O=Fe(IV) Por+•). La structure cristallographique a confirmé que la 

distance entre le Nϵ et le Fe (III) de l’hème était effectivement similaire à celles mesurées 

dans les peroxydases (L29H : 6.6 Å, F43H : 5.3 Å, H64 : 4.5 Å comparé aux 5.5-6 Å des 

peroxydases).96 Dans une étude concomitante, la mutation H64D permit également la 

formation H2O2 dépendante du composé 1, qui a alors pu être observé pour la première 

fois spectroscopiquement. La sulfoxydation du thioanisole fut étudiée pour ce mutant 

mais malgré une forte accélération de la réaction (145 min-1) un mauvais excès 

énantiomérique fut constaté (6% ee).97 

En 1999, dans une approche pionnière mêlant ingénierie génétique et chimique, le même 

groupe remplaça l’hème en ajoutant des carboxylates sur les groupements propionates 

(figure 37). Ainsi modifiée, la myoglobine sauvage présentait déjà une affinité et réactivité 

supérieure dans l’oxydation du guaiacol.98 Le mutant H64D portant l’hème modifié avait 

une activité démultipliée (kcat passant de 10,8 à 336 min-1) se rapprochant de celle d’une 

peroxydase naturelle comme la peroxydase de raifort (HRP) (1 920 min-1).99 L’efficacité 

catalytique (kcat/KM) était seulement 3 fois inférieure à celle de la HRP (23 000 M-1.s-1 et 

72 000 M-1.s-1 respectivement). 

 

 

Figure 37 : Stratégie de modification de la myoglobine par l'équipe de Watanabe et Ueno. Le gène 
codant la myoglobine est mutée par génie génétique, le variant H64D étant alors produit avec 
l’hème endogène. Le variant est ensuite traité au Butan-2-one afin de retirer l’hème pour ensuite 
le remplacer par un hème synthétique (selon 98). 

Ces travaux illustrent l’efficacité de la modification du groupement prosthétique d’une 

protéine pour modifier son activité, même si la porphyrine modifiée ne changeait pas les 

propriétés d’oxydation du métal. Il est intéressant de noter que la modification de l’hème, 

en modifiant le KD de la protéine pour ses substrats hydrophobes, joue le rôle d’une poche 

de fixation, rôle normalement assuré par la protéine. Cependant, la méthode de 
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remplacement de l’hème de la myoglobine est trop lourde et peu efficace pour envisager 

une méthode d’évolution dirigée sur cette architecture. 

Le groupement prosthétique peut être également radicalement modifié. En effet, en 

insérant différents salophènes de chrome en lieu et place de l’hème, ce même groupe 

parvint à oxyder le thioanisole, avec des sélectivités toutefois modestes (figure 38). Il fut 

prouvé que le salen, de par sa conformation planaire, s’insérait bien à la place de l’hème 

et que le chrome était coordiné par la même histidine.100 

 

Figure 38 : Complexe salophène de chrome inséré dans la l’apo-myoglobine (selon 100). 

Plus récemment, l’équipe de Rudi Fasan s’est intéressée à des réactions de transfert de 

carbène catalysées par la myoglobine. En effet, plusieurs études ont démontré que les 

porphyrines de fer sont capables de promouvoir la cyclopropanation d’oléfines ainsi que 

la fonctionnalisation de liaisons X-H (X = C, Si, N, S) en présence de diazoacétates.101,102 

Dans cette réaction, le carbène est stabilisé sur le métal après libération d’une molécule 

de diazote, avant de se lier à la liaison alcène ou l’atome à fonctionnaliser. Ce type de 

réaction serait particulièrement intéressant pour la conception de produits de haute 

valeur ajoutée, avec l’avantage d’utiliser des composés simples, et de libérer uniquement 

du diazote comme sous-produit.  

Dans une approche de mutations sélectives limitées à 4 acides aminés tapissant la 

crevasse (L29, F43, H64, V68), le mutant H64V/V68A s’est montré efficace pour catalyser 

dans la cyclopropanation du styrène en présence de diazoacétate d’éthyle (EDA) (figure 

39, milieu). Le produit de cette réaction contenant deux centres de chiralité, quatres 

stéréoisomères sont possibles (deux paires d’énantiomères). Ce mutant présentait une 

grande énantiosélectivité et diastéréosélectivité pour une large gamme de substrats 

dérivés du styrène.103 Dans une approche similaire, le même mutant s’est avéré capable 

d’effectuer l’insertion intermoléculaire de carbène dans une liaison N-H de différentes 

aryl amines substituées en ortho, meta et para avec de bons rendements (mais pas de 

centre stéréogène créé) (figure 39, haut).104 La nécessité de conditions fortement 
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réductrices (dithionite de sodium) et anaérobies montrait que le fer ferreux était 

responsable de la fixation de l’EDA, en compétition avec la fixation du dioxygène. Cette 

même équipe est enfin parvenue à effectuer la synthèse de thioéthers par transfert de 

carbène sur un grand nombre de substrats volumineux et hydrophobes avec de bons 

nombres de cycles catalytiques (TON jusqu’à 5400 avec le mutant H64V/L29A), mais avec 

une énantiosélectivité peu spectaculaire (49% ee maximum avec le mutant F43V). Il s’agit 

du premier exemple d’insertion d’un carbène au sein d’une liaison S-H catalysé par une 

protéine après ingénierie rationelle (figure 39, bas).105 

 

Figure 39 : Différents types de transfert d'alcènes par le biais de composés diazo, catalysées par 
des mutants de myoglobine (Equipe de Fasan) Haut : Insertion dans une liaison N-H, milieu : 
cyclopropanation, bas : insertion dans une liaison S-H. 

L’équipe de Clark et Hartwig a très récemment utilisé une stratégie de double évolution 

(chimique & génétique) pour modifier les propriétés catalytiques de la myoglobine.106 

Considérant que les possibilités de catalyse étaient limitées par le métal porté par la 

porphyrine, leurs travaux ont d’abord consisté en un remplacement du fer par d’autres 

métaux non présents habituellement dans les molécules biologiques. Afin d’obtenir 

facilement la forme apo de la myoglobine, leur stratégie a consisté, dans un premier 

temps, à optimiser une production de la protéine sans son groupement prosthétique. 

L’utilisation d’E.coli comme hôte dans un milieu minimum déplété en fer et à basse 

température a permis la production à haut rendement de l’apoprotéine (Myo) repliée 

(entre 5 et 40 mg/L de culture). Huit variants pour l’histidine proximale (H93) ont été ainsi 

produits avec succès. Après reconstitution avec des cofacteurs protoporphyrine IX (PIX) 

portant différents métaux (Fe(Cl), Co(Cl), Cu, Mn(Cl), Rh, Ir(Cl),Ir(Me), Ru(CO), Ag), les 

nouveaux biohybrides ont été le sujets de tests de catalyse de transfert de carbène 
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intramoléculaire et d’addition de carbènes dans une fonction alcène interne (figure  40 a 

et b respectivement).  

 

Figure 40 : Réactions catalysées par les biohybrides myoglobine reconstituées avec une porphyrine 
d’iridium. a. Réaction de transfert de carbène intramoléculaire. b. Réaction de cyclopropanation 
par addition de carbène dans une fonction alcène interne. c. Réaction d’addition de carbène dans 
une fonction alcène non activée  

 

Le biohybride Ir(Me)-PIX ⊂ Myo (⊂ signifie l’inclusion d’un complexe, au sein de la 

protéine Myo ici) est capable de catalyser les deux types de réaction avec le plus haut 

rendement dans tous les biohybrides testés. Une stratégie d’évolution dirigée 

s’approchant de l’ISM a ensuite été effectuée utilisant l’Ir(Me)-PIX, en modifiant de 

manière incrémentielle les acides aminés de la crevasse de plus en plus éloignés, utilisant 

un alphabet d’acides aminés restreint (hydrophobes). Une série de 450 variants au total 

ont été criblés pour la réaction de transfert de carbène intramoléculaire (figure 40a) et 

l’addition de carbène dans un alcène aliphatique (figure 40c). Des variants ayant une 

énantiosélectivité en faveur de chacun des énantiomères ont été trouvés pour chaque 

substrat concernant l’insertion de C-H, avec un TON allant jusqu’à 7260. Pour l’addition 

de carbène dans des alcènes non activés, les activités obtenues sont moindres (40 TON) 

mais présentent de bonnes énantio- et diastéréosélectivités. 

Ces exemples basés sur la stratégie hôte-invité illustrent la puissance de l’ingénierie du 

cofacteur métallique et de l’architecture protéique pour accéder à réactions non 

naturelles avec de bonnes énantiosélectivités. Cependant les expériences d’évolution 

dirigée se limitent encore à des protéines purifiées individuellement, ne permettant que 

l’analyse de quelques centaines de variants (ce qui représente déjà une masse de travail 

conséquente). Ainsi, les résultats in cellulo des enzymes de type P411 sont très 
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prometteurs pour la création de cribles catalytiques qui pourraient être utilisables dans 

des approches d’évolution dirigée avec des librairies de grande taille. 

II.2.1.3 La xylanase A 

Des travaux précurseurs de l’équipe de Satoshi Nakamura présentaient la xylanase 

B, une enzyme dégradant les polysaccharides linéaire β-1,4-xylane en monomères xylose, 

de T. maritima comme pouvant accepter une porphyrine de fer synthétique au sein de sa 

structure. Cette association formant une hémoprotéine artificielle capable de fixer 

l’oxygène de la même manière que la myoglobine.107 L’équipe de Jean-Pierre Mahy a 

porté son choix sur la xylanase A de S. lividans (figure 41). Cette protéine est en effet 

simple à produire en grande quantité dans son organisme d’origine, elle est thermostable 

et sa structure cristallographique est connue. Cette protéine d’architecture « TIM barrell » 

présente une charge globale positive à pH neutre, et possède une large poche. Cette 

équipe a montré que la xylanase A est capable d’incorporer un cofacteur tel qu’une 

porphyrine anionique de type Fe(III)(TpCPP) avec une stœchiométrie 1:1 et un KD de 

l’ordre du micromolaire.108  

 

Figure 41 : Surface de potentiel électrostatique de la Xylanase 10A de S. lividans à pH 7 avec une 
porphyrine anionique modélisée à sa surface (modèle boules et bâtons), les carboxylates de la 
porphyrine étant censés former des liaisons ioniques avec les patchs positifs de la crevasse. 

Ricoux et al. ont donc utilisé des porphyrines anioniques Fe(III)(TpCPP) et Fe(III)(TpSPP)) 

(figure 42) pour l’insertion au sein de la protéine via la stratégie  hôte-invité. Il a été 
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montré que le biohybride Fe(III)(TpCPP) ⊂ Xln10A est capable de catalyser la sulfoxydation 

du thioanisole avec un excès énantiomérique pouvant atteindre 40% en faveur de 

l’énantiomère (S). Il a été montré que la présence d’imidazole augmente la vitesse de 

réaction par un facteur de plus de 3, soit en se positionnant comme ligand axial du fer, 

soit en catalysant la coupure hétérolytique de la liaison O-O par un mécanisme acide-base. 
109 De même, une porphyrine de manganèse insérée au sein de la crevasse a pu catalyser 

l’oxydation du métoxystyrène par le KHSO5 avec un excès énantiomérique de 80% envers 

la forme (R).110 

 

Figure 42 :  Porphyrine Fe(III)(TpCPP) insérée au sein de la xylanase A et réaction catalysée (selon 
109) 

 

II.2.1.4 Les albumines sériques 

Les albumines sont des protéines sanguines permettant le transport d’un nombre 

varié de petites molécules, préférentiellement hydrophobes, telles que les acides gras, 

hormones, hémines ou molécules exogènes. Leur capacité de fixation de cofacteurs a été 

mise à profit à de nombreuses reprises pour la création de métalloenzymes. Elles sont de 

plus aisément disponibles en grande quantité par extraction à partir des sérums de 

mammifères. Ce sont des protéines de grande taille (71 kDa pour l’albumine humaine 

(HSA)) composées d’hélices alpha et de forme complexe. Cette protéine présente 

plusieurs poches hydrophobes permettant la fixation des différents ligands. La figure 43 

présente la HSA contenant sept molécules d’acide palmitique, chacune étant dans une 

poche différente. 
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Figure 43 : Les albumines sériques (ici la HSA) sont des protéines de grande taille et de forme 
complexe. Elles possèdent plusieurs poches hydrophobes où se fixent des molécules principalement 
hydrophobes. Deux molécules d'acide palmitique sont visibles en bâtons bleus et rouges (pour les 
oxygènes) sont visibles sur cette structure, sur un total de sept. 

Atif Mahammed et Zeev Gross ont publié l’utilisation des albumines de sérum Humain 

(HSA), de porc (PSA), de mouton (SSA), de bovin (BSA) et de lapin (RSA) pour l’insertion 

de corroles (figure 44) amphiphiles de fer et manganèse. La fixation de ces deux 

partenaires présentait une stœchiométrie 1:1 et une affinité nanomolaire, indiquant un 

ancrage spécifique permettant d’accéder potentiellement à des sélectivités de réaction. 

Ces différents biohybrides ont permis la sulfoxydation du thioanisole et d’autres sulfides 

par le H2O2 avec des excès énantiomériques jusqu’à 98%.111 

 

Figure 44 : Sulfoxydation du thioanisole catalysée par des coroles insérées dans différentes 
albumines sériques (d'après 111) 

 Partant de ce principe, l’équipe de Reetz a utilisé en 2006 une phtalocyanine de 

cuivre insérée dans différentes albumines sériques pour catalyser la cycloaddition de 
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Diels-Alder entre le cyclopentadiène et différentes chalcones (figure 45). L’excès 

énantiomérique de la réaction catalysée par ces biohybrides a atteint 98% dans la forme 

endo, avec une sélectivité endo/exo de 91:9 (la forme endo est privilégiée 

thermodynamiquement dans cette réaction).112  

 

Figure 45 : Cycloaddition de Diels-Alder par des biohybrides d'albumines et phtalocyanines de 
cuivre (d'après 112) 

Enfin, l’équipe de Stéphane Ménage a utilisé l’albumine Humaine (HSA) pour l’insertion 

de salènes de manganèse. Ce biohybride a pu catalyser la réaction de sulfoxydation du 

thioanisole par l’hypochlorite de sodium (NaOCl) avec une excellente chimiosélectivité 

(absence de sur-oxydation) envers le produit sulfoxide par rapport au sulfone (figure 46). 

Cette sélectivité a été imputée au caractère hydrophobe de la poche catalytique, 

empêchant la fixation du substrat mono-oxydé. Il a été montré que la sélectivité décroit 

quand la stœchiométrie salen:HSA dépasse 1:1 et donc qu’un site de fixation préférentiel 

est présent. Cependant, ces biohybrides ne sont pas énantiosélectifs.113 

 

Figure 46 : Sulfoxydation chimiosélective du thioanisole par des complexes salen de manganèse 
insérés dans la HSA (selon 113) 

Dernièrement, l’équipe de Liang Hong a inséré dans l’albumine sérique bovine (BSA) un 

complexe de type salen de cobalt pour la sulfoxydation du thioanisole (et d’autres sulfides 
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prochiraux) par le peroxyde d’hydrogène (H2O2). Après optimisation des conditions de 

catalyse concernant la température, la concentration des substrats et les cosolvants, des 

taux de conversion de 98%, 100% d’énantiosélectivité pour un excès énantiomérique de 

50% pour la forme (R) ont été obtenus pour le thioanisole. Des énantiosélectivités plus 

importantes ont été obtenues pour d’autres dérivés, comme le meta-chlorothioanisole 

(71% ee) ou para-chlorothioanisole (87% ee) mais au détriment de la chimiosélectivité (80 

et 68% respectivement).114 

 

Figure 47 : Sulfoxidation énantio et chimiosélective de dérivés du thioanisole par des complexes de 
cobalt inclus dans la BSA. (selon 114) 

Les albumines sériques possèdent l’avantage d’être disponibles en grande quantité 

commercialement, mais elles sont peu utilisées pour de l’ingénierie génétique. Une telle 

approche nécessite un système d’expression efficace et compatible avec les méthodes de 

sélection.115 La HSA peut cependant être produite dans l’hôte P. pastoris, et un système 

d’évolution dirigée avec cet hôte a été publié en 2010, ce qui ouvre la voie à l’optimisation 

de ces nouvelles métalloenzymes.116 

II.2.1.5 La protéine LmrR 

 Très récemment, l’équipe de G. Roelfes a utilisé la crevasse hydrophobe résultant 

de la dimérisation du facteur de transcription procaryote Lactococcal multidrug resistance 

Regulator (LmrR) pour l’insertion non covalente d’un cofacteur métallique de type 

phénanthroline.117 Cette protéine est un homodimère dans lequel deux acides aminés 

tryptophanes équivalents sur chacun des monomères et situés l’un en face de l’autre dans 

la structure semblaient être idéalement positionnés pour l’insertion du ligand et sa 

stabilisation par des « π stacking » (figure  48). Le biohybride résultant de cet assemblage 

supramoléculaire est capable de catalyser une réaction de Friedel-Kraft avec des excès 

énantiomériques jusqu’à 94%. Le remplacement de ces tryptophanes par des alanines 

conduit à une diminution de l’affinité de la protéine pour la phénanthroline (KD passant 

de 2.6 µM à 45 µM) et à une perte de l’énantiosélectivité. Ceci a permis de confirmer 

l’importance de ces résidus tryptophane pour l’insertion du cofacteur au sein du dimère. 
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Figure 48 : a) Représentation schématique de l’insertion d’une phénanthroline au sein du dimère 
LmrR (dessus). Réaction de Friedel-Kraft catalysée par un complexe phénanthroline de cuivre 
(dessous) b) En bâtons sont représentés les deux tryptophanes responsables du «  π stacking » 
(selon 117). 

  

II.2.1.6 Ingénierie d’anticorps : conversion de reconnaisseurs en catalyseurs 

 L’idée d’utiliser des anticorps en vue de construire des catalyseurs biohybrides a 

été exploitée durant les années 90. Le principe était d’utiliser la propriété intrinsèque de 

reconnaissance spécifique des anticorps en effectuant des sélections contre un cofacteur 

métallique afin d’effectuer un ancrage supramoléculaire spécifique. Le cofacteur de choix 

étant la porphyrine, un grand nombre d’études se sont portées sur la sélection d’anticorps 

anti-porphyrines diversement substituées, contenant un métal ou non, pour effectuer des 



Partie A - Introduction  

 

74 
 

réactions d’oxydation de type P450 ou peroxydases.118–127 Ces différents complexes, 

nommés hémoabzyme pour « hemo-antibody-enzyme », se sont malheureusement 

révélés de modestes catalyseurs, notamment en raison du manque d’un acide aminé 

proximal comme la cystéine du cytochrome P450 (voir ci-dessus).  

Afin d’obtenir une sélectivité de substrat, Shai Nimri et Ehud Kenan ont utilisé une 

porphyrine hydrosoluble d’étain Sn (IV) portant un ligand axial α-naphtoxy. Cette 

construction avait été choisie pour mimer l’état de transition d’une réaction de 

sulfoxydation de sulfides aromatiques ainsi que l’approche de l’oxydant iodosylbenzène 

sur le centre métallique. Un anticorps sélectionné fixant spécifiquement ce complexe avec 

une affinité nanomolaire a ensuite été testé pour la catalyse en présence d’une 

porphyrine de ruthénium portant les mêmes groupements fonctionnels. Cet objet a 

permis la sulfoxydation stéréosélective du thioanisole par l’iodosylbenzene avec un excès 

énantiomérique de 43% pour la forme (S) (figure 49).128 Cette approche est un exemple 

canonique d’un biohybride, avec la protéine responsable de l’affinité pour le substrat et 

le cofacteur métallique responsable de l’acte catalytique. Cependant, une ingénierie 

génétique de la protéine en vue d’améliorer ses propriétés n’a pas été tentée. 

 

Figure 49 : A) Porphyrine utilisée par Nimri et Keinan pour la sélection d'un anticorps B) État de 
transition de la réaction d’oxydation du métal (gauche) ou de la sulfoxydation de thioanisole 
(droite). C) Réaction de sulfoxydation énantiosélective du thioanisole par un anticorps complexé 
avec une porphyrine de ruthénium Ru(TpCPP) (selon 85). 

L’équipe de Mahy a exploré l’idée d’utiliser un ligand possédant déjà un acide aminé 

coordinant le métal d’une porphyrine en position proximale : la microperoxydase 8 (MP-

8). En effet, la microperoxydase est issue de la digestion trypsique du cytochrome C de 

cheval et est constituée d’un peptide de 8 acides aminés (CAQCHTVE) lié à l’hème par 
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deux cystéines. L’histidine 4 du peptide constitue le ligand axial de l’ion métallique. 

Plusieurs carboxylates pouvaient également servir de point d’ancrage à l’anticorps (figure 

50). De plus, comme son nom l’indique, la MP-8 possède une activité de type peroxydase 

et monooxygénase, et catalyse un grand nombre de réactions telles que l’oxydation d’o-

dianisidine, acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) (ABTS) et guaiacol 
129,130, la nitration de phénols 131  ou la sulfoxydation énantiosélective de sulfures.132 

L’immunisation de souris contre la MP-8 a permis d’isoler un anticorps monoclonal (3A3). 

Il a été montré que la protéine permet de protéger le cofacteur vis-à-vis de sa dégradation 

l’empêcher sa dimérisation qui est observée en solution aqueuse.133 La sulfoxydation du 

thioanisole par le peroxyde d’hydrogène catalysée par le couple 3A3-MP8 a donné un 

excès énantiomérique de 45% envers la forme (R). 

 

Figure 50 : Vue schématique de l'anticorps 3A3 dirigé contre la microperoxydase 8 (selon 85) 

L’incorporation d’une porphyrine dans un anticorps permet donc la protection de la 

porphyrine en empêchant sa dimérisation et son auto-dégradation oxydative, et en 

provoquant aussi une diffusion contrôlée de l’oxydant vers le métal. Cette incorporation 

précise du complexe est également source de sélectivité. Cependant les anticorps sont 

des protéines complexes difficiles à produire sous forme recombinante dans des hôtes 

tels qu’E.coli, ce qui limite leur optimisation par ingénierie génétique et limite la 

production en grosse quantité. Enfin, la géométrie d’insertion des porphyrines dans la 

crevasse des anticorps est généralement homologue à celle de peroxydases, favorisant 

une approche du substrat par le bord de la porphyrine, alors que les cytochromes de type 

P450 privilégient une approche faciale au sein d’une large crevasse hydrophobe. Ces 

raisons ont conduit les différentes équipes de par le monde à porter leurs efforts vers 

l’utilisation de protéines hôtes différentes, stables et plus faciles à produire. 
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II.2.1.7 Conclusion de la stratégie hôte-invité 

Les différentes stratégies hôte-invité que nous avons abordées dans cette partie 

montrent que le positionnement d’un complexe métallique au sein d’une crevasse 

protéine peut être une approche efficace pour générer de la catalyse énantiosélective. 

Cependant, ces exemples présentent tous un même inconvénient : l’affinité de la protéine 

pour le ligand dépend du type de ligand utilisé d’une part et des acides aminés en contact 

avec le cofacteur d’autre part. Ceci limite donc les possibilités d’ingénierie chimique et 

génétique, car une modification trop importante de chacun des deux partenaires risque 

de déstabiliser l’interaction. Pour tenter de répondre à cette limitation, une solution est 

de séparer la partie du ligand responsable de l’interaction de la partie responsable de 

l’acte catalytique. C’est le principe de la stratégie du cheval de Troie. 

II.2.2 La stratégie du cheval de Troie 

II.2.2.1 Le couple (strept)avidine/biotine : cheval de bataille de cette stratégie 

La stratégie du « cheval de Troie », également appelé ancrage supramoléculaire, 

consiste à coupler le cofacteur métallique à une molécule possédant une affinité pré-

existante pour la protéine. Le couple avidine-biotine, qui possède une affinité des plus 

fortes connues (avec un KD de l’ordre du femtomolaire) dans la nature entre une protéine 

et une petite molécule, a naturellement été exploité par plusieurs équipes pour ancrer à 

la protéine un complexe métallique lié à une biotine et explorer plusieurs réactions 

catalytiques.  

Les travaux de Georges Whitesides ont ouvert la voie à ce type d’approche.134 Ces travaux 

consistaient en un couplage d’un complexe phosphine de rhodium avec la biotine pour 

effectuer la réduction d’acide α-acétamidoacrylique en N-acétylalanine avec un excès 

énantiomérique de 40% en faveur de l’énantiomère S. 

 

Figure 51 : Complexe de rhodium couplé à une biotine utilisé par Whitesides pour insertion dans 
l'avidine 
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L’équipe de Thomas R. Ward s’est spécialisée dans cette approche, utilisant la 

streptavidine au lieu de l’avidine. La streptavidine, plus facile à obtenir de manière 

recombinante chez E.coli, est également une protéine homotétramérique, liant la biotine 

avec une affinité sub-picomolaire, qui diffère de l’avidine par son point isoélectrique (6.2 

pour la streptavidine, 10.4 pour l’avidine). En répétant l’expérience de Whitesides avec la 

streptavidine, Ward atteint des excès énantiomériques conséquents (92%) en faveur de 

l’énantiomère opposé, ainsi que pour la réduction de l’acide acétamidocinnaminique en 

(R)-acétamidophénylalanine (figure 52). Cette inversion dans l’énantiosélectivité de la 

réaction a pu être expliquée par des changements dans le type de liaison entre la biotine 

et le complexe. Des expériences de mutations de l’acide aminé S112 qui, par étude 

cristallographique avait été identifié comme en face du complexe métallique une fois logé 

dans la poche de la streptavidine, ont permis de confirmer le positionnement du complexe 

au sein de la crevasse de la protéine.135–137 

 

Figure 52 : Hydrogénations énantiosélectives par des complexes de rhodium couplés à la biotine, 
insérés dans l'avidine ou la streptavidine (d'après 63) 

L’équipe de Reetz a ensuite tenté, pour la première fois en 2006, une approche 

d’évolution dirigée de la streptavidine pour améliorer l’énantiosélectivité de 

l’hydrogénation d’un ester de l’acide acétamidoacrylique. Malheureusement, les 

complications dans l’expression des gènes mutants ont empêché une production 

parallélisée.138 Une expérience de mutagenèse itérative du site actif (ISM) a été employée 

pour générer une bibliothèque de variants et le criblage a permis d’identifier un variant 
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pour lequel un excès énantiomérique de 65% fut atteint. Il est à noter que la plupart des 

mutations, notamment les plus distantes du complexe, rendaient les protéines insolubles. 

L’équipe de Ward a entrepris, également en 2006, une approche d’ingénierie par 

mutagenèse à saturation sur une unique position de la streptavidine pour catalyser le 

transfert d’hydrogénation de cétones avec des ligands de type « tabouret de piano » 

(figure 53). En faisant varier à la fois le ligand arène coiffant le métal et la position S112 

sur la protéine, Letondor et al. ont obtenu des variants catalysant la réduction 4-

méthylacétophénone en présence de formiate, avec de bonnes énantiosélectivités (ex. 

91% (R) pour [(η6-cymene)Ru(Biot-p-L)Cl] ⊂ S112A). 139 

 

Figure 53 : (haut) Schéma des complexes de type tabouret de piano couplés à la biotine, au sein de 
la streptavidine. (bas)  Transfert d'hydrogénation du 4-méthylacétophénone catalysé par des 
ligands ruthénium (selon 139) 

Une approche d’évolution dirigée de la streptavidine a ensuite permis de réduire des 

substrats dialcyl cétone par du formiate de manière énantiosélective. Dans cette 

approche originale, des billes de biotine-sépharose ont été utilisées pour sélectionner les 

variants d’intérêt. La streptavidine étant tétramérique, l’ajout d’un excès de streptavidine 

sur les billes provoque la fixation d’une biotine par tétramère, laissant théoriquement 3 

sites accessibles pour une catalyse hétérogène. Cette méthode de purification rapide a 

permis d’accélérer grandement le processus de criblage.  Des séries de variants de la 
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streptavidine (ou « bibliothèques ») ont été construits par mutagénèse à saturation 

d’acides aminés déterminés sur la base d’une structure cristallographique de la protéine 

en présence du complexe. La lysine 121 et la leucine 124 ont été mutées sur la base des 

variants S112A et S112K (et sauvage WT). Après plusieurs tours de sélection,  des 

protéines portant le complexe de ruthénium coiffé de benzène ou p-cymène capables de 

réaliser la réduction de différentes diacyl cétones avec une excellente énantiosélectivité 

et des rendements quantitatifs ont été obtenus.140 Une représentation de l’évolution des 

meilleurs variants pour la réduction du 4-phényl-2-butanone est visible en figure 54. 

 

Figure 54 : Évolution de la streptavidine avec deux ligands différents pour la réduction du 4-phenyl-
2-butanone obtenue par une banque de mutagénèse à saturation (CAST) sur la base des protéines 
sauvage (WT), S112A et S112K. En abscisse sont les variants présentant de plus en plus de 
mutations en présence de catalyseurs au ruthénium coiffés de benzene (gauche) ou cymène 
(droite). En ordonnées sont les excès énantiomériques obtenus pour les différents variants, 
favorisant l’énantiomère R (haut) ou S (bas) (selon 140) 

En 2011, Ward et son équipe ont utilisé avec succès des complexes d’iridium pour la 

réduction d’imines cycliques par des variants de streptavidine optimisés. Les 

énantiomères (R) et (S) ont été obtenus avec des excès de 91% et 78% respectivement, 

pour des variants S112A et S112K. Dans ce cas particulier, la vitesse de réaction et l’affinité 
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ont pu être améliorées par la mutation d’un acide aminé proche dans la structure 

(K121T).141 

 Dans le cas de l’énantiomère (R), un excès énantiomérique de 99% a pu être atteint en 

couplant l’activité du biohybride à une monoamine oxydase, effectuant la réaction inverse 

spécifiquement pour la forme (S). Cette étude montre un élégant cas de résolution 

cinétique d’énantiomères couplée à une synthèse asymétrique.142 

 

Figure 55 : Réduction d'amines cycliques par le formiate grâce à des catalyseurs insérés dans des 
variants de streptavidine (couplé à la monoamine oxydase) (selon 141) 

Dernièrement, l’insertion de complexes de palladium dans des variants de streptavidine 

a permis de générer des biohybrides capables de catalyser des réactions de Suzuki 

énantiosélectives. Un criblage de différents ligands, puis une approche de mutagénèse à 

saturation sur les positions S112, N118 et K121 ont permis d’obtenir la première 

« Suzukiase » artificielle énantiosélective à ce jour.143 

 

 

Figure 56 : L'insertion de complexes de palladium au sein de la streptavidine ont permis l'obtention 
de la première « Suzukiase » énantiosélective à ce jour (selon 143) 
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Ces travaux sur la streptavidine combinent l’ingénierie du ligand métallique, tant dans sa 

nature que dans sa liaison avec la biotine, avec l’ingénierie génétique. Ils illustrent 

parfaitement la possibilité, et souvent la nécessité, d’une ingénierie des deux partenaires 

pour atteindre de bonnes énantiosélectivités. La streptavidine comme architecture 

protéique comporte de nombreux avantages : une poche catalytique, une bonne stabilité 

thermique, une production aisée et une haute affinité pour la molécule utilisée comme 

ancre pour accrocher le complexe métallique (la biotine). Cependant l’ingénierie 

génétique est limitée, se concluant par une baisse de la solubilité et parfois une 

production inexistante de nombreux variants. Ainsi, les cribles d’évolution sont souvent 

restés limités à un nombre très restreint d’acides aminés.  

Très récemment, Ward a développé une nouvelle approche prometteuse  permettant un 

criblage à plus haut débit et donc une meilleure exploration de l’espace des séquences.144 

Cette nouvelle approche dans laquelle la protéine est sécrétée dans le périplasme de la 

bactérie, a permis à l’équipe de Ward d’effectuer des expériences d’évolution dirigée pour 

la création d’un biohybride catalysant la métathèse d’oléfines. Une stratégie d’ISM a alors 

été mise en place avec un crible de fluorescence du produit en plaques. La réaction testée 

n’était cependant pas source de produits chiraux. 145 

Cette approche est très intéressante pour l’évolution de métalloenzymes artificielles en 

particulier, car il a été démontré que la forte concentration intracellulaire en glutathion 

réduit pouvait inhiber la plupart des cofacteurs métalliques artificiels.146 Il est fort 

probable que cette étude ouvre la porte à de nouvelles générations de biohybrides issus 

de l’évolution dirigée, l’enjeu restant de pouvoir cribler à haut débit des réactions 

énantiosélectives. 
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Figure 57 : Evolution dirigée d'une métathase artificielle. a) Principe de la méthode : expression 
périplasmique, insertion du catalyseur, catalyse in situ b) Principe du crible en plaque c) 
augmentation de l'activité au cours de l'expérience d'ISM (selon 145) 

II.2.2.2 L’approche du cheval de Troie étendue à d’autres protéines 

Il existe peu d’autres exemples de la stratégie du cheval de Troie car peu de 

protéines résistantes à l’ingénierie sont connues pour interagir avec des petites molécules 

avec des affinités suffisamment fortes.  

Les anticorps peuvent présenter une bonne affinité pour les petites molécules contre 

lesquels ils ont été sélectionnés. L’équipe de Mahy a ainsi repris le concept 

d’hémoabzyme dans la stratégie du cheval de Troie, utilisant des porphyrines de fer 

conjuguées à de l’œstradiol Fe(III)(TMPyP) et également la Fe(III)(TpSPP) (figure 58). Un 

anticorps très affin pour l’œstradiol a été utilisé comme architecture protéique. Le 

complexe formé est capable de catalyser la sulfoxydation énantiosélective du thioanisole 

avec du peroxyde d’hydrogène comme oxydant. L’énantiosélectivité est cependant 

modeste, avec un ee d’environ 10% en faveur de l’énantiomère (S) pour les deux 

porphyrines. Il a été remarqué que l’architecture protéique conférait une protection de la 

porphyrine contre les dégradations dues à l’oxydant.147,148 
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Figure 58 : Cofacteurs porphyrine de fer II développé par Raffy et al pour la création d'un biohybride 
par la stratégie du cheval de Troie. L'architecture protéique étant l'anticorps 7A3 ayant une 

constante de dissociation de l’ordre de 10-10 M avec l’oestradiol. Les biohybrides Fe(III)(TMPyP)  

7A3 et Fe(III)(TpSPP)  7A3  catalysent la sulfoxydation du thioanisole par le H2O2 avec un ee de 
8% et 10% respectivement (selon 147,148) 

Cependant les anticorps sont des protéines peu stables et coûteuses à produire. La même 

équipe a donc tenté d’explorer la même stratégie avec une protéine alternative aux 

anticorps.  

Dans une étude initiale d’évolution dirigée, une bibliothèque de variants de la 

néocarzinostatine (NCS), une protéine bactérienne, avait été conçue dans l’équipe de 

Philippe Minard et des variants fixant la testostérone avaient été sélectionnés par la 

méthode du « phage display ».149 Le variant résultant de ces sélections (NCS-3.24) liait la 

testostérone dans sa crevasse (comme l’a indiquée la structure cristallographique du 

complexe), avec une affinité de l’ordre de 10 µM.150  

Lors d’une première collaboration entre les équipes Mahy et Minard, cette protéine a 

donc été utilisée comme hôte du « cheval de Troie », en couplant la testostérone à 

différents complexes métalliques et en étudiant les activités catalytiques associées. Une 

porphyrine anionique de Fe(III) a ainsi permis de catalyser la réaction de sulfoxidation du 

thioanisole par H2O2 avec un très faible excès énantiomérique (13%) 151; un complexe 

Zn(II)-bipyridyl a permis de catalyser la transestérification de phosphodiesters et ainsi de 

mimer une activité de type RNAse 152 ; et enfin, le couplage de la testostérone avec une 

phénantholine de Cu (II) a conduit à la catalyse de la réaction de cycloaddition de Diels-

Alder entre l’azachalcone et le cyclopentadiène avec un rapport endo:exo différent du 

cuivre en solution mais sans excès énantiomérique.153  

Des études de modélisation moléculaire suggèrent que les complexes associés à la 

testostérone seraient peu accessibles ou trop encombrants pour la crevasse de la NCS-

3.24 et seraient donc plus ou moins mobiles à l’extérieur de la protéine. Cette 

interprétation expliquerait l’absence d’énantiosélectivité des différents biohybrides 

générés d’après cette approche. Par ailleurs, du fait de l’affinité relativement faible de la 
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protéine pour son ligand, dans les conditions d’utilisation des biohybrides pour la catalyse, 

une partie du ligand se trouve sous forme libre en solution en équilibre avec sa forme liée. 

 

Figure 59 : Structure cristallographique de la néocarzinostatine (NCS) liée à la testostérone (en 
bâtons). Le complexe de cuivre fonctionnalisé par la testostérone puis inséré dans la NCS catalyse 
la réaction de Diels-Alder avec un rapport endo:exo de 62 :38 mais sans excès énantiomérique. 

 L’équipe de Michèle Salmain a utilisé la beta lactoglobuline, une protéine extraite 

du lait de vache et connue pour fixer différents acides gras dont les acides laurique et 

palmitique. Dans leur étude, des composés dipyridylamine de rhodium ont été liés 

covalemment à des chaînes lauroyl ou palmitoyl. Les différent biohybrides sont capables 

d’effectuer des transferts d’hydrogénation de trifluoroacétophénone (TFAP) avec des 

excès énantiomériques jusqu’à 25% (figure 60).154 
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Figure 60 : Structure de labeta lactoglobuline liée à un acide gras (en bâtons). Le complexe de 
rhodium fonctionnalisé par une chaîne alkyle (au dessus) se positionne à la même place que l'acide 
gras, le biohybride catalysant le transfert d'hydrogénation du trifluoroacétophénone (TFAP) 
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La stratégie du cheval de Troie, comme la stratégie hôte-invité, présente l’avantage de 

pouvoir effectuer avec une relative simplicité la combinatoire entre variants protéiques 

et catalyseurs chimiques de différentes natures. De bonnes activités et sélectivités ont été 

observées, à la condition que le ligand soit raisonnablement enfoui.  

Cependant ces stratégies possèdent un désavantage inhérent au caractère non covalent 

des interactions entre protéine et cofacteur : en effet, il est nécessaire de travailler à des 

concentrations suffisantes en protéine (> 10 X KD) et supérieure à celle du ligand pour 

limiter la présence de ligand libre lors des expériences de catalyse. 

II.2.3 Stratégie du couplage covalent 

La troisième approche pour générer des catalyseurs biohybrides consiste à coupler 

covalemment le cofacteur métallique dans la protéine. Ceci a pour principal avantage de 

passer outre le problème lié à l’affinité entre les deux molécules. Ainsi, les acides aminés 

entourant le site catalytique nouvellement formé peuvent donc être modifiés sans 

craindre une baisse d’affinité comme dans le cas des stratégies de couplage non covalent. 

La stabilité de l’interaction permet également de ne pas avoir de fraction libre du 

cofacteur dans la solution pour les cas d’interactions peu affines. Elle peut enfin permettre 

d’augmenter la stabilisation conformationnelle du cofacteur lui-même, comme nous le 

verrons ci-dessous. Afin d’effectuer une liaison covalente stable et spécifique entre une 

protéine et un complexe métallique, différentes stratégies sont possibles et seront 

précisées pour chacune des constructions présentées dans ce chapitre.  

Les propriétés physico-chimiques des acides aminés peuvent être mises à profit pour la 

liaison covalente spécifique avec un ligand. La cystéine est de loin l’acide aminé le plus 

couramment employé pour plusieurs raisons : elle est peu présente dans les protéines 

naturelles, permettant une insertion spécifique par mutagénèse dirigée. Sa chaine 

latérale  est déjà utilisée naturellement pour former des liens covalents par le biais de 

ponts disulfures. La forme thiolate étant un nucléophile puissant, elle réagit avec les 

réactifs de Michael ou les haloacétamides plus rapidement que les amines primaires 

(lysine, résidu N-terminal) à pH neutre. L’utilisation de thiols réactifs pour le couplage de 

ligands n’est pas l’approche idéale pour toutes les architectures protéiques. En effet, les 

protéines stabilisées par des ponts disulfures nécessitent des conditions oxydantes pour 

leur repliement, ce qui peut conduire à la formation de ponts disulfures impliquant les 

cystéines libres réactives. 
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II.2.3.1 La papaïne, une protéine modèle pour la fonctionnalisation d’un thiol 

Les travaux précurseurs dans la fonctionnalisation d’une protéine au sein de son 

site actif concernaient la papaïne. La papaïne est une protéase à cystéine, cet acide aminé 

est donc idéalement placé au sein d’une crevasse. De plus, une seule cystéine libre (Cys25) 

est présente dans la protéine, ce qui permet de cibler le point d’ancrage (Figure 61). 

 

Figure 61 : Structure cristallographique de la papaïne. La cystéine 25 utilisée pour le greffage 
covalent des cofacteurs métalliques est représentée en bâtons. 

Les premiers travaux concernaient la modification de la papaïne avec des dérivés de 

flavine pour l’oxydation de nicotinamides. 155 L’ancrage utilisait alors des dérivés 

bromoacétamides, qui par substitution nucléophile formaient une liaison thioéther. 

L’équipe de Reetz réutilisa cette protéine pour insérer des complexes salen de 

manganèse, pour l’époxydation du styrène par l’hydroperoxyde de tertiobutyle. Ces 

complexes étaient fonctionnalisés avec un composé maléimide, qui, par réaction de 

Michael avec la cystéine, formaient un lien covalent avec la protéine. L’énantiosélectivité 

de la réaction était cependant faible (10% ee). 156  

Dans une étude de Panella et al, un complexe de rhodium a été couplé avec succès à la 

papaïne.  Ce biohybride catalysait spécifiquement l’hydrogénation de 2-

acétamidoacrylate de méthyle, mais sans excès énantiomérique (figure 62).157 Le 

couplage était effectué grâce à un bras bromoacétamide. 
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Figure 62 : Complexe rhodium covalemment ancré à la papaïne, catalysant l'hydrogénation non 
énantiosélective de 2-acétamidoacrylate de méthyle (selon 157) 

L’équipe de Salmain s’est également intéressée à cette protéine. Des composés 

dipyridylamine et phénanthroline de ruthénium, coiffés de différents ligands η6-arènes, 

ont été fonctionnalisés par un composé maléimide. En faisant varier le type d’arène 

(benzène ou p-cymène) ainsi que le nombre de carbones de la chaine alkyle reliant le 

complexe au maléimide, cette équipe est parvenue à effectuer la réduction du NAD(P)+ 

en NAD(P)H avec le formate comme donneur d’hydrure, ainsi que la réaction de Diels-

Alder entre l’acroléine et le cyclopentadiène (figure 63). Malheureusement ces 

catalyseurs n’ont conduit à aucun excès énantiomérique.158 

 

Figure 63 : Réaction de Diels-Alder catalysée par le biohybride issu de la liaison covalente entre un 
complexe de ruthénium et la papaïne (selon 158). 

La mauvaise énantiosélectivité de chacun de ces biohybrides a été expliquée soit par une 

cavité trop grande, un ancrage trop flexible ou trop long, faisant ressortir le cofacteur 

métallique en dehors de la cavité de la protéine. En effet plus récemment une structure 

cristallographique de la papaïne avec un ligand de ruthénium a été déterminée par 
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l’équipe de Salmain (PDB : 4KP9) (figure 64). On peut clairement constater que le 

complexe de rhuténium est à l’extérieur de la crevasse. 

 

Figure 64 : Structure de la papaïne fonctionnalisée par un complexe de ruthénium (bâtons) 
déterminée par l'équipe de Salmain. On peut constater que le ligand est à l’extérieur de la crevasse. 

II.2.3.2 La myoglobine 

Il a été précédemment mentionné l’insertion par stratégie hôte-invité d’un 

complexe salophène de chrome dans l’apo-myoglobine. L’équipe de Lu a émis l’hypothèse 

que la mauvaise énantiosélectivité du biohybride était due à un manque de rigidité du 

complexe au sein de la crevasse. Partant de ce postulat, des complexes de type salen de 

manganèse ont été insérés dans la crevasse en lieu et place de l’hème. Afin de rigidifier 

l’ancrage, deux mutations en cystéines ont été effectuées sur la base de la structure 

cristallographique de la protéine naturelle (L72C/Y103C). Le ligand salen, fonctionnalisé 

par deux groupements méthane thiosulfonate, était alors ancré à la protéine par deux 

ponts disulfures. Ainsi fonctionnalisé, le biohybride a été capable d’effectuer la 

sulfoxydation du thioanisole avec une énantiosélectivité de 51% pour la forme (S) (Figure 

65). La nécessité de ce double ancrage a été vérifiée par l’utilisation d’un mutant unique 

(Y103C) qui possédait après fonctionnalisation une énantiosélectivité de seulement 12% 

pour la même forme.159 Un autre point d’ancrage fut trouvé (T39C/L72C) portant 

l’énantiosélectivité à 60%, prouvant l’importance des points d’ancrage pour la sélectivité 

de la réaction.160 
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Figure 65 : Catalyse de sulfoxydation du thioanisole avec un complexe salophène de manganèse 
doublement ancré dans la myoglobine (selon 159). 

 

II.2.3.3 La Photoactive Yellow Protein 

La Photoactive Yellow Protein (PYP) est une protéine fluorescente, originaire de 

Halorhodospira halophila. Le fluorophore (acide p-hydroxycinnamique) est covalemment 

lié au sein d’une crevasse hydrophobe à un résidu cystéine unique. C’est cette cystéine 

qu’a utilisée l’équipe de Paul C. J. Kamer pour le couplage covalent de différents 

complexes de rhodium, ruthénium et palladium. La modification de la cystéine était 

effectuée grâce à des ligands imidazolines, formant des liaisons thioester avec la cystéine 

(figure 66b). Ce type de réaction a permis le couplage de ligands phosphines, impossibles 

à coupler par les méthodes classiques (maléimide ou haloacétamide) du fait du caractère 

nucléophile des phosphines. Un biohybride fonctionnalisé par un complexe allyle de 

palladium a été utilisé pour l’amination allylique de la benzylamine sur l’acétate de 

phenylprop-2-enyl (figure 66c). Malheureusement, aucun excès énantiomérique n’a été 

obtenu. 161 
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Figure 66 :  a) Conception du ligand phosphine de palladium avec un bras imidazoline. b) Couplage 
du ligand sur une cystéine libre de la Photoactive Yellow Protein (PYP) c) Substitution allylique de 
l'acétate de 1,3-diphényl-2-propenyl avec la benzylamine catalysée par la PYP modifiée (selon 161) 

II.2.3.4 La protéine LmrR 

Nous avons discuté plus haut de l’assemblage supramoléculaire de cofacteurs au 

sein de la crevasse hydrophobe formée par la dimérisation de la protéine LmrR. Les 

travaux originels de l’équipe de Roelfes concernaient le couplage covalent de cofacteurs 

avec une cystéine insérée dans sa crevasse. La protéine LmrR ne comportant ni pont 

disulfure, ni cystéine, deux variants portant un acide aminé cystéine unique à différents 

points de la crevasse ont été modifiés par un ligand phénanthroline ou bipyridine grâce à 

l’utilisation d’un bras bromoacétamide. La capacité de dimérisation de la protéine 

provoquait donc l’apparition de deux centres catalytiques équivalents. Les différents 

biohybrides ont été utilisés avec succès pour la réaction de Diels-Alder énantiosélective 

entre le cyclopentadiene et différents dérivés de chalcone. En effet, le biohybride 

LmrR_M89C_Phen_Cu catalysait cette réaction avec jusqu’à 97% d’excès énantiomérique 

et un taux de conversion de 97% (figure 67). 162 
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Figure 67 : Approche de l'équipe de Roelfes avec la protéine LmrR catalysant la réaction de Diels-
Alder énantiosélective (selon 162) 

Dans une étude ultérieure, il a été montré que le même biohybride était également 

capable de catalyser la réaction d’hydratation de dérivés de chalcone avec jusqu’à 75% 

d’excès énantiomérique (figure 68). Différentes mutations ponctuelles autour du site actif 

nouvellement créé ont eu un effet sur le rendement ou l’énantiosélectivité de la réaction, 

indiquant que la réaction était bien guidée par les acides aminés environnants. 

Malheureusement aucune amélioration dans la sélectivité n’a été obtenue. 163 Aucune 

expérience d’évolution dirigée n’a été effectuée sur cette protéine à ce jour. 

 

Figure 68 : Réaction d'hydratation catalysée par le biohybride LmrR couplé à une phénanthroline 
de cuivre (selon  163) 

II.2.3.5 Modification de la protéine SCP-2L en une Diels-Alderase artificielle 

Le groupe de Kamer s’est également intéressé au couplage covalent de complexes 

de cuivre pour la création d’une Diels-Alderase artificielle. Son groupe a alors utilisé une 

protéine du type transporteur de stérol, possédant une cavité hydrophobe cylindrique 

propice à l’insertion covalente d’un ligand métallique. Deux différents variants présentant 

une cystéine unique furent utilisés : V83C et A100C. Des complexes de type 

phénanthroline ou bis(pyridin-2-ylmethyl)amine fonctionnalisés avec un bras maléimide 

ont été couplés avec succès à ces deux variants (figure 69). Le métal (du cuivre) ne peut 

pas être ajouté avant le couplage, car il est montré dans leur étude que ces complexes de 

cuivre catalysent la création de ponts disulfures intermoléculaires avant que la cystéine 

ne puisse réagir avec le maléimide. Les biohybrides formés ont été capables de catalyser 
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la réaction de Diels-Alder avec des énantiosélectivités pour la forme endo allant jusqu’à 

25% (pour le biohybride SCP-2L-V83C-Phen[Cu(NO3)2]). 72 

 

Figure 69 : Ligands couplés covalemment aux variants de la protéine SCP-2L par l'équipe de Kamer. 
bis(pyridin-2-ylméthyl)amine à gauche, phénanthroline à droite. Réaction catalysée par les 
différents catalyseurs biohybrides (le meilleur résultat en termes d’énantiosélectivité est noté). 
Selon  72 

 

II.2.3.6 Modification d’une lipase en une Diels-Alderase artificielle 

Dans le même esprit, l’équipe de José M. Palomo s’est récemment intéressée à la 

modification de la lipase de G. thermocatenulatus (GTL) en vue de la création d’une Diels-

Alderase artificielle. Une phénanthroline de cuivre fixée covalemment (à l’aide d’un bras 

iodoacétamide, figure 70a) à une cystéine unique permis d’effectuer la cycloaddition 

entre azachalcone et cyclopentadiène avec 92% d’excès énantiomérique dans la forme 

endo (figure 70b). La catalyse était effectuée en phase solide, la protéine étant attachée 

covalemment à des billes de sépharose par les différentes lysines à la surface de la 

protéine. L’originalité de cette approche, outre l’utilisation de la catalyse hétérogène, 

réside dans le lieu d’insertion du complexe phénanthroline, différent de la poche 

catalytique naturelle de l’enzyme. Ainsi l’activité native n’était pas affectée par la 

modification, qui était encore capable d’effectuer l’hydrolyse d’esters tels qu’un butyrate 

de nitrophényl (figure 70c, première flèche). Ce dernier pouvait ensuite être réduit en 

cascade par le complexe phénanthroline de cuivre situé dans l’autre poche catalytique 

(figure 70c, deuxième flèche). 
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Figure 70 : a) Complexe phénanthroline lié covalemment à la la cystéine de la protéine grâce à un 
bras iodoacétamide (le cuivre est en fait ajouté après). b) réaction de Diels-Alder énantiosélective 
catalysée par le biohybride. c) Réactions d'hydrolyse d'ester puis de réduction catalysées en 
cascade dans la poche catalytique naturelle de la protéine pour la première et dans la poche 
catalytique artificielle pour la seconde. 

Le point commun de ces différentes approches est l’utilisation d’acides aminés naturels 

puis leur modification post-traductionnelle. Le couplage covalent entre le cofacteur 

métallique et la protéine confère une stabilité au couple protéine/cofacteur difficilement 

atteignable par les stratégies non covalentes où, à l’exception du couple 

streptavidine/biotine, les affinités sont trop faibles pour durer dans le temps. Cependant 

la modification post-traductionnelle, notamment sur les cystéines, présente plusieurs 

inconvénients : la réaction ne peut se faire dans un milieu complexe, d’autres protéines 

ou molécules nucléophiles pouvant interagir en provoquant des couplages non désirés et 

diminuant l’efficacité du couplage désiré. De plus, bien que la cystéine soit le nucléophile 

majeur d’une protéine à pH neutre, d’autres groupements ont également un caractère 

nucléophile (par exemple les amines primaires : lysine et N-terminal). Il en résulte des 

couplages supplémentaires non contrôlés, nécessitant l’optimisation de la réaction de 

fonctionnalisation (contrôle de la stœchiométrie, temps de réaction, pH), ce qui rend 

difficile l’utilisation dans des milieux complexes tels que des lysats cellulaires ou même 

des cellules entières. 
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Afin de répondre à ce problème, une solution émergente consiste à introduire dans la 

séquence peptidique des acides aminés non-naturels portant des fonctions chimiques 

n’existant pas dans les biomolécules (azoture, alcyne….). Il est courant et facile d’insérer 

des acides aminés artificiels lors d’une synthèse peptidique chimique, certains efforts 

dans ce sens ont d’ailleurs conduit à la conception de métallopeptides artificiels catalysant 

des réactions énantiosélectives.164 Cependant cette approche ne permet pas de bénéficier 

de la capacité d’évolution, c’est pourquoi nous nous contenterons d’aborder le domaine 

récent de la modification du code génétique, introduit par Schultz. 

II.2.4 L’extension du code génétique 

Le code génétique, qui permet d’associer chaque triplet de nucléotides (« codons ») 

à un acide aminé correspondant, dépend d’un quartet : Le codon est reconnu par un ARN 

de transfert (ARNt) spécifique, cet ARNt est lui-même reconnu par une aminoacyl-ARNt 

synthétase (AA-RS) spécifique qui charge cet ARNt avec l’acide aminé correspondant. Il 

est possible de créer par ingénierie génétique un système permettant l’insertion d’un 

acide aminé non naturel en créant un quartet « codon/ARNt/AA-RS/acide aminé » 

orthogonal. Le terme orthogonal désigne deux systèmes qui n’interfèrent pas entre eux. 

Il est donc nécessaire que l’ARNt ne soit reconnu par aucune AA-RS endogène, que l’AA-

RS artificielle ne reconnaisse aucun ARNt naturel et qu’elle charge l’ARNt uniquement 

avec l’acide aminé désiré. Il faut enfin que l’ARNt reconnaisse uniquement le codon désiré 

et que celui-ci ne soit reconnu par aucun autre ARNt endogène (figure 71). 165 La méthode 

la plus simple pour faire évoluer une AA-RS spécifique d’un acide aminé artificiel (aa*) est 

d’utiliser un acide aminé de structure proche de l’acide aminé naturellement reconnu. 

C’est pourquoi la plupart des acides aminés artificiels disponibles actuellement sont des 

dérivés de la tyrosine et de la pyrrolysine (évolution dirigée d’une Tyr-RS de M. janaschii 
166  et d’une pyrLys-RS de M. barkeri 167). Ces systèmes aa*/aa*-RS/ARNt sont dérivés 

d’archées, car leurs ARNt ne sont pas reconnus par les systèmes bactériens. Le codon 

orthogonal communément utilisé est le codon stop de type ambre (UAG), les deux autres 

codons stops n’étant pas reconnus par un ARNt spécifique.168 
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Figure 71 : Mécanisme nécessaire à la modification du code génétique. Une ARNt synthétase (AA-
RS) charge spécifiquement un acide aminé non naturel sur un ARNt orthogonal. L'ARNt reconnait 
un codon unique afin d'intégrer l'acide aminé non naturel à une position voulue (selon 165). 

Il existe maintenant un répertoire d’acides aminés non naturels insérables dans les 

protéines 169, la plupart étant des dérivés de la tyrosine. Deux types d’acides aminés 

artificiels sont utilisés dans la conception de métalloenzymes. Ces acides aminés peuvent 

être de bons chélateurs de métaux de transition qu’ils peuvent donc directement 

complexer  (figure 72, flèche haut), ou ils peuvent porter une fonction chimique 

permettant un couplage bioorthogonal d’un ligand chimique (figure 72, flèche bas).  
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Figure 72 : Deux utilisations des acides aminés non naturels (U) pour la création de métalloenzymes 
artificielles : insertion d'un acide aminé possédant une forte affinité pour les métaux, ou possédant 
un groupement permettant un couplage par chimie « click ». 

II.2.4.1 Les acides aminés artificiels pour la chimie bioorthogonale 

La chimie de couplage bioorthogonale (aussi appelée chimie « click ») a été 

introduite par l’équipe de Barry Sharpless au début des années 2000 et est caractérisée 

par une chimie de couplage dans des conditions biocompatibles (milieu aqueux complexe 

et aérobie), avec absence de réactions secondaires comme un couplage indésirable aux 

biomolécules, ainsi qu’une réaction rapide et quantitative. La chimie « click » la plus 

utilisée utilise la cycloaddition azide-alcyne catalysée par le cuivre Cu (I) (CuAAC). 

Cependant l’utilisation de cuivre réduit Cu (I) est contraignante et cytotoxique. C’est 

pourquoi il lui est préféré sa variante utilisant des alcynes contraintes (cyclooctyne) 

permettant de se passer du catalyseur (réaction de type SPAAC).170,171 Il existe cependant 

d’autres types de réaction. La figure 73 présente différents acides aminés artificiels 

incorporés au code génétique étendu permettant d’effectuer ces différents types de 

chimie.  
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Figure 73 : Différents types d’acides aminés artificiels présents dans le répertoire du code 
génétique étendu actuel capable d’effectuer des réactions de couplage bioorthogonales (selon 
172,173) a) Cycloaddition alcyne/azide de type SPAAC, des acides aminés portant la fonction azide ou 
cyclooctyne existent b) Condensation de cyanobenzothiazole sur un acide aminé cysteinyl-lysine. 
c) Ligation norbornene/tetrazine avec un acide aminé portant une fonction norbornene. d) Ligation 
tetrazine/trans-cyclooctene avec un acide aminé portant la fonction tétrazine e) Réaction 
photoclick (activée par illumination à 365 nm) avec un acide aminé portant un groupement alcène 
déficient en électrons et un ligand tetrazole. 
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La chimie orthogonale présente un grand intérêt dans le domaine de la chimie de 

couplage des protéines en milieux complexes, cependant il existe encore peu d’exemples 

utilisant cette technologie pour insérer des ligands de métaux de transition afin de 

catalyser des réactions. L’équipe de Jared C. Lewis a très récemment exploré cette 

approche, en utilisant la protéine tHisF comme architecture protéique.170 Par génie 

génétique, un acide aminé de l’intérieur du pore de la protéine (position 50) a été muté 

en un codon ambre pour permettre l’insertion de l’acide aminé p-azido-L-phénylalanine. 

Des complexes de type tetracarboxylate de di-rhodium ainsi que la terpyridine de 

manganèse et de cuivre, portant une fonction octyle, ont pu alors être liés par chimie 

« click » (stratégie a de la figure 73). Les efficacités de couplage allaient de 50 à 90% 

suivant les points de mutation utilisés et le type de complexe. Le biohybride portant le 

ligand de di-rhodium en position 176 est capable de catalyser des réactions de 

cyclopropanation et d’insertion de carbène dans une liaison Si-H mais malheureusement 

sans excès énantiomérique et avec des rendements plus faibles que le catalyseur seul 

(figure 74).  

 

Figure 74 : Complexe de rhodium portant une fonction cyclooctyne pour liaison à l'acide aminé p-
azido-L-phenylalanine en position 176 de la protéine tHisF (dessus). Réactions de cyclopropanation 
et d’insertion de carbène dans une liaison Si-H catalysées par le biohybride, sans excès 
énantiomérique. 

Ce même groupe a alors changé d’architecture protéique, pour utiliser la prolyl 

organopeptidase (POP) de P. furiosus.174 Cette protéine est constituée de deux domaines : 

un domaine α/β hydrolase (en forme de tonneau). Un autre domaine de type tonneau β 

vient recouvrir le premier, de manière à former une grande cavité interne avec un pore 

étroit traversant le second domaine (figure 75). L’utilisation d’une protéine issue d’un 

organisme hyperthermophile permet de partir d’une architecture protéique très stable, 

pour laquelle l’effet déstabilisateur induit par les mutations n’est généralement pas 

délétère pour le repliement de la protéine. La possibilité d’effectuer des réactions à des 
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températures plus hautes est également intéressante. La même stratégie que pour la 

protéine tHisF a été utilisée. Cependant, la position mutée en azido-phénylalanine à 

l’intérieur de la cavité (mutation S477Z, Z signifiant le résidu azido-phénylalanine)  étant 

inaccessible au cofacteur, il a été entrepris d’agrandir le pore de la protéine (figure  75, 

droite) par une quadruple mutation en alanine, ce qui permit le couplage du cofacteur en 

conditions douces (4°C, tampon pH 7,4). La protéine fut testée pour la catalyse de 

réactions de cyclopropanation (réaction figure 75). Après optimisation des conditions de 

réaction (PIPES pH 7,4, 1,75M NaBr), la protéine ne portant que la mutation conférait un 

excès énantiomérique encourageant de 38%, mais un mauvais ratio cyclopropane/alcool 

de 0,6.  

 

 

Figure 75 : Prolyl organopeptidase porcine utilisée par l’équipe de J.C. Lewis (homologue à celle de 
P. furiosis). Réaction catalysée par le biohybride créé. Les résultats de rendements concernent la 
protéine portant 4 mutations alanine au niveau du pore d’entrée, ainsi que les mutations S477Z 
(p-azido-L-phenylalanine), L328H, G99F, G594F. 

Les auteurs de cette étude ont alors cherché à positionner une histidine à proximité du 

métal afin de rigidifier le complexe en coordinant un ion de rhodium et améliorer la 

sélectivité. Ainsi, la mutation L328H parvint à augmenter l’énantiosélectivité jusqu’à 85% 

et le ratio cyclopropane/alcool à 1,6. Des mutations subséquentes en acides aminés 

encombrants (phénylalanines) autour du site catalytique putatif ont permis de multiplier 

le rendement général par 3 par rapport au biohybride sans mutations, ainsi que de passer 

à un excès énantiomérique de 92% et un ratio cyclopropane/alcool à 2,4. Cette approche 

par mutations rationnelles s’est avérée fructueuse et a permis de cartographier les acides 

aminés bordant le site catalytique. 
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II.2.4.2 Les acides aminés artificiels pour la liaison dative 

Comme nous l’avons vu plus haut, la principale difficulté lors de l’ingénierie d’une 

liaison dative entre la protéine et un métal concerne le positionnement des résidus de 

manière à créer un ligand multidenté. Cette limitation peut être contournée par 

l’insertion d’acides aminés ayant directement une forte affinité pour le métal. Ceci revient 

à l’idée d’insérer directement un complexe métallique lors de la synthèse protéique. 

Plusieurs acides aminés artificiels de ce type existent, mais un seul a pour le moment été 

utilisé pour la création de métalloenzyme artificielle : la bipyridine-alanine (BpyAla, 

nommé X ci-dessous). 

L’équipe de Roelfes s’est en effet intéressée à la modification du facteur de transcription 

LmrR avec cet acide aminé artificiel. Cette protéine avait déjà été modifiée covalemment 

avec une phénanthroline pour donner une Diels-Alderase artificielle présentant une très 

bonne énantiosélectivité (voir chapitre couplage covalent), ainsi qu’une métallo-

hydratase et un catalyseur de Friedel-Craft avec une série de dérivés indoles. Cette 

nouvelle approche utilise le codon ambre pour l’insertion directe de l’acide aminé non 

naturel pour à nouveau la réaction de Friedel-Craft.  

Trois positions ont été testées pour son incorporation : N19X, M89X et F93X. De manière 

intéressante, la position donnant le meilleur catalyseur (M89) est la même que celle 

utilisée précédemment lors du couplage covalent de cofacteurs à une cystéine. La 

mutation systémique en alanine des acides aminés bordant la position modifiée 

(« alanine-scanning ») a été effectuée (figure 76, acides aminés en bâton sur l’image) et a 

permis de montrer que toutes les positions sauf K22 jouent un rôle significatif soit sur le 

taux de conversion, soit sur l’énantiosélectivité. Ces observations ont prouvé que la 

catalyse était bien dépendante de la sphère de coordination due aux acides aminés 

environnants. Les positions amenant aux plus grands changements dans 

l’énantiosélectivité ont été choisies pour un second tour de mutagénèse (H86 et F96). Ces 

deux positions ont été changées indépendamment en 4 autres acides aminés couvrant 

diverses propriétés (I/S/W/D pour H86 et I/H/W/D pour F93) et l’activité catalytique des 

différents variants testée pour la réaction de Friedel-Craft (figure 76, substituants a). Il est 

apparu que la position 86 s’accordait bien avec des acides aminés apolaires, quelle que 

soit leur taille, tandis que la position 93 nécessitait des acides aminés aromatiques, 

laissant croire que cette position participait à des interactions de type « π stacking ». 

Indépendamment de cette étude de mutagénèse, un double mutant H86A/E107A a 

également été test après avoir observé que les variants indépendants présentaient une 

sélectivité accrue. Il s’est avéré que les mutations n’étaient pas additives. 
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Figure 76 : Protéine LmrR possédant un acide aminé non naturel BpyAla (construction PyMOL en 
encart). Réaction de Friedel-Craft catalysée en milieu aqueux par le biohybride de Cu (II) (selon 175). 

 Cette étude illustre encore une fois l’intérêt mais aussi les inconvénients d’une 

approche par tâtonnement : il a été apparemment possible de cartographier la sphère de 

coordination du substrat par une expérience de « alanine-scanning », cependant bien que 

les mutagénèses à saturation à des points précis aient donné des informations quant à la 

nature des interactions mises en jeu, la plupart des mutations se sont révélées non 

additives. Il est donc clair qu’une approche par évolution dirigée serait une solution 

intéressante pour pallier à ce problème. 
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 - Contexte scientifique de la thèse 

Nous avons pu constater au cours de cette introduction que la question principale 

lors de l’ingénierie de protéines et plus spécifiquement de la création d’un catalyseur 

biohybride est le choix de l’architecture protéique. Celle-ci doit pouvoir résister aux 

conditions de couplage chimique ou celles imposées lors de la catalyse, c’est-à-dire tolérer 

une certaine proportion de solvant organique et être stable dans la plus grande gamme 

de température possible. Elle doit également être disponible facilement et en grande 

quantité, les vitesses de catalyse étant généralement loin d’égaler celles de protéines 

naturelles, une grande quantité est nécessaire pour leur étude. Enfin, comme décrit lors 

de la première partie, la capacité d’évolution par ingénierie est primordiale, car malgré la 

promiscuité enzymatique, il n’est pas possible d’avoir une enzyme spécialiste de plusieurs 

réactions. Il est donc nécessaire de pouvoir adapter le biohybride, le tailler sur mesure 

pour la réaction désirée. 

Le laboratoire de Modélisation et Ingénierie des Protéines de l’I2BC travaille sur la 

conception de protéines artificielles nommées αRep. Nous verrons ici en quoi consistent 

les protéines à motifs répétés, dont les αRep sont des représentants, et pourquoi ce sont 

des candidats de choix pour la conception de biohybrides entièrement artificiels. 

 Une architecture protéique modulaire 

Le premier exemple venant à l’esprit concernant les protéines modulaires est bien 

entendu les anticorps. De structure globulaire, ces protéines modulables par la 

recombinaison aléatoire des boucles CDR forment le pilier du système immunitaire acquis. 

Elles sont majoritairement utilisées en laboratoire pour la détection de protéines comme 

de petites molécules. Cependant ces protéines n’ont pas le privilège de la modularité ni 

de la capacité d’interaction. Par exemple, le système immunitaire des agnates (vertébrés 

démunis de mâchoire tels que les lamproies) utilise une architecture protéique 

radicalement différente nommée VLR (Variable Lymphocyte Receptors). 176 Ces protéines 

sont dites à motifs structuraux répétés car elles sont constituées d’une succession d’un 

motif nommé LRR pour « Leucine Rich Repeats ». Ce dernier est composé de 24 acides 

aminés et seulement deux éléments de structures secondaires : une hélice α et un brin β. 

C’est la répétition d’un nombre variable de ce motif simple qui donne des protéines en 

forme de solénoïde de différentes tailles (figure 77). La composition en acides aminés du 

motif peut également varier tout en conservant sa structure générale et son interaction 
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avec les motifs adjacents. La surface concave créée par le feuillet β varie alors en taille 

ainsi qu’en composition des acides aminés pour donner une surface d’interaction avec les 

« antigènes » reconnus.  

 

Figure 77 : Comparaison des protéines du système immunitaire acquis des agnates et des 
gnatostomes. Tandis que les anticorps des gnatostomes sont variables dans la séquence des 
boucles CDR, les protéines de type VLR des agnates sont variables en taille grâce au nombre de 

motifs répétés, tout comme dans la séquence de chacun des motifs (selon 176). 

 

Les protéines répétées en forme de solénoïde allongé sont dites de classe III selon la 

classification proposée par Kajava.177 Outre l’exemple probant du système immunitaire 

des agnates, ces protéines de classe III sont la base d’un vaste répertoire.58 Leur point 

commun est leur composition en petits motifs structuraux simples (de 20 à 50 acides 

aminés) placés en sandwich entre deux motifs particuliers nommés « caps ». Les motifs 

interagissent entre eux par des interactions hydrophobes et hydrogènes, tandis que les 

« caps » sont composés d’acides aminés plus hydrophiles dans les parties exposées 

(appelées exofaces) qui forment des embouts contribuant à la solubilité des protéines. 

L’étude des séquences des motifs d’une même famille de protéine permet de déterminer 

les acides aminés conservés responsables de la cohérence de la structure, et les acides 

aminés variables responsables de la diversité de la surface exposée. Ces protéines ont 
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depuis une quinzaine d’année été l’objet d’une attention particulière dans la conception 

de nouveaux interacteurs en alternative aux anticorps.  

En effet, une fois le motif consensus « idéal » obtenu et les positions hypervariables 

repérées, il est virtuellement possible de concevoir un très grand nombre de protéines 

solubles par assemblage de motifs différents les uns des autres uniquement aux positions 

hypervariables. Mieux encore, il a été montré que la stabilité de ce genre de protéines est 

proportionnelle au nombre de motifs qu’elles contiennent.178 Chaque motif stabilise les 

motifs voisins et, par effet cumulatif, la protéine entière. 

La méthode de design de protéines artificielles par cette approche du consensus a été 

appliquée avec succès pour différentes familles de protéines à motifs répétés 179 : les 

ankyrines (ANK ou DARPins) 180, les tetratricopeptides (TPR) 181, les LRR 182, les armadillo 

repeats (ARM) 183 et les HEAT repeats 184. C’est cette dernière famille de motifs qui a été 

utilisée au laboratoire pour la création de la banque αRep. 

 

 Construction de la banque de protéines αRep. 

Les protéines à motifs répétés de type HEAT forment une famille de protéines 

présentes aussi bien chez les eucaryotes que les procaryotes. La plupart de ces protéines 

sont impliquées dans des interactions protéines-protéines bien que des enzymes soient 

également présentes (une enzyme particulière de cette famille sera abordée en 

conclusion de cette thèse). Le nom « HEAT » provient de quatre protéines de cette 

famille : la Huntingtine, le facteur d’élongation « Elongated factor 3 », la « protein 

phosphatase 2A », et la kinase TOR (« Target Of Rapamycin »). Le motif est constitué de 

deux hélices antiparallèles d’une taille allant de 37 à 47 résidus. La divergence entre les 

protéines de cette famille est telle qu’il est encore possible de les classer dans trois sous-

groupes. Cette divergence est problématique pour la création d’un motif consensus : il 

faut être prudent dans le choix des protéines utilisées dans l’alignement de séquences car 

l’utilisation de protéines trop éloignées risque fausser l’alignement et proposer des acides 

aminés incompatibles et délétères pour la stabilité de la structure. Le sous-groupe des 

protéines de type « PBS HEAT repeats » a donc été utilisé, nommé d’après la Phycobilin 

Synthase accessory protein, première protéine identifiée appartenant à ce sous-groupe. 

Ces protéines sont constituées de motifs de longueur et séquence homogène, facilitant la 

création d’un consensus. Elles sont également très présentes chez les organismes 

thermophiles,  signe de leur stabilité. La protéine Mth187, dont la structure a été publiée 

en 2006 185 (code PDB : 1TE4) a été le point de départ de la création du consensus utilisé 

pour construire la banque αRep (figure 78).  
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Figure 78 : Protéine Mth187 de M. thermoautotrophicum, de type PDB HEAT repeat, a été le point 
de départ de la création du motif consensus des αReps. Les motifs bleu et mauve sont des motifs 
internes tandis que le motif rouge est un « cap » C-terminal. 

 

Cette protéine de M. thermoautotrophicum est composée de trois motifs de type HEAT 

repeat, dont deux motifs dit « internes » et un motif « cap » C-terminal de séquence 

clairement divergente. La portion N-terminale est constituée d’une boucle désordonnée. 

Une recherche BLAST effectuée sur la base des deux premiers motifs a permis de trouver 

les homologues les plus proches et de créer un premier consensus. Une seconde 

recherche sur la base de ce consensus a permis d’obtenir 500 séquences issues de 100 

protéines différentes. 184 La représentation en logo-séquence permet de visualiser le 

consensus de 31 résidus qui s’en dégage (figure 79A). 
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Figure 79 : A. Représentation en logo séquence de l'alignement des homologues du motif de 
Mth187. La taille des lettres représente la conservation de ces acides aminés à ces positions du 
motif. B. Structure d’un motif de la banque αRep créée sur la base du motif consensus. En sphères 
grises sont les acides aminés hydrophobes responsables du maintien de la structure et en bâtons 
bleus sont les acides aminés variables, tous sur la même face du motif. C. Structure de deux motifs 
internes (l’un en gis clair, l’autre en gris foncé). En bleu sont représentés les deux acides aminés 
arginine et aspartate établissant deux liaisons hydrogene entre deux motifs successifs. Ce réseau 
de liaisons hydrogènes et la continuité du cœur hydrophobe contribuent à la stabilité de l’ensemble 
de la protéine. D. Structure cristallographique d’une protéine αRep à quatre motifs internes, la 
surface variable est colorisée en orange. On remarque que le motif C-cap (à droite) est constant. 
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Le consensus obtenu est donc GDERAVEPLIKALKDEDXXVRXXAAXALGXI, où les X 

représentent les positions variables qui sont donc modifiées aléatoirement au sein de la 

bibliothèque αRep. La variabilité des acides aminés à ces positions n’a pas été faite de 

manière totalement aléatoire (par l’utilisation de codons NNK par exemple). Il a fallu en 

effet respecter les biais en acides aminés propres à chaque position (figure 80), comme la 

nécessité d’acides aminés de petite taille (sérine et alanine) en position 23 ou encore 

l’absence de proline à certaines positions. D’autres biais viennent de considérations 

pratiques telles que le choix d’éviter la présence de cystéines ou la nécessité d’avoir des 

codons en position 30 compatibles avec un site de restriction BsmBI utilisé lors de la 

création de la banque. Concernant les modules N- et C-terminaux, le motif en partie N-

terminale est basé sur une protéine possédant un consensus très proche de Mth187 et 

possédant un motif N-terminal de 34 résidus exposé au solvant (protéine 

A0B7C6_METTP). Les positions de ce N-cap correspondant aux positions variables ont été 

également randomisées. Le motif en partie C-terminale correspond exactement à celui de 

la protéine Mth187, sans résidus randomisés. 

 

Figure 80 : Schéma de randomisation propre à chaque position variable de la banque αRep. La 
première colonne indique la position, la deuxième indique les codons utilisés (avec leur proportion 
relative entre parenthèses) et la troisième indique les acides aminés codés par chaque codon. La 
distribution des acides aminés provenant de clones choisis aléatoirement dans la banque 
correspond à celle encodée dans ce tableau (selon 184). 

La création des banques αRep tire plein avantage du caractère répété de ces protéines. 

Elles sont créées par polymérisation de micro-gènes dégénérés. La méthode 

d’amplification circulaire de l’ADN utilisée (RCA pour « rolling circle amplification »), 

couplée à la polymérisation orientée (grâce à l’utilisation de l’enzyme de restriction 

BsmBI) puis à la ligation intramoléculaire des plasmides créés permet d’obtenir de très 

grandes efficacités de clonage et donc des banques de très grande taille (figure 81).184 
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Figure 81 : Méthode de création des banques αRep. Les microgènes dégénérés (codant chacun 
pour un motif différent) sont amplifiés par la méthode RCA. Ils sont ensuite digérés selon un site 
de restriction asymétrique grâce à l’enzyme BsmBI. Les microgènes sont ensuite polymérisés dans 
le vecteur accepteur, la polymérisation étant arrêtée par un ajout d’une grande quantité du 
microgène N-cap. Les plasmides sont enfin refermés par le site unique BspMI, cette ligation 
intramoléculaire est bien plus efficace que la ligation d’un insert dans un vecteur accepteur (selon 
184) 

 

Une première banque, appelée αRep-1.0 contenant 3.108 clones indépendants a été 

construite sur la base de ces considérations, selon un schéma de dégénérescence aux 

positions hypervariables conduisant à un enrichissement en acides aminés 

aromatiques.184 Une banque optimisée de seconde génération contenant 2.109 clones 

indépendants a ensuite été construite186. Dans cette banque appelée αRep-2.1, le nombre 

de séquences non codantes induites par des mésappariements survenus lors de la 

construction de la banque a été minimisé et la variabilité des acides aminés aux positions 

variables mime la diversité naturelle des protéines de cette sous-famille de motifs HEAT.  

L’étude de plusieurs protéines issues de ces deux banques contenant un nombre variable 

de motifs internes, a permis de montrer que les protéines obtenues grâce à cette analyse 

de séquences peuvent être produites chez E. coli en grande quantité (plusieurs dizaine de 

milligrammes pas litre de culture), sous forme soluble et repliée. Des expériences de 
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dénaturation ont permis de constater que leur résistance à la chaleur croissait 

effectivement avec le nombre de motifs internes, une protéine contenant quatre motifs 

internes possédant une température de demi-dénaturation de 80°C contre 71°C pour une 

protéine contenant un seul motif interne, et 95°C pour une protéine avec 6 motifs 

internes. 184  

 La structure αRep, une architecture de choix pour la conception de 

catalyseurs biohybrides ? 

 La banque αRep-2.1 est régulièrement utilisée dans les différents projets du 

laboratoire MIP, pour sélectionner des variants αRep interagissant spécifiquement avec 

des cibles protéiques choisies afin d’obtenir des outils moléculaires tels que des 

chaperons de cristallisation 187, des outils de ciblage intracellulaire 186 ou des briques de 

nano-assemblages 188. Afin d’élargir les champs d’application de cette charpente 

protéique entièrement artificielle et hautement modulable, il nous paraissait intéressant 

d’explorer quelques pistes pour développer une nouvelle génération de catalyseurs 

biohybrides.  

Mon projet de thèse s’inscrit dans ce contexte avec pour objectif la conception de 

nouveaux biocatalyseurs hybrides selon l’approche par couplage covalent décrite dans le 

chapitre 2 : des complexes métalliques responsables de l’acte catalytique seront donc 

greffés sur l’architecture protéique modulable αRep pouvant intervenir dans le contrôle 

et le positionnement du substrat.  

 La protéine αRep-A3, un représentant particulier de la banque αRep 

 Pour démarrer notre projet, nous avons choisi une protéine particulière issue de 

la banque αRep-1.0, le variant αRep-A3. La protéine analysée contenant quatre motifs 

internes, présente la particularité de former un dimère stable en solution (non dissocié en 

tamis moléculaire). La structure cristallographique de cette protéine révèle que le dimère 

est formé par l’interaction des faces variables de la protéine, selon une symétrie 

cristallographique de type C2 (180° autour d’un axe).184 Cette dimérisation provoque la 

formation d’une crevasse (figure 82). 
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Figure 82 : Structure du dimère de la protéine αRep-A3 (code PDB : 3LTJ), en orange sont 
représentées les surfaces variables. Le dimère possède une symétrie cristallographique parfaite de 
type C2 dans ce cristal. 

Cette protéine semble posséder tous les prérequis nécessaires à la formation d’un 

catalyseur biohybride : Elle est facile à produire en grande quantité dans un hôte 

d’expression simple (E. coli). Elle ne possède pas de cystéines libres ni de ponts disulfures, 

ce qui permet d’utiliser l’approche par couplage covalent. Elle est soluble et très stable 

avec une température de fusion de 80°C. Elle possède une crevasse, conférant un milieu 

enfoui et chiral, propice à une catalyse énantiosélective. Enfin, la surface de la crevasse 

étant composée des acides aminés variables de la banque αRep, nous savons par 

l’expérience qu’il est possible de les modifier sans affecter la structure tridimensionnelle 

de la protéine, ce qui est un atout majeur pour la mise en place d’une stratégie d’évolution 

dirigée d’un biohybride. 

 

 Choix  des complexes métalliques  

 Dans un premier temps notre choix s’est porté sur de complexes de petite taille 

comme la phénanthroline et la terpyridine. En effet celles-ci sont  connues non seulement 

pour fixer un grand nombre de métaux mais aussi pour posséder des réactivités aussi 

variées que des réactions de Diels alder72,162, Friedel-Craft 189, hydroxylation190 ou 

époxydation d’oléfines191. La taille réduite de ces deux ligands leur permet de facilement 

s’insérer dans une crevasse de protéine.  
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J’ai également utilisé des ligands de taille plus importante tel que les porphyrines. Comme 

vu au cours de cette introduction, les porphyrines sont capables de catalyser de 

nombreuses réactions d’oxydation. De plus, le potentiel redox peut être modulé par 

l’ajout de groupements électrodonneurs ou électroattracteurs sur le cycle 

porphyrinique.192 Dans ce manuscrit je décrirai en particulier l’utilisation d’une 

TetraPhenylPorphyrine de manganèse (MnTPP). 

 

 
Figure 83 : Formule topologique des trois ligands utilisés dans ces travaux. En romain est notée la 
formule IUPAC, en italique est le nom raccourci. 

 

Le but de ma thèse a donc été de modifier cette protéine αRep-A3, par la stratégie du 

couplage covalent, avec différents types de cofacteurs métalliques, afin de créer le 

premier catalyseur biohybride issu d’une protéine artificielle à motifs répétés connu à ce 

jour. Ce travail s’articule en trois axes : le premier consiste en la création d’un catalyseur 

grâce au couplage covalent de deux ligands de type phénantroline par dimère. Ce 

biohybride a été testé pour des réactions de Diels-Alder, une réaction dont il n’existe pas 

d’enzyme naturelle dans l’industrie.193 Par la suite, nous avons cherché à améliorer notre 

métalloenzyme artificielle par l’ajout d’un lien entre les deux sous-unités du dimère 

permettant ainsi le couplage covalent d’un unique ligand de type phénantroline ou 

terpyridine dans la crevasse. Cette nouvelle métalloenzyme a été comparée pour la même 

réaction. Enfin, cette stratégie permettant le greffage d’un unique complexe dans la 

crevasse, nous avons pu explorer l’utilisation d’une porphyrine. Chacun de ces types de 

biohybrides a été caractérisé de manière biophysique et biochimique avant d’étudier ses 

propriétés catalytiques dans des réactions appropriées.  
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 - Utilisation du dimère αRep-A3 

 Etude structurale du complexe αRep-A3 et choix des positions 

I.1.1 Analyse structurale 

Le premier objectif était la détermination des positions de la crevasse propices au 

greffage covalent d’un ligand de type phénantroline. L’analyse des deux structures 

cristallographiques de la protéine αRep-A3 non modifiée, dite « sauvage », nous a permis 

de proposer des positions appropriées. Il est en effet nécessaire que la fonctionnalisation 

de la protéine n’altère pas sa capacité à dimériser, sans quoi le métal ne serait plus 

suffisamment enfoui. 

Les deux structures cristallographiques se différentient majoritairement par la présence 

d’une molécule de polyéthylène glycol (PEG) au sein de la crevasse. La forme générale du 

complexe (figure 84) est comparable à un coquillage bivalve), présentant une ouverture 

d’un côté (l’entrée de la crevasse) et un fond hydrophobe constitué majoritairement de 

tryptophanes, phénylalanines et tyrosines formant une sorte de ceinture hydrophobe 

(figure88E). Cette molécule de PEG issue de la solution de cristallisation provoque un 

basculement des deux monomères, conduisant à une légère asymétrie du dimère et une 

ouverture de la crevasse.  

 

 

Figure 84: Différentes vues du dimère αRep-A3 dans la forme ouverte (la molécule de PEG a été 
retirée). Le coquillage illustre l’orientation de la protéine. (PDB : 3LTM) En jaune est visible la 
méthionine présente dans le module N-terminal. 

La forme sans PEG présente, elle, une symétrie axiale d’ordre 2 (C2) où les deux 

monomères se font face. Elle a également une crevasse plus refermée, ce qui ouvre la 

ceinture hydrophobe et forme donc un pore (figure  85). 
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Figure 85 : Structure cristallographique de la protéine αRep-A3 dans sa forme fermée, on peut voir 
l’ouverture du pore provoquée par l’éloignement des acides aminés composant la ceinture 
hydrophobe. En contrepartie, la surface d’interaction entre les modules terminaux (caps) est 
agrandie. (PDB : 3LTJ) 

Ces différences dans les formes ouvertes et fermées nous donnent un indice sur la 

flexibilité du dimère, qui semble s’ouvrir et se fermer par glissement. Il semblerait que ces 

deux structures représentent deux formes extrêmes de la configuration ouverte et fermée 

du dimère. J’ai donc tenté de déterminer les acides aminés importants pour la 

dimérisation dans ces deux formes grâce au serveur Robetta 1.  

I.1.2 Analyse par le serveur Robetta 

 Le serveur Robetta est une mise en service en libre accès de l’algorithme de 

prédiction structurale Rosetta conçu dans le laboratoire de David Baker.2 Les points 

chauds d’interaction sont calculés grâce à un scan d’alanine en corps rigide. La variation 

d’enthalpie libre (ΔG) associée à l’interaction entre les deux monomères est calculée pour 

les différents variants où les acides aminés sont changés en alanine les uns après les 

autres. La différence d’énergie d’interaction entre le dimère muté et le dimère sauvage 

est calculée (ΔΔG), donnant un indice sur l’importance du résidu en question pour la 

dimérisation. La modélisation en corps rigide se prête particulièrement bien aux αRep, 

l’ossature protéique n’étant pas affectée dans toutes les structures connues. 

Il apparait que les acides aminés de la ceinture hydrophobe sont effectivement pointés 

comme responsables de plus grande énergie d’interaction ((ΔΔG) supérieur à 1 kcal/mol). 

La figure 3 résume les résidus en jeu. Sur cet alignement est représentée la séquence d’un 

monomère de la protéine αRep-A3, les modules étant alignés selon la séquence 

canonique de 31 acides aminés pour chacun des motifs répétés. En vert sont représentés 

les acides aminés variables dans la banque αRep. Les résidus encadrés sont ceux 

présentant un ΔΔG supérieur à 1 kcal/mol dans les deux formes. Le résidu W111 souligné 



Chapitre I - Utilisation du dimère αRep-A3 

135 
 

est noté comme participant à la dimérisation uniquement dans la forme ouverte. Un 

dernier résidu semble intéressant, il s’agit de l’arginine en position 22 du N-cap. Cette 

dernière effectue des liaisons hydrogène avec l’aspartate en position 26 du 4e motif dans 

la forme fermée, alors qu’elle en est très éloignée dans la forme ouverte. 

 

Figure 86 : Représentation de la séquence d'un monomère d'αRep-A3 par alignement des 
séquences des modules répétés. Les acides aminés hypervariables de la banque αRep sont en vert. 
Résultats de l’analyse Robetta : Les résidus encadrés semblent participer majoritairement à la 
formation du dimère dans les deux formes connues du dimère, le tryptophane souligné n’y 
participe que dans la forme ouverte. Le résidu R22 effectue une liaison hydrogène avec le résidu 
D150 de l’autre monomère uniquement dans la forme fermée, alors qu’elle est en interaction avec 
le résidu Q146 dans la forme ouverte. 

 Une analyse de l’interface grâce au serveur ePISA donne des résultats 

concordants : dans la forme fermée l’acide aminé R22 est présenté comme formant de 

fortes liaisons hydrogènes et ponts salins avec le résidu D150 (en dans une moindre 

mesure avec le résidu Q146), dans la forme ouverte, la liaison entre R22 et D150 disparait. 

Les surfaces d’interface sont : 1110 Å2 pour la forme fermée et 1019 Å2 pour la forme 

ouverte. Ceci est notamment dû au basculement des deux monomères, éloignant les 

modules terminaux (caps) se faisant face. 

Ces analyses bio-informatiques semblent confirmer l’utilité de la ceinture hydrophobe 

dans la formation du dimère αRep-A3, et nous pousse donc à exclure les acides aminés en 

position 18 et 19 des candidats au greffage covalent d’un ligand. Il faut toutefois être 

conscient que cette approche n’est pas entièrement fiable. Les études menées par 

l’équipe de D. Baker sur cet algorithme ont donné un taux de réussite de 79% dans la 

prédiction de points chauds d’interaction.1 Les positions candidates 22, 26 et 30 ont donc 

été évaluées principalement sur la base d’une analyse visuelle des structures grâce au 

logiciel PyMOL. La position 23 a été exclue car, du fait de son encombrement, seuls de 

petits acides aminés peuvent s’y accommoder. 
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I.1.3 Choix d’un complexe de petite taille : la phénanthroline. 

La phénanthroline est un petit ligand bidenté grâce à ses deux atomes d’azote 

(figure 87). D’une part, elle chélate la plupart des métaux de transition, incluant le zinc et 

le cuivre. D’autre part, plusieurs études ont montré que des complexes phénantroline-

métal peuvent catalyser des réactions d’intérêt biologique 3–6. Sa petite taille comparée à 

celle des ligands de type porphyrine nous permet d’envisager le greffage d’une 

phénanthroline par monomère d’A3, et donc d’avoir deux phénanthrolines présentes au 

sein de la crevasse du dimère. 

Il a fallu fonctionnaliser cette phénanthroline avec un bras réactif aux cystéines pour la 

création d’un lien covalent. Notre choix s’est porté sur une fonction bromoacétamide, 

pour son faible encombrement et sa bonne sélectivité envers les thiols pour des valeurs 

de pH légèrement basiques. 

J’ai donc effectué la fonctionnalisation d’une 1,10-phénantholine-5-amine commerciale 

(Sigma-Aldrich) avec du bromoacétyl bromide selon la méthode décrite par Bos et al 7  ref 

pour récupérer le composé 2. Le composé a été purifié par recristallisation, analysé par 

RMN 1H, spectrométrie de masse ESI-ToF à haute résolution et la structure a été résolue 

par diffraction aux rayons X. 

 

Figure 87 : Synthèse d'une phénanthroline fonctionnalisée avec un bras bromoacétamide 
réagissant avec les cystéines pour la formation d'un lien covalent. 

C’est la structure cristallographique de la molécule 2 que j’ai utilisée pour construire un 

modèle à l’aide du logiciel PyMOL. En effet l’étude du comportement des complexes 

métalliques dans les champs de force conventionnels de modélisation moléculaire étant 

un domaine encore peu prédictif, nous avons fait le choix de nous reposer sur une simple 

inspection visuelle. Supposant que l’ajout du ligand phénanthroline au sein du dimère 

avait une forte probabilité de provoquer un basculement du dimère similaire au cas de 

l’insertion d’une molécule de PEG, c’est la structure de la forme ouverte qui fut utilisée. 

Les positions candidates ont été mutées in silico en cystéine, puis la chimie de couplage 
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avec le composé 2 a été mimée en tenant compte des distances et angles habituels de ces 

types de liaison. 

J’ai retenu quatre positions intéressantes pour démarrer l’étude de la protéine αRep-A3, 

qui sont représentées sur la figure 88. Les positions Y26 (figure 88A) et F119 (figure 88C) 

correspondent toutes les deux à un acide aminé hypervariable en position 26 (figure  88F) 

et pointent en direction de la crevasse, la différence principale étant l’éloignement entre 

les deux points de fixation au sein du dimère. En effet, si l’on mesure la distance entre les 

carbones β des acides aminés se faisant face, on trouve dans la forme ouverte de la 

protéine une distance de 27,3 Å entre Y26 et Y26’, et de 21,3 Å entre F119 et F119’. Cette 

distance est différente dans la forme fermée de la protéine : 28,9 Å et 18,3 Å 

respectivement. Ces positions nous permettront d’évaluer l’effet de la distance entre les 

deux centres métalliques sur la catalyse avec une potentielle création d’un catalyseur 

binucléaire.  
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Figure 88 : A–D : Modèles obtenus après greffage manuel d’une phénanthroline aux positions Y26C 
(A), K30C (B), F119C (C) et D150C (D) à l’aide de PyMOL. E : Représentation des positions choisies 
sur un monomère de αRep-A3 vu de dessus. On remarque que la position K30 se situe au bord de 
l’ouverture de la crevasse tandis que les positions Y26, F119 et D150 se situent à des positions plus 
intermédiaires. F : Représentation des positions choisies sur l’alignement des modules. En vert sont 
les positions hypervariables de la banque, les points orange représentent les positions candidates 
au greffage de la phénanthroline après mutation en cystéine. 
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L’acide aminé D150 (figure 88D) est également à une position hypervariable n°26 et la 

distance entre les résidus D150 et D150’ est relativement proche de celle entre Y26 et 

Y26’. Cette position a été choisie car la chaine latérale de l’acide aminé D150 est tournée 

à l’opposé de la crevasse centrale, vers une crevasse secondaire de faible volume. On peut 

alors se représenter deux orientations possibles de la phénanthroline : soit tournée vers 

la crevasse principale, soit tournée vers la crevasse secondaire. Cette orientation inédite 

de la phénanthroline peut se révéler utile si la crevasse principale est trop volumineuse 

pour apporter une sélectivité à la réaction. Les deux orientations ont été représentées 

dans la figure 88D.  

Enfin, l’acide aminé K30 (figure 88B) est situé à l’entrée de la crevasse. Cette position est 

très accessible au solvant et peut être utilisée comme témoin d’accessibilité du substrat 

(distance entre carbones β de K30 et K30’ : 22,8 Å dans la forme ouverte et 24,8 Å dans la 

forme fermée). 

 Obtention des biohybrides 

I.2.1 Construction génétique et expression des variants 

 Le gène codant pour les protéines αRep étant constitué de séquences répétées de 

par sa conception (excepté aux positions hypervariables), cette forte homologie entre les 

modules pose un problème lors de l’hybridation des oligonucléotides dans des 

expériences de biologie moléculaire telles que la PCR. L’hybridation partielle 

d’oligonucléotides sur différents modules peut diminuer l’efficacité de l’amplification 

ainsi que de provoquer des mutations non désirées lors d’expériences de mutation dirigée 

(observations faites par les membres du laboratoire). Pour remédier à ce problème, il fut 

nécessaire de concevoir un gène synthétique non répétitif, codant pour la même protéine, 

tout en respectant au maximum l’usage codon d’E.coli. Pour ce faire, un outil 

d’optimisation génétique (genscript) a été utilisé : dans ce processus, chaque codon est 

remplacé aléatoirement par un codon synonyme en respectant les probabilités de l’usage 

codon d’E.coli. Après quelques ajustements, afin d’éviter les enchainements de codons 

rares ou les zones encore trop identiques (figure 89), l’utilitaire JCat m’a permis de 

calculer l’adéquation de notre gène synthétique avec l’organisme d’expression grâce à 

l’indice CAI (codon adaptation index)8.  
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Figure 89 : Alignement des séquences de chacun des motifs des gène A3 (haut) et A3s (bas). Les 
différences par rapport au premier motif sont surlignées en rouge. 

Le CAI du gène d’origine étant de 0,52 et celui du synthétique étant de 0,50, nous avons 

pu le faire synthétiser et de le nommer A3sWT : « A3 » pour la protéine codée, « s » pour 

synthétique et « WT » pour le gène « sauvage ». Pour toute la suite de notre étude, les 

variants seront nommés A3sX, X étant le nom de la position mutée (ex. A3sF119C). Suivant 

la nomenclature généralement utilisée, le gène sera écrit en italique (A3sF119C) tandis 

que la protéine portera le même nom en romain (A3sF119C). Cette protéine étant un 

dimère, il serait normalement nécessaire de considérer la concentration du dimère en 

solution. Dans un souci de simplicité cependant, j’indiquerais régulièrement la 

concentration en termes de monomère (ou concentration de cystéine libre). 

Une séquence codant une étiquette hexahistidine (HisTag) a été placée en amont du gène 

pour une purification très efficace sur colonne d’affinité au nickel. Cependant, la capacité 

du HisTag à chélater fortement les ions métalliques peut s’avérer problématique pour la 

conception d’une métalloenzymes artificielle. J’ai donc inclus la séquence de clivage de la 

TEV protéase entre l’étiquette histidine et le gène codant pour la protéine A3s. Un 

StrepTag a été placé en aval du gène. 

 

Figure 90 : Constructions génétiques utilisées pour la synthèse de la protéine A3s. a. Une séquence 
codant une étiquette HisTag suivie d'un site de clivage à la protéase TEV est inclue en amont du 
gène A3s afin de purifier la protéine en grande quantité. b. Dans cette construction, la séquence 
codant l’étiquette HisTag et le site TEV a été retirée, permettant une purification plus rapide bien 
que moins efficace. 

Le gène synthétique a ensuite été muté grâce à la méthode QuikChange et transféré dans 

un plasmide d’expression de type pQE. La production dans la souche d’expression E.coli 

M15 permet d’atteindre une quantité moyenne 100 mg de protéine par litre de culture. 
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Après l’étape de clivage à la TEV protéase, c’est une quantité d’environ 70 mg qui peut 

être obtenue avec un litre de culture bactérienne. L’immunodétection en utilisant un 

anticorps dirigé contre le HisTag nous a permis d’observer l’absence de signal pour la 

protéine purifiée, indiquant qu’il avait été retiré avec succès. La bonne capacité de 

production de cette protéine et de ses variants sous forme soluble est encourageante car 

elle dénote une faible cytotoxicité et une faible propension à l’agrégation. 

 

Figure 91 : Gel d'électrophorèse en conditions dénaturantes (gauche) et western blot  (droite) 
révélé par un anticorps anti-HisTag récapitulant les étapes de purification des variants (ici pour le 
variant A3sF119C). (1, 1') Fraction soluble bactérienne. (2, 2') Fraction non retenue de la colonne 
d'affinité au nickel. (3, 3') Fraction éluée après la colonne d’affinité au nickel, puis incubée avec la 
protéase TEV (possédant elle-même un HisTag). (4, 4’) Fraction non retenue après contre-
purification sur colonne d’affinité au nickel (variant A3sF119C débarassé de son HisTag). (5, 5’) 
Élution de la contre-purification (essentiellement la TEV protéase) (6, 6’) fraction obtenue après 
polissage par chromatographie d’exclusion (Variant A3sF119C). MM du monomère 
A3sF119C (après clivage du HisTag): 22270 Da, MM de la protéase TEV : 28617 Da. 

Cette construction est très efficace pour purifier une grande quantité de protéine mais se 

révèle particulièrement longue, j’ai donc également effectué une deuxième construction 

en retirant la partie N-terminale comprenant le HisTag et le site de clivage à la TEV 

protéase. La purification à l’aide du StrepTag étant plus rapide bien que moins efficace 

(30 mg/L de culture), cette construction a pu être utilisée pour des analyses biophysiques. 

L’unique différence entre les deux protéines obtenues est la présence des quatre acides 

aminés « MRGS » en amont de la protéine issue de la deuxième construction ; cette 

séquence est présente dans toutes les constructions génétiques d’αRep dont la structure 

cristallographique a été résolue et ne provoque aucun changement structural. 

Après étape de clivage à la TEV protéase, les protéines sont conservées dans des tampons 

traités au CHELEX 100 afin de retirer les éventuels métaux contaminants qui pourraient 

interférer avec la phénanthroline et ainsi oxyder les cystéines. 
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 Analyse biophysique des variants fonctionnalisés 

I.3.1 Test d’Ellman 

 La présence des cystéines sur nos différents variants a pu être estimée grâce au 

test d’Ellman9  résolu en temps. Ce test utilise la réaction entre l’acide 5,5-dithio-bis-(2-

nitrobenzoïque) (DTNB) et les composés sulfhydryl tels que les cystéines non engagées 

dans des ponts disulfure. La quantité de cystéines libres peut donc être mesurée grâce à 

l’absorbance du TNB2- libéré à l’issue de cette réaction (ε = 14150 M-1.cm-1 à 412 nm). Il a 

été observé que la concentration en cystéine libre mesurée correspondait, dans tous les 

variants, à la concentration de monomère mesuré à 280 nm grâce à l’absorbance des 

acides aminés aromatiques. La protéine sauvage ne provoquant pas d’apparition de signal 

d’absorbance à 412 nm, nous pouvons donc conclure que les variants ne possèdent pas 

de cystéines engagées dans un pont disulfure, même après une conservation prolongée 

en absence de réducteur (dans la glace ou à -80°C). Une autre observation rendue possible 

par le test d’Ellman résolu en temps est l’accessibilité des cystéines. L’apparition du signal 

d’absorbance à 412 nm est en effet corrélée à la concentration des deux partenaires et à 

l’accessibilité de la cystéine. En fixant les concentrations de DTNB (100 µM) et de protéine 

(~90 µM monomère), il est donc possible d’avoir accès à l’accessibilité relative de la 

cystéine entre les différents variants. Il apparait que dans ces conditions, les variants 

Y26C, K50C et D150C ont tous les trois une grande accessibilité au DTNB : le signal atteint 

le plateau dans les quelques secondes nécessaires à l’ajout de protéine. En revanche, le 

résidu F119C a une cinétique bien plus lente : le temps d’apparition de la moitié du signal 

(t½) est de 1 min 40 s. Cette accessibilité plus faible est un indice encourageant concernant 

l’enfouissement de la phénanthroline au sein de la crevasse. 
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Figure 92 : Comparaison de la cinétique du test d'Ellman pour les protéines A3sD150C (vert) et 
A3sF119C (bleu). On observe une cinétique plus lente pour le variant A3sF119C, indiquant une 
moindre accessibilité de la cystéine. Les autres variants se comportent comme A3sD150C : la 
réaction est déjà terminée au moment de la relance de la mesure indiquant une cystéine très 
accessible et/ou réactive. 

I.3.2 Couplage de la phénantroline sur la protéine 

 Le couplage s’effectue selon un mécanisme de substitution nucléophile, où le thiol 

du résidu cystéine de la protéine quand il est sous sa forme cystéinate attaque le carbone 

en α du brome. Le résultat de la réaction est un acide aminé modifié appelé résidu NPH. 

 

Figure 93 : Réaction de couplage entre la phénanthroline bromoacétamide (composé 2) et le résidu 
cystéine sous forme cystéinate. Le couplage s’effectue selon un mécanisme de substitution 
nucléophile, où le thiol du résidu cystéine de la protéine quand il est sous sa forme cystéinate 
attaque le carbone en α du brome. Le résultat de la réaction est un acide aminé modifié appelé 
résidu NPH. 
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Le couplage a été effectué dans du tampon Na-phosphate 50 mM à pH 7,75, 150 mM 

NaCl, et traité avec de la résine CHELEX 100 afin de retirer les traces de métaux. En effet 

la phénanthroline de cuivre est connue pour son action d’oxydation des résidus cystéine, 

ce qui serait tout à fait contre-productif dans notre cas. Le ratio idéal de phénanthroline 

sur cystéines libres pour un couplage total après une nuit d’incubation à 4°C a été 

déterminé comme étant 1,2 par caractérisation au test d’Ellman et MALDI, comme 

expliqué ci-dessous. 

I.3.3 Confirmation couplage par le test d’Ellman : 

 Après couplage avec la phénanthroline, le signal observé avec le réactif d’Ellman 

diminue drastiquement, démontrant la disparition de cystéines libres. On peut 

déterminer par ce biais que l’efficacité du couplage est de 95 à 100%. Il peut néanmoins 

s’agir d’une oxydation des cystéines, avec une molécule d’oxygène ou de la création d’un 

pont disulfure, des traces de cuivre pouvant être éventuellement présentes. 

Il est également possible que la fonction bromoacétamide du composé 2 réagisse avec les 

amines primaires présentes à l’extrémité des résidus lysine, à l’amine N-terminale, et 

autres nucléophiles. La qualité du couplage a donc été contrôlée par spectrométrie de 

masse. 

I.3.4 Spectrométrie de masse MALDI-ToF 

 La spectrométrie de masse est une technique précise mais généralement pas 

considérée comme quantitative (bien que dans ce cas la différence entre les deux 

molécules à différentier est minime). Il est cependant possible d’analyser la qualité du 

couplage en mesurant la différence de masse entre protéine couplée et non couplée. Il a 

été constaté qu’après optimisation des conditions de couplage (1,2 équivalent molaire de 

composé 2, pH 7,75) il était possible d’avoir une disparition presque complète du pic 

correspondant à la masse de la protéine non couplée, avec apparition d’un pic présentant 

une différence de masse d’environ 235 Da, correspondant à l’ajout d’une seule 

phénanthroline par monomère.  
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Figure 94 : Spectre MALDI-ToF des variants avant (courbe noire) ou après (courbe rouge) couplage 
sur la nuit avec 1,2 équiv. de composé 2. Les variants fonctionnalisés présentent un décalage de 
masse d’environ 235 Da comme attendu pour le greffage de la phénanthroline. La protéine 
sauvage (en haut à gauche) ne présente pas de décalage de masse, le greffage est donc bien 
spécifique à la cystéine. Le variant A3sK30C (non représenté) présente le même résultat. 

D’un autre côté, le spectre de la protéine A3sWT traitée de la même manière ne présente 

pas de pic correspondant à une protéine couplée, ce qui confirme la sélectivité du 

couplage de la phénanthroline envers la cystéine des différents variants. 

 

I.3.5 Tamis moléculaire analytique 

 L’état d’oligomérisation des protéines couplées avec la phénantroline a été 

déterminé grâce au tamis moléculaire analytique. Il apparait que chacun des variants 

couplés à la phénanthroline possède un volume d’élution proche de la protéine sauvage. 

Le report sur une droite d’étalonnage effectué grâce à des protéines globulaires de taille 

connue montre que les variants couplés à la phénanthroline sont effectivement sous 

forme dimérique en solution.  
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Figure 95 : Gel filtration analytique des variants couplés en présence ou non de Zn(NO3)2.(rouge) 
A3sWT (vert) A3sY26NPH_Zn (noir) A3sK30NPH_Zn (bleu) A3sF119NPH_Zn (magenta) 
A3sF119NPH 

On note cependant un léger décalage vers des volumes d’élution plus faibles, ce qui 

suggère un volume occupé plus grand à la suite du couplage. Cette observation pourrait 

s’expliquer par une forme plus ouverte du dimère. La masse moléculaire apparente 

calculée selon la courbe d’étalonnage reste entre 37 et 44 kDa pour tous les biohybrides 

et la protéine sauvage, pour une masse du dimère de 44 kDa.  

I.3.6 Ultracentrifugation analytique 

 Des expériences d’ultracentrifugation analytique menées par le Dr Christophe 

Velours de la plateforme PiM du CNRS ont permis de déterminer que la constante de 

dissociation du complexe A3 sauvage était de 43,8 nM.  

La même expérience menée avec le variant A3sF119NPH non métallé n’a pas permis de 

déterminer précisément la constante de dissociation, la concentration la plus basse 

utilisée n’étant pas suffisamment diluée pour dissocier totalement le complexe. Nous 

pouvons donc conclure que l’affinité du complexe de variant A3sF119NPH est encore 

meilleure que la protéine sauvage. Ce résultat peut s’expliquer par des interactions de 

type liaison hydrogène ou interaction hydrophobe, soit entre les deux phénanthrolines se 
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faisant face, soit entre les phénanthrolines et l’architecture protéique du monomère 

opposé.  

La même expérience menée sur le variant A3sY26NPH non métallé semble indiquer une 

constante de dissociation plus haute que la protéine sauvage, signe d’une déstabilisation 

du dimère par la phénanthroline. Ce résultat peut s’expliquer par une gêne stérique 

causée par l’addition de la phénanthroline, les analyses structurales semblant montrer 

que la position Y26 était plus encombrée. Malgré le manque de mesures à hautes 

concentrations, nous pouvons donner une constante de dissociation de l’ordre de la 

centaine de nanomolaire. 

I.3.7 Calcul du coefficient d’absorption molaire des biohybrides 

 La concentration des protéines est communément mesurée à 280 nm, méthode 

rapide et fiable si le coefficient d’extinction molaire est connu avec précision. 

La phénanthroline absorbant fortement à 280 nm, il a fallu corriger son effet afin de 

pouvoir mesurer avec la plus grande précision possible la concentration en protéine. La 

première méthode utilisée fut celle du dosage de Bradford, basée sur le changement 

d’absorbance du bleu de Coomassie après liaison avec les acides aminés basiques et 

hydrophobes de la protéine. Malheureusement cette méthode s’est avérée 

étonnamment peu reproductible entre les différents lots de biohybride (malgré des 

courbes d’étalonnage ayant un coefficient R² satisfaisant de 0,99). Il a donc été nécessaire 

de trouver une méthode systématique et fiable afin d’avoir une cohérence dans le dosage 

des différentes protéines. 

Pour une protéine classique (sans pont disulfure), l’outil ProtParam du portail Expasy 

calcule le coefficient d’absorption à 280 nm grâce à la séquence selon l’équation :  

𝜀𝑃𝑟𝑜𝑡 =  𝑁𝑇𝑦𝑟 × 𝜀𝑇𝑦𝑟 + 𝑁𝑇𝑟𝑝 × 𝜀𝑇𝑟𝑝 

La principale cause de déviation entre coefficients calculé et mesuré étant la structure 

tridimensionnelle de la protéine, il est utile de comparer les spectres de la protéine native 

et de la protéine dénaturée dans 6M de chlorure de guanidinium pour déceler une 

éventuelle différence. Constatant que le spectre d’absorption de nos biohybrides 

changeait très peu entre l’état replié ou dénaturé, il nous a semblé raisonnable d’étendre 

l’équation précédente par : 

𝜀𝐵𝑖𝑜𝐻 =  𝜀𝑃𝑟𝑜𝑡 + 𝑁𝑁𝑃𝐻 ×  𝜀𝑃ℎ𝑒𝑛 
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Le coefficient d’absorption molaire de la phénanthroline a été mesuré dans une solution 

de 70% éthanol comme étant égal à 22428 M-1.cm-1. C’est cette valeur que nous 

additionnerons au coefficient calculé sur ProtParam de la protéine non fonctionnalisée. 

I.3.8 Dichroïsme circulaire 

 Le dichroïsme circulaire mesure la différence d’absorbance de la lumière polarisée 

circulairement à droite et à gauche. Lorsque l’on mesure ce signal dans l’UV lointain, on 

peut observer l’absorbance de la liaison peptidique, aux alentours de 215 nm. Les 

structures secondaires telles les hélices α et les feuillets β ont une signature 

caractéristique dans cette région du spectre dichroïque, ainsi la comparaison des spectres 

de dichroïsme circulaire avec la protéine sauvage nous informe si la fonctionnalisation de 

la protéine a un effet sur ses structures secondaires. Les αRep étant des protéines 

possédant uniquement hélices α et des boucles, nous nous attendons à un spectre 

caractéristique des hélices α. La figure 96 présente les spectres des différents variants 

fonctionnalisés (le variant K30NPH est testé en présence de zinc). On peut alors observer 

une signature spectrale proche, caractéristique des protéines en hélice α. Tous les 

spectres sont superposables ce qui indique que la mutation et le couplage de 

phénantoline sur les variants n’ont pas altéré la composition en structures secondaires 

des protéines. Les légères variations obtenues peuvent être expliquées par les 

imprécisions de mesure de la concentration de la protéine couplée à la phénanthroline. 
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Figure 96 : Spectres de dichroïsme circulaire des variants fonctionnalisés, la protéine sauvage "A3" 
apparait en noir. On peut constater que les protéines conservent leurs structures secondaires avec 
une signature spectrale typique des hélices α. 

L’ensemble des expériences de caractérisation des biohybrides obtenus après couplage 

de la phénantroline, nous indique que les protéines ont donc très vraisemblablement 

conservé leur structure tertiaire et quaternaire. L’incorporation de métal au sein de ces 

biohybrides était l’étape suivante pour convertir ces nouveaux objets en catalyseurs. 

Dans un premier temps, nous avons testé l’activité catalytique de notre biohybride en 

étudiant la réaction de trans-estérification de phosphodiesters (réaction modèle d’activité 

RNAse). Dans un second temps, nous avons cherché à déterminer s’il peut induire une 

énantiosélectivité, en étudiant la réaction de cycloaddition de Diels-Alder avec des 

subtrats modèles. 
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 Mime d’une activité RNAse par les biohybrides dérivés d’αRep A3 

Nos biohybrides possédant deux sites de chélation du métal au sein de la crevasse 

nous avons décidé d’étudier l’effet de la distance entre les deux centres métalliques sur 

l’activité catalytique, et la possibilité d’un mécanisme binucléaire. 

I.4.1 Analyse bio-informatique sur les enzymes binucléaires à zinc 

Avant de tester si nos biohybrides pouvaient avoir une activité binucléaire, nous 

avons voulu savoir si la distance entre les deux métaux pouvait être compatible avec les 

distances présentes dans les enzymes binucléaires naturelles. J’ai pour cela utilisé une 

méthode bio-informatique en m’appuyant sur les protéines à zinc. En analysant les 

structures contenant du zinc dans la base de données structurale (PDB), nous pouvons 

classer les protéines en fonction de la distance minimale séparant deux ions zinc dans leur 

structure. Le graphique représentant cette distance minimale en fonction de l’ordre des 

protéines dans le classement (figure  97) adopte une forme particulière : un plateau est 

visible entre 3 et 4 Å de distance Zn-Zn. Afin de donner un indice supplémentaire, la 

proportion d’enzymes caractérisées dans une fenêtre glissante de 20 structures a été 

calculée (en orange sur la figure  97). On peut alors constater que dans la zone plateau la 

proportion d’enzyme est visiblement plus élevée que dans le reste de la courbe. En effet : 

55% des protéines sont des enzymes entre 3 et 4 Å, contre seulement 29% au-delà de 4 

Å.  
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Figure 97 : Analyse bio-informatique des protéines contenant du Zinc. Bleu/vert : Distance 
minimale entre deux zincs selon le classement de la protéine (vert : enzymes, bleu : autres). On 
observe un plateau entre 3 et 4 Å. Orange : Proportion relative d’enzymes dans une fenêtre 
glissante de 20. 

Cette analyse simple semble montrer que les enzymes ont généralement une distance Zn-

Zn située entre 3 et 4 Å, notamment la RNAse Z qui catalyse la réaction d’hydrolyse de 

l’ARN grâce à un centre binucléaire de zinc (distance Zn-Zn : 3,30 Å). Nous avons donc fait 

l’hypothèse qu’il s’agissait d’une distance classique pour une enzyme au mécanisme 

binucléaire. Ces données sont tout à fait compatibles avec les variants Y26, K30 et F119 : 

un modèle du résidu NPH a été conçu à partir des données cristallographiques de la 

phénanthroline de cuivre et minimisé avec le logiciel Chem3D. La distance entre le 

carbone β et le métal a été ensuite mesurée comme étant 10,8 Å (figure  98, gauche). Par 

simple différence de distance entre les carbones β des structures cristallographiques de 

la protéine A3 dans les deux formes, nous pouvons avoir une idée de la distance possible 

entre les deux métaux (figure  98, droite). Les variants A3sY26NPH, A3sK30NPH et 

A3sF119NPH ont été considérés comme potentiels catalyseurs binucléaires compte tenu 

de la flexibilité du dimère et du résidu NPH. Il était attendu que les phénanthrolines se 

repoussent par gène stérique dans le cas de la position F119. 
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Figure 98 : Gauche : Distance carbone β-métal dans un modèle du résidu NPH métallé. Droite : 
Comparaison des distances entre carbones β- β’ et distance calculée entre les deux métaux (M-M) 
grâce à l’équation (Distance β-β’)-2x10,8. La distance négative pour la position F119 indique que 
les deux phénanthrolines peuvent se repousser par gène stérique. 

I.4.2 Test enzymatique binucléaire : le transfert hydrolitique de liaison 

phosphoester 

 Nous avons donc tenté de déterminer si nos biohybrides fonctionnalisés en 

position Y26, K30 ou F119 étaient capables d’effectuer des réactions de catalyse 

binucléaire. Nous avons pour cela utilisé une catalyse binucléaire typique : le clivage du 2-

hydroxypropyl-4-nitrophenyl phosphate (HPNP) par transfert de liaison phosphoester. Le 

HPNP est utilisé comme modèle d’ARN pour la création de nucléases artificielles, ses 

principaux avantages étant sa solubilité dans l’eau et la possibilité de suivre la cinétique 

de la réaction à 405 nm grâce au composé nitrophénolate libéré. Dans une étude de 

Kazuki Saito, un modèle du mécanisme de clivage du HPNP à l’aide d’un complexe 

binucléaire de zinc a été proposé.10 Ce mécanisme implique que l’hydroxyde lié à un ion 

zinc agit comme simple base de Brønsted, déprotonant le groupement alcool du HPNP, ce 

dernier effectuant l’attaque nucléophile sur le phosphate (ce modèle a été appuyé par 

une récente étude théorique 11). L’étude démontrait la nécessité d’un centre binucléaire 

pour une catalyse efficace de la réaction : alors qu’un catalyseur de zinc mononucléaire 

accélérait la réaction par un facteur 22, un complexe binucléaire l’accélérait par un facteur 

6500. C’est cette forte augmentation de la catalyse que nous tenté d’observer afin de 

confirmer ou d’infirmer le caractère binucléaire de nos biohybrides. 
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Figure 99 : Mécanisme de phosphotransfert du HPNP catalysé par un complexe binucléaire de zinc 
(selon 10). 

Les variants A3sY26NPH, A3sK30NPH et  A3sF119NPH ont donc été testés pour 

l’hydrolyse de HPNP en présence d’un léger excès de nitrate de zinc (1,1 équivalent 

molaire par rapport à la phénanthroline). La catalyse mettant en jeu des bases de 

Brønsted, cette réaction est sensible au pH (« profil pH »). J’ai donc effectué les réactions 

à différents pH afin d’observer si l’environnement du biohybride avait un effet par rapport 

au zinc en solution. Pour s’affranchir des possibles perturbations dues au changement de 

tampon, j’ai utilisé uniquement un tampon HEPES. Le changement de pH induit par l’ajout 

du catalyseur dans sa solution tamponnée a été corrigé, ainsi que l’absorbance du 4-

nitrophénolate libéré à l’issu de la réaction. Les résultats sont présentés dans la figure 

100. 
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Figure 100 : Hydrolyse du HPNP par les protéines A3sWT, A3sY26NPH, A3sK30NPH et A3sF119NPH 
en présence ou non de zinc (II), au pH 6,9 (A), 7,2 (B), 7,5 (C) et 7,7 (D). Conditions de réaction : 
16,5 µM de monomère A3s, 16,5 µM de Zn(NO3)2 (1 équivalent), tampon HEPES 20 mM, 150 mM 
NaCl, 5 mM HPNP. Chaque réaction a été effectuée en duplicate. 

Il ressort de cette expérimentation que dans chacun des pH, les biohybrides en présence 

de zinc ont une activité plus basse que le zinc en solution. Il semble donc que les 

biohybrides empêchent l’activité catalytique centrée sur le métal. La protéine sauvage 

ayant également le même comportement, il semblerait que même en absence de 

phénanthroline la protéine ait une capacité à capturer le zinc et diminuer son accessibilité 

envers le substrat. Il est également à noter que les vitesses de réactions croissent avec le 

pH, qu’il s’agisse du zinc en solution ou en présence de protéine. Il n’y a donc pas d’effet 

de la protéine sur le profil pH du zinc, et a fortiori aucune activité binucléaire. Afin de 

pouvoir tester la réaction à un pH plus élevé encore j’ai utilisé un tampon d’acide N-

Cyclohexyl-2-aminoethanesulfonique (CHES) pH 9, les conclusions sont identiques. 

J’ai effectué la même expérience avec du cuivre (II), capable également d’effectuer la 

catalyse du HPNP. Les résultats sont visibles sur la figure 101. Les conclusions sont 

similaires, il est à noter que le cuivre est un meilleur catalyseur de la réaction d’hydrolyse 

du HPNP dans ces conditions. La protéine sauvage, cette fois, inhibe bien moins le cuivre 

que les biohybrides. Il est donc raisonnable d’émettre l’hypothèse que le métal se fixe 

effectivement à la phénanthroline et que c’est cette complexation qui diminue d’autant 

l’activité du cuivre (par un manque d’accessibilité du substrat). Étonnamment, même le 

biohybride fonctionnalisé en position K30, qui est située au bord de la crevasse et donc 
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très accessible au solvant, présente une vitesse de réaction du même ordre que les autres 

variants, et empêche donc la réaction. 

 

Figure 101 : Hydrolyse du HPNP par les protéines A3sWT, A3sY26NPH, A3sK30NPH et A3sF119NPH 
en présence ou non de nitrate de cuivre (les conditions sans cuivre (II) sont hachurées) au pH 6,9 
(A), 7,2 (B), 7,5 (C) et 7,7 (D). Conditions de réaction : 16,5 µM de monomère, 16,5 µM de Cu(NO3)2 
(1 équivalent), tampon HEPES 20 mM, 150 mM NaCl, 5 mM HPNP. Chaque réaction a été effectuée 
en duplicate. 

I.4.3 Résumé 

En résumé, (1) tous les biohybrides empêchent la réactivité du cuivre ou du zinc 

soit par complétion de la sphère de coordination du métal par des acides aminés de la 

protéine, soit par un manque d’accessibilité du substrat. (2) La protéine sauvage 

semblerait également fixer les métaux en provoquant un effet similaire.  

Il est courant que les protéines possèdent des sites fortuits de fixation d’ions métalliques. 

La connaissance de la constante de dissociation entre protéine et métal pourrait être d’un 

grand avantage. Malheureusement les études de titration calorimétrique isotherme (ITC) 

se sont révélées peu concluantes, les signaux étant bruités par l’interaction entre les 

métaux et les molécules de la solution tampon. 

La baisse de l’efficacité catalytique des métaux lors de la réaction d’hydrolyse du HPNP 

peut être interprétée comme un enfouissement du métal au sein de la protéine, limitant 

l’accès au substrat. Nous avons alors émis l’hypothèse que cet enfouissement pouvait 

provoquer une énantiosélectivité lors de la catalyse. Nous avons décidé d’utiliser la 

catalyse de Diels-Alder pour tester cette hypothèse. 
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 Etude d’une activité catalytique énantiosélective :  

la réaction de Diels-Alder 

 La catalyse de Diels-Alder est une réaction de 

cyclisation entre un diène et un diénophile. Lors de cette 

réaction, les électrons π des deux molécules se 

réarrangent selon un mécanisme concerté pour former 

deux nouvelles liaisons σ. De manière générale, c’est 

l’orbitale basse vacante (BV) du diénophile qui est en 

interaction avec l’orbitale haute occupée (HO) du diène. 

Cette configuration (nommée « Diels-Alder à demande normale d’électrons ») est 

favorisée par la présence de groupements électroattracteurs sur le diénophile et/ou de 

groupements électrodonneurs sur le diène. Les deux molécules partenaires de la réaction 

peuvent être substituées sur leurs différents carbones, provoquant lors de la cyclisation 

la création de jusqu’à quatre centres stéréogènes. La configuration adoptée par le produit 

formé dépendra de la géométrie des deux partenaires au moment de la réaction. 

Les métaux de transition sont connus pour catalyser efficacement cette réaction par leur 

propriété d’acides de Lewis en solvant organique. La complexation de l’ion métallique 

avec le groupement électroattracteur du diénophile (dans le cas d’une réaction à 

demande normale d’électrons) diminue l’énergie de l’orbitale basse vacante et donc la 

différence d’énergie HO-BV, facilitant la réaction. Un milieu aqueux favorise également la 

réaction, ce qui est expliqué par la combinaison de deux effets : (i) Le diène et diénophile 

étant souvent des molécules hydrophobes, l’eau diminue sa surface de contact avec 

celles-ci, forçant les deux partenaires à se rapprocher et stabilisant leur état de transition. 

(ii) L’eau peut également effectuer une liaison hydrogène avec le groupement 

électroattracteur du diénophile et potentialiser son effet, à l’instar des acides de Lewis.12 

Il est cependant à remarquer que les métaux de transition sont rarement efficaces dans 

l’eau, en effet un substrat diénophile monodenté est alors en compétition avec les 

molécules d’eau complexées autour du métal. Or l’eau est une bonne base de Lewis et en 

concentration bien plus grande que le substrat.13 C’est pour cette raison que les substrats 

communément utilisés lors de la réaction de Diels-Alder catalysée par les métaux de 

transition dans l’eau sont bidentés. Un couple diène-diénophile particulièrement utilisé 

est le couple cyclopentadiène et le (E)-3-phényl-1-(pyridine-2-yl)prop-2-ène-1-one 

(azachalcone) (figure 103). Quatre produits sont possibles à l’issue de la réaction : deux 

produits endo et deux produits exo. La forme endo, bien que stériquement plus 

encombrée, est largement favorisée lors de cette réaction. La raison communément 

 

Figure 102 : Schéma général de 
la réaction de Diels-Alder. 
GDE : donneur d’électrons, 
GAE : attracteur d’électrons 

 



Partie B - Résultats  

 

158 
 

acceptée étant un recouvrement favorable des orbitales de l’oxygène de l’azachalcone et 

du cyclopentadiène (effet orbitalaire secondaire ou « effet endo »).  

 

Figure 103 : Azachalcone (sous la forme proposée complexée au métal de transition 13) et 
cyclopentadiène, utilisés comme substrat de la réaction de Diels-Alder. Quatre produits sont 
possibles, la forme endo étant favorisée par intéraction orbitalaire secondaire entre le diène et 
l’oxygène de l’azachalcone. 

  Parmi les deux formes endo, la réaction accélérée par un catalyseur achiral n’est 

pas énantiosélective. C’est l’excès énantiomérique de la forme endo, ainsi que le rapport 

endo:exo, qui sont communément utilisés pour examiner et comparer le caractère sélectif 

des catalyseurs (et notamment des catalyseurs biohybrides). Le produit de la réaction est 

typiquement analysé par chromatographie chirale après extraction en solvant organique. 

C’est ce couple de substrats que nous avons choisi pour l’étude de la sélectivité de nos 

différents variants. 

Les réactifs utilisés pour mettre en place la réaction de cycloaddition de Diels-Alder ainsi 

que les authentiques des produits de cette réaction ont été fournis par Dr. Wadih Ghattas 

(ICMMO de l’Université Paris-Sud, CNRS). La méthode classique de préparation du 

diènophile (E)-3-phényl-1-(pyridine-2-yl)prop-2-ène-1-one (azachalcone) comprend une 

étape finale de purification par cristallisation or ce composé sous forme cristalline est 

sensible à la lumière 14. Cette étape a été alors remplacée par une purification par 

chromatographie. Le cyclopentadiène a été obtenu par distillation suite au craquage de 

son dimère commercial. Il s’est avéré stable pour une durée de conservation d’un mois à 

-20°C. Enfin, La réaction entre azachalcone et cyclopentadiène a été catalysé par du 

chlorure d’aluminium dans du dichlorométhane pour fournir le mélange authentique des 

quatre produits isomères. 
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I.5.1 Méthode d’extraction, rendements et contaminants 

 Avant d’aborder la description des résultats, il est important d’expliquer la façon 

dont ils ont été obtenus. Plus que la simple méthode (décrite dans la partie éponyme), il 

est utile de comprendre les sources de variation ayant pu entacher ou compliquer les 

différentes expérimentations et analyses. J’introduirai alors les méthodes calculatoires 

utilisées pour les corriger. Plus qu’un regard a posteriori sur les résultats obtenus, cette 

partie se veut également être un retour d’expérience et une invitation à la prudence lors 

de ce type d’étude. 

Il est tout d’abord nécessaire de prendre en compte le dispositif expérimental menant de 

la catalyse au résultat. Les différentes catalyses ont été menées dans un volume de 500 

µL. Après le temps d’incubation voulu, allant de 24h à 96h, les produits ont été extraits 

trois fois avec un volume équivalent d’acétate d’éthyle. Lors de cette extraction la 

protéine se trouvait généralement sous forme précipitée, ce qui nécessitait une 

centrifugation afin de pouvoir récupérer la phase organique. L’extrait était ensuite injecté 

sur colonne d’HPLC chirale. Les chromatogrammes à différentes longueurs d’onde 

pouvaient enfin être traitées afin de déterminer l’excès énantiomérique et le rendement 

de la réaction (figure 104).  

 

Figure 104 : Exemple d'une courbe obtenue après injection des extraits de réaction de Diels-Alder 
sur HPLC chirale. Le contaminant n’est pas visible sur ce chromatogramme. 

Ces expériences ont été menées de nombreuses fois et j’ai été confronté à des difficultés 

dans le traitement des données qui ne semblaient pas reproductibles. L’analyse des 

résultats m’a permis de comprendre partiellement les raisons de ces variabilités que 

j’expose ci-dessous. 

La principale source de contamination vient du matériel utilisé lors du protocole 

d’extraction à l’acétate d’éthyle. En effet, par soucis de miniaturisation, de maintien de la 

chaîne du froid et du besoin de centrifuger afin de séparer les phases, les outils classiques 
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de biologie ont été utilisés (tubes microcentrifugeuse en polypropylène, micropipettes, 

centrifugeuse réfrigérée). Ce n’est qu’après une analyse attentive des chromatogrammes 

HPLC à différentes longueurs d’onde (270 et 230 nm en particulier) que j’ai pu constater 

sur certains chromatogrammes qu’un des pics de produit endo de la réaction pouvait être 

parfaitement superposé avec un autre produit contaminant, faussant le calcul de l’excès 

énantiomérique. Le ratio d’absorbance du produit endo a donc été calculé à partir de l’aire 

du pic non contaminé de plusieurs chromatogrammes (équation 1). 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑜 =  
𝐴𝑒𝑛𝑑𝑜

270

𝐴𝑒𝑛𝑑𝑜
230 = 0,501 ± 0,03   (1) 

Connaissant cette valeur, et sachant que le cuivre catalyse la formation des deux produits 

endo de manière racémique, il a été possible d’estimer le ratio 270/230 (Rconta) du 

contaminant grâce aux aires du pic contaminé (AendoConta) et du pic non contaminé 

(Aendo’) (équation 2). 

𝑅𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎 =  
𝐴𝑒𝑛𝑑𝑜𝐶𝑜𝑛𝑡𝑎

270 − 𝐴𝑒𝑛𝑑𝑜′
270

𝐴𝑒𝑛𝑑𝑜𝐶𝑜𝑛𝑡𝑎
230 − 𝐴𝑒𝑛𝑑𝑜′

230 ≅ 0,157   (2) 

C’est un contaminant possédant ce ratio Rconta et un volume d’élution proche de celui du 

produit endo que j’ai donc recherché. Après avoir effectué le protocole d’extraction sur 

chacun des composés indépendants du milieu réactionnel, j’ai pu à chaque fois observer 

un pic non négligeable de contaminant possédant un ratio Rconta de 0,154 ± 0,003. Ce 

contaminant était également présent sous forme de traces dans l’acétate d’éthyle pur. 

C’est en comparant de l’acétate d’éthyle pipeté avec les cônes du laboratoire avec 

d’autres cônes de la même composition (Corning® DeckWorks™ low binding tips et 

Corning® universal fit pipet tips respectivement, tous deux en polypropylène) que j’ai pu 

constater que nos cônes (et dans une proportion moindre, les tubes de 

microcentrifugeuse) semblaient être la source de cette contamination. 

Cette analyse a été compliquée par la deuxième source de variabilité découverte au cours 

de l’étude : la mise à température de la colonne HPLC prenait plusieurs heures 

contrairement à l’indication de la sonde, influant grandement les volumes d’élution du 

contaminant comme on peut le constater sur la figure 105. La variation du volume 

d’élution en fonction de la température étant dépendant du type de molécule, nous 

avions l’explication de la présence ou non du contaminant dans nos pics d’intérêt. 
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Figure 105 : Temps de rétention du contaminant en fonction du nombre d'analyses (analyses de 
50 min). Le temps de rétention est très sensible à l’équilibration de la température de l’appareil. 

Les rapports d’absorbance 270/230 étant connus pour le produit endo (Rendo) et le 

contaminant (Rconta), nous pouvions alors détecter si le contaminant est présent dans un 

pic analysé et le corriger si nécessaire grâce à l’équation (3). 

𝐴𝑒𝑛𝑑𝑜
270 =  

𝐴𝑒𝑛𝑑𝑜𝐶𝑜𝑛𝑡𝑎
270 − (𝑅𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎 × 𝐴𝑒𝑛𝑑𝑜𝐶𝑜𝑛𝑡𝑎

230 )

1 −
𝑅𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑜

   (3) 

Un dernier effet à prendre en compte est celui de la dégradation du substrat. Le substrat 

a été dilué dans un volume d’eau correspondant au volume réactionnel et extrait selon la 

méthode usuelle, comparé avec du substrat non extrait, directement dilué dans un 

volume équivalent d’acétate d’éthyle. Après analyse HPLC, trois pics étaient observables 

(outre le contaminant précédemment cité) : l’étalon interne, le substrat et un pic 

correspondant à une forme dégradée du substrat (appelée « substrat usé ») apparaissant 

quelques minutes après le pic de substrat (figure 104). Or le pic correspondant au substrat 

usé augmentait d’un facteur 2,5 après le protocole d’extraction (figure 106). Une 

hypothèse est que le substrat se dimérise par action de la lumière selon une cycloaddition 

[2+2], formant un cyclobutane (figure 107). Cette dimérisation a déjà été décrite pour des 

dérivés de l’azachalcone en solvant organique 15 et en milieu solide 14. Il a cependant été 

remarqué sur certains chromatogrammes effectués avec une colonne récente que le pic 

de substrat présentait un pont jusqu’au pic de substrat usé. Ceci étant tout à fait 
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caractéristique d’une dégradation durant l’analyse, cette observation va à l’encontre de 

l’hypothèse de dimérisation induite par la lumière. 

 

Figure 106 : Comparaison des aires non normalisées des pics obtenus pour des composés de la 
solution de substrat avant (bleu) et après extraction (orange). On observe que l'extraction 
provoque la formation de « substrat usé ». 

 

Figure 107 : Produit de la cycloaddition [2+2] de l'azachalcone sous l’effet de la lumière. 

 

Cette dégradation du substrat est source de variabilité lors du calcul du taux de 

conversion. Il est ainsi plus fiable de comparer les rendements de réaction grâce à 

l’apparition des produits attendus : le substrat étant en excès et la réaction n’étant pas 

totale dans les conditions utilisées, la dégradation du substrat a a priori peu d’impact sur 

la catalyse.  

L’analyse des produits donne en théorie 4 pics correspondant aux 2 diastéréoisomères 

sous la forme endo et aux 2 diastéréoisomères sous la forme exo. En pratique, les pics 

correspondant aux formes exo étaient trop petits pour permettre le calcul de leur aire, 

représentant moins de 5% de la surface des formes endo, et les calculs d’excès 

enantiomériques ont donc été réalisés en comparant les aires des 2 pics correspondant à 

la forme endo (figure 104). 
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Pour la suite, nous présenterons donc les résultats de catalyse, en calculant le rendement 

de la réaction (équation 4), tenant compte des corrections décrites ci-dessus, et les excès 

énantiomériques (équation 5). 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 (%) =  
𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑖𝑡 𝑚𝑒𝑠𝑢𝑟é

𝑄𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡 𝑖𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙
× 100   (4) 

𝑒𝑒 (%) =
𝐴𝑒𝑛𝑑𝑜2 − 𝐴𝑒𝑛𝑑𝑜1

𝐴𝑒𝑛𝑑𝑜2 + 𝐴𝑒𝑛𝑑𝑜1
× 100   (5) 

 

I.5.2 Premier crible d’activité 

 Les 4 différents variants ont tout d’abord été criblés pour un test d’activité avec 

l’azachalcone et le cyclopentadiène. Un équivalent de cuivre (par rapport à la 

phénanthroline) a été ajouté extemporanément au variant et la catalyse a été lancée dans 

des conditions standards : 30 µM catalyseur (monomère A3s), 34 mM (1133 équivalents) 

de cyclopentadiène et 1 mM (33 équivalents) d’azachalcone dans un volume final de 500 

µL  pendant 48h à 4°C. Les résultats d’excès énantiomérique et de rendement (calculé 

grâce à l’apparition du substrat) sont reportés dans le tableau 108. 

 

Tableau 108 : Catalyse de la réaction de Diels Alder catalysée par le cuivre (30 µM) entre 
azachalcone (1 mM) et cyclopentadiène (34 mM) en présence ou non de 30 µM de monomère de 
A3s. Tampon HEPES/MES 20 mM pH 7,5, 150 mM NaCl, 48h 

Nous voyons tout d’abord qu’à l’exception de la protéine sauvage le rendement de la 

réaction est, pour tous les variants, inférieur à celui du nitrate de cuivre libre en solution. 

Cette diminution de l’activité correspond aux observations faites lors des expériences 

d’hydrolyse du HPNP suggérant que la protéine modifie l’accessibilité du cuivre en 

solution ou provoque une inhibition par le produit (ou le substrat). Le variant A3sF119NPH 

semblait être le plus intéressant, présentant une énantiosélectivité de presque 30%. C’est 

donc celui-ci que nous avons choisi d’analyser plus en détails. 

Une cinétique de réaction dans ce tampon a été effectuée avec un point à 48h, 96h et 

144h. Par ailleurs, un test catalyse dans différents ratios de MES/HEPES avec un pH final 

Monomère
Ratio

Cu(II):Monomère
Tampon pH Durée Cosolvant ee  endo  (%) Rendement (%)

- 1:- 2 ± 2 15 ± 3

A3sWT 1,0 30,0

A3sY26NPH 0,2 7,0

A3sK30NPH 5,8 2,9

A3sF119NPH 27,8 8,2

A3sD150NPH 1,6 5,0

1:1

HEPES/MES

(80/20)
7,5 48 h -
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de 5,5 ; 6,5 et 7,5 a été effectué, avec 64h de temps d’incubation. Ces résultats sont 

consignés dans le tableau 109.  

 

Tableau 109 : Cinétique de la catalyse par le variant A3sF119NPH. Réactions de cycloaddition de 
Diels Alder avec le variant A3sF119NPH en présence de cuivre. Ratio molaire MES/HEPES de 20/80 
pour un pH de 7,5. 20 mM tampon, 150 mM NaCl, 30 µM de Cu(NO3)2, 30 µM monomère de A3s, 
1 mM azachalcone (33 équiv.) dilué dans CH3CN (1% final), 34 mM cyclopentadiène (1133 équiv.). 

Nous pouvons observer dans l’expérience de cinétique que le rendement augmente pour 

le biohybride et le cuivre en solution (16 à 21% pour le cuivre et 8 à 19% pour le 

biohybride, à 48h et 144h respectivement), tandis que l’excès énantiomérique semble peu 

affecté (toujours autour de 30%). De même, le cuivre semble atteindre un plateau après 

96h. 

 

Tableau 110 : Effet du pH sur la catalyse par le variant A3sF119NPH. Réactions de cycloaddition de 
Diels Alder avec le variant A3sF119NPH en présence de cuivre. Ratio molaire MES/HEPES de 100/0 ; 
60/40 ; 20/80 pour un pH de 5,5 ; 6,5 ; 7,5 respectivement. 20 mM tampon, 150 mM NaCl, 30 µM 
de Cu(NO3)2, 30 µM monomère de A3s, 1 mM azachalcone (33 équiv.) dilué dans CH3CN (1% final), 
34 mM cyclopentadiène (1133 équiv.). 

Concernant les résultats de catalyse à différents pH, nous pouvons voir tout d’abord que 

l’excès énantiomérique du biohybride diminue proportionnellement avec le pH, allant de 

30% à pH 7,5 jusqu’à seulement 3% à pH 5,5. Une dénaturation de la protéine est à 

exclure, des expériences de dichroïsme circulaire nous ayant indiqué que la protéine 

conservait sa structure en hélices α même après 64h à pH 3 (données non montrées).  

Deux autres explications sont possibles : une protonation de la phénanthroline du fait du 

pH acide pourrait libérer le cuivre qui catalyserait librement en solution, affectant l’excès 

énantiomérique. Cette explication pourrait être valable pour le pH le plus bas étant donné 

Monomère
Ratio

Cu(II):Monomère
Tampon pH Durée Cosolvant ee  endo  (%) Rendement (%)

48h 2 16

96h 3 18

144h 2 21

48h 28 8

96h 33 14

144h 34 19

1:-

HEPES/MES

(80/20)
7,5 -

A3sF119NPH 1:1

-

Monomère
Ratio

Cu(II):Monomère
Tampon pH Durée Cosolvant ee  endo  (%) Rendement (%)

HEPES/MES (0/100) 5,5 4 32

HEPES/MES (40/60) 6,5 1 52

HEPES/MES (80/20) 7,5 2 29

HEPES/MES (0/100) 5,5 3 39

HEPES/MES (40/60) 6,5 10 26

HEPES/MES (80/20) 7,5 30 18

- 1:-

64h -

A3sF119NPH 1:1
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que le pKa de la première protonation de la phénanthroline est de 5.16 En revanche elle 

n’explique pas pourquoi la baisse d’énantiosélectivité est déjà visible à pH 6,5. La 

deuxième explication viendrait du ratio molaire de tampon MES. Étant plus haut dans les 

pH plus bas, la perte de sélectivité peut être due à une interaction avec ce tampon. Ces 

considérations nous ont poussés à déterminer si le cuivre était effectivement là où nous 

l’attendions (c’est-à-dire complexé par la phénantroline) avant de d’approfondir la 

recherche des paramètres physico-chimiques favorables à une réaction énantiosélective.  

Enfin, on constate que les rendements à 64h sont anormalement plus hauts que ceux à 

96h dans la même condition mais au cours d’une expérience réalisée à un autre moment. 

Cette différence ne peut être imputée aux lots de protéine utilisés dans ces 2 expériences 

car un effet similaire est également observé dans l’expérience contrôle de la catalyse par 

le cuivre sans protéine. Cette marge d’erreur dans les calculs des rendements entre deux 

expériences indépendantes pourrait provenir d’une incertitude supplémentaire liée à la 

pesée et au pipetage des substrats et de la précipitation l’étalon interne dans la solution 

mère de substrat azachalcone, faussant légèrement les calculs. 

I.5.3 Résonnance Paramagnétique Electronique 

 Le cuivre (II) étant une espèce paramagnétique (possédant un électron de valence 

non apparié sur son orbitale d), il est possible de l’étudier par résonnance paramagnétique 

électronique (RPE). Cette méthode, analogue à la résonance magnétique nucléaire (RMN) 

repose sur la mesure de l’absorption par l’échantillon d’une onde électromagnétique 

haute fréquence (fixe). L’échantillon étant dans un champ magnétique variable, la 

fréquence absorbée par l’échantillon correspond à la différence d’énergie entre les deux 

états de spins de l’électron non apparié (induite par le champ magnétique). Cette 

technique est sensible et quantitative, l’intégration de la courbe d’absorption nous 

permettant de quantifier l’ion cuivre en solution. Il est également possible, par analyse 

qualitative du spectre d’absorption, de suggérer un environnement électronique autour 

du cuivre. 

J’ai tout d’abord mis en présence 50 µM de monomère de A3sF119NPH  avec un 

équivalent molaire de nitrate de cuivre dans du tampon HEPES et analysé l’échantillon 

après incubation sur la nuit.  Les spectres RPE ont été acquis grâce au Dr. Christian 

Herrero, responsable de la plateforme RPE de l’ICMMO, tous à une température de 100K 

et les mêmes paramètres. Aucun signal n’a été détecté (non montré) tant pour le cuivre 

en présence de la protéine que pour le cuivre seul dans le tampon. Cette observation nous 

a permis de conclure que le tampon HEPES masquait le signal du cuivre.  
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J’ai alors préparé les échantillons dans du tampon MOPS, qui est peu coordinant. Dans ce 

tampon également, le cuivre en solution est silencieux (donnée non montrée). 

Cependant, après ajout d’un équivalent molaire de cuivre (par rapport au monomère 

d’A3s) dans une solution de protéine sauvage à 200 µM de monomère, il est possible 

d’observer un signal caractéristique (figure 111, courbe bleue). Ce résultat indique que le 

cuivre (II) est complexé avec la protéine sauvage, ce qui confirmerait les observations 

faites précédemment lors de l’hydrolyse du HPNP. La fixation du cuivre (II) au sein de la 

protéine non modifiée est surprenante car la protéine issue de la banque d’αRep n’a pas 

été spécifiquement conçue de posséder un site de fixation du cuivre. Cependant, la 

présence de plusieurs de résidus portant des fonctions chargées à la surface de la protéine 

(Asp, Glu, Arg, Lys) pourraient conduire à une fixation de cations métalliques de manière 

non spécifique. Un tel effet de fixation fortuite, non spécifique et non désirée a déjà été 

décrite dans la littérature.17 La simulation du spectre laisse apparaitre une superposition 

de deux signaux. L’un contribuant à 83% du signal (g‖ 2,28 ; gꓕ 2,06) et l’autre à 17% (g‖ 

2,24 ; gꓕ 2,06). Ces signaux semblent montrer que deux types et/ou deux sites de 

coordination de Cu(II) existent dans la protéine, ce qui va dans le sens d’une coordination 

aspécifique. 

La même préparation a donc été injectée sur tamis moléculaire analytique afin de 

décrocher le Cu2+ qui serait coordiné avec une faible affinité, et la protéine éluée a été à 

nouveau analysée par RPE à la même concentration. Le spectre RPE donne un signal plat 

(figure 111, courbe jaune), prouvant l’absence de cuivre. Le cuivre a donc été éliminé par 

l’étape de filtration sur gel, ce qui confirme une faible affinité du cuivre pour la protéine 

sauvage. Nous avons ensuite voulu savoir si le biohybride fixait le cuivre Cu(II) de manière 

stable, pouvant résister à une étape de tamis moléculaire. 

La protéine A3sF119NPH a donc été métallée avec 1 équivalent de cuivre par rapport au 

monomère. Après une période de métallation sur la nuit en chambre froide, le biohybride 

a été injecté sur tamis moléculaire. Le spectre RPE acquis pour le biohybride à la même 

concentration que la protéine sauvage présente un signal observable (figure 111, courbe 

grise). La protéine contenant le résidu NPH semble donc bien posséder une plus forte 

affinité pour le cuivre. La simulation de ce spectre semble indiquer un seul signal en 

solution (g‖ 2,25 ; gꓕ 2,06), bien que le signal soit assez faible. On remarque que le signal 

est nettement inférieur à celui de la protéine sauvage. La double intégration des courbes 

de la figure 111 donne une indication sur la concentration en cuivre. En comparant le 

signal de la protéine sauvage avec le biohybride, on calcule que le biohybride représente 

55% de la concentration de la protéine.  

Si l’on admet que la protéine sauvage, malgré sa faible affinité, a fixé la plupart des ions 

cuivre métalliques de la solution et donc que le signal de la protéine sauvage présente les 
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200 µM de Cu(II) en solution, alors la concentration de cuivre dans la protéine 

A3sF119NPH représente 110 µM de cuivre pour 200 µM de monomère. Nous avons en 

conséquence émis l’hypothèse que le ratio véritable entre le cuivre et le variant 

A3sF119NPH était de 1:2 (Cu(II):Monomère). Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons 

choisi d’analyser la quantité de métal présent dans le biohybride par une deuxième 

méthode quantitative, l’ICP-MS. 

 

Figure 111 : Spectres RPE des variants A3s ou A3sWT. Bleu : protéine sauvage en présence d'un 
équivalent molaire de cuivre (100 µM). Jaune : même protéine à 100 µM après tamis moléculaire. 
On observe la disparition du signal du cuivre. Gris : spectre RPE du variant A3sF119NPH (100 µM) 
mis en présence d’un équivalent molaire de cuivre et après tamis moléculaire. On observe un signal 
environ correspondant à une quantité environ deux fois inférieure à un équivalent molaire de 
cuivre. 

I.5.4 Spectrométrie de masse à plasma à couplage inductif (ICP-MS) 

 L’ICP-MS est une technique où l’échantillon est ionisé grâce à une torche à plasma 

puis analysé par spectrométrie de masse (ici avec séparation des ions selon leur temps de 

vol). La destruction de l’échantillon en particules élémentaires permet d’identifier et de 

quantifier avec une grande précision les métaux. L’avantage de ce type d’ionisation est de 

permettre la dissociation totale entre le métal et la protéine et de mesurer de manière 

fiable la quantité de métal dans l’échantillon. La mesure du tampon seul peut également 

nous éclairer sur la présence de contaminants. 

La protéine a été préparée avec un excès de 1,5 équivalent de cuivre par rapport au 

monomère A3s (ratio 3:2 Cu(II):Monomère) afin de s’assurer que tous les sites soient 

occupés. Après incubation sur la nuit, la protéine a été traitée par tamis moléculaire 
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contre un tampon compatible avec la technique (phosphate 10 mM pH 7, 10 mM NaCl). 

La concentration de la protéine a été mesurée par absorbance à 280 nm afin de la 

comparer au dosage. Les résultats obtenus indiquent que pour une concentration de 

monomère A3sF119NPH mesurée de 39 µM, la concentration de cuivre dosée par ICP-MS 

est de 21 µM. Ce résultat confirme le ratio de deux monomères (et donc deux 

phénanthrolines) pour un ion Cu (II). 

 

I.5.5 Effet du ratio Cu(II):Protéine sur la catalyse 

 Il a fallu confirmer par l’expérimentation que l’espèce catalytique permettant 

d’obtenir un excès énantiomérique correspondait bien au ratio de cuivre observé en RPE 

et ICP-MS. J’ai donc effectué des tests catalytiques avec différents ratios Cu(II):Monomère 

dans le tampon MOPS à pH 7, 150 mM NaCl avec 48h d’incubation. Dans cette expérience, 

la concentration de monomère est laissée constante (égale à précédemment) et le ratio 

de cuivre varie. L’entité catalytique étant sensé être une bis-phénanthroline de cuivre, j’ai 

également effectué les réactions avec cette dernière avec la même concentration que le 

monomère de la protéine A3sF119NPH. Les résultats sont représentés dans le tableau 

112.  

 

Tableau 112 : Effet du ratio Cu(II):Monomère sur la catalyse par le variant A3sF119NPH. Catalyse 
de Diels-Alder entre l’azachalcone (1 mM) et le cyclopentadiène (34 mM) avec différents ratios de 
métal vs protéine (monomère). Conditions : 30 µM de monomère A3s du variant A3sF119NPH, 0 
µM (0 équiv.), 15 µM (0,5 équiv.) ou 30 µM (1 équiv.) de Cu(NO3)2. 34 mM cyclopentadiène (1133 
équiv.), 1 mM azachalcone (33 équiv.) dans CH3CN (1% final), tampon MOPS 20 mM pH 7, 150 mM 
NaCl, 48h, 4°C. Toutes les expériences ont été faites en duplicat. 

On peut tout d’abord remarquer qu’en l’absence de cuivre, le variant A3sF119NPH 

présente un léger excès énantiomérique. Cet excès est à relativiser car le rendement étant 

très bas (proche de celui du tampon sans cuivre), l’incertitude de la mesure est grande. 

Deux hypothèses sont néanmoins possibles : bien que les tampons soient traités à l’aide 

Monomère
Ratio

Cu(II):Monomère
Tampon pH Durée Cosolvant ee  endo  (%) Rendement (%)

0:- 3 ± 1 3 ± 1

1:- 0 ± 2 31 ± 2

2:- 1 ± 1 34 ± 1

1:2 2 ± 1 14 ± 1

2:2 1 ± 1 27 ± 1

0:1 11 ± 4 4 ± 1

1:2 40 ± 5 15 ± 1

2:2 3 ± 1 26 ± 11

3:2 + Tamis 62 ± 3 11 ± 1

-

MOPS 7 48h -
phen

A3sF119NPH
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de CHELEX 100, censé chélater les cations métalliques en solution, les dosages d’ICP-MS 

lors de l’étalonnage du tampon nous ont indiqué que des traces de métaux étaient 

toujours présentes. La deuxième hypothèse est que la protéine, possédant des acides 

aminés hydrophobes (dont le résidu artificiel NPH), peut induire une légère catalyse 

stéréosélective par interaction hydrophobe avec les substrats (effet dit « template »). 

Il est également possible de remarquer que nous n’obtenons pas un rendement linéaire 

avec la quantité de cuivre libre en solution. Ce résultat à priori étrange est en fait en 

accord avec la cinétique effectuée plus haut. Nous avions alors remarqué que la réaction 

catalysée par le cuivre atteignait un plateau dans les premières 48h. La présence d’une 

quantité double de cuivre fait donc atteindre ce plateau plus rapidement. 

On observe également qu’avec 1 équivalent molaire de cuivre le biohybride perd toute 

stéréosélectivité, la condition équivalente dans le mélange HEPES/MES donnant un excès 

énantiomérique de 30% (figure 108). Il est tout à fait probable que les tampons MES ou 

HEPES aient une action sur l’activité catalytique de la protéine, tout comme nous avons 

pu remarquer plus haut que le tampon HEPES impactait le signal du Cu(II) en RPE même 

au sein de la protéine. Des modifications de sélectivité dues au tampon sont 

régulièrement observées et il est nécessaire d’optimiser ce paramètre. Ce point sera 

abordé plus bas. À ce ratio, le complexe phénanthroline de cuivre comme le biohybride 

atteignent le rendement du cuivre en solution. 

Finalement, nous pouvons observer qu’avec un ratio de 1:2 (Cu(II):monomère), l’excès 

énantiomérique est grandement augmenté. Le rendement est alors deux fois plus bas que 

le cuivre libre en solution à la même concentration, et proche de celui de la bis-

phénanthroline de cuivre. La réaction est donc plus lente, mais énantiosélective. 

Enfin, après avoir mis en présence un léger excès de cuivre (3:2 Cu(II):monomère) pendant 

la nuit, et procédé à une étape de tamis moléculaire, nous observons que l’excès 

énantiomérique est maximal (62% ee) et que le rendement est du même ordre que la 

protéine en présence d’un ratio 1:2 (Cu(II):monomère). 

Ceci nous permet de conclure qu’une fois formé, le complexe stable d’une stœchiométrie 

Cu(II):Monomère de 1:2 est bien responsable de la catalyse énantiosélective. Nous 

pouvons alors proposer une interprétation pour les résultats obtenus en présence d’excès 

de cuivre, en absence d’étape de gel filtration : le cuivre en excès participerait à la catalyse 

en améliorant le rendement, par contre, il ne contribuerait pas à améliorer l’excès 

énantiomérique. Ce comportement équivalent à celui du cuivre libre (ou fixé dans un site 

non spécifique de la protéine) peut alors masquer l’effet du cuivre présent dans l’entité 

catalytique qui, elle, provoque un excès énantiomérique.  
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Il est à noter que, la concentration de cuivre effective étant finalement moitié moins que 

celle attendue, les équivalents de substrat ajoutés sont en fait doublés : 2267 équivalents 

de cyclopentadiène et 66 équivalents d’azachalcone. 

 

I.5.6 Recherche de conditions optimales pour la catalyse  

Maintenant que nous savons qu’il est nécessaire de ne pas dépasser le ratio 1:2 

(Cu(II):monomère), j’ai pu chercher à optimiser les conditions de réaction en faisant varier 

d’autres paramètres physicochimiques tels que la nature du tampon, la température ou 

les co-solvants.  

I.5.6.1 Effet du tampon 

 Trois différents tampons ont été testés dans l’espoir d’améliorer 

l’énantiosélectivité de la catalyse. Les résultats sont résumés dans le tableau 113. Nous 

observons tout d’abord que les rendements du cuivre (II) sont plus bas que d’ordinaire, et 

du même ordre de grandeur voir au-dessous de ceux du biohybride. Ce résultat, 

notamment concernant le MOPS qui est un réplicat de l’expérience ci-dessus, est pour 

l’instant inexpliqué. Les résultats concernant le biohybride sont néanmoins cohérents 

entre eux et peuvent donc être analysés. 

 

Tableau 113 : Effet du tampon sur la catalyse par le variant A3sF119NPH. Catalyse de Diels-Alder 
entre l’azachalcone (1 mM) et le cyclopentadiène (34 mM) avec différents tampons. Conditions : 
30 µM de monomère A3s du variant A3sF119NPH,  15 µM (0,5 équiv.) de Cu(NO3)2. 34 mM 
cyclopentadiène (2267 équiv.), 1 mM azachalcone (66  équiv.) dans CH3CN (1% final), tampon 
MOPS 20 mM pH 7,HEPES 20 mM pH 7, Na-Phosphate 50 mM pH 7, tous les tampons contenant 
150 mM NaCl, 48h, 4°C. Toutes les expériences ont été faites en duplicat. La métallation est faite 
la veille de l’expérimentation, la protéine étant dans le tampon MOPS. 

Monomère
Ratio

Cu(II):Monomère
Tampon pH Durée Cosolvant ee  endo  (%) Rendement (%)

0:- 2 ± 3 2 ± 1

1:- 1 ± 1 7 ± 4

0:- 2 ± 3 2 ± 1

1:- 1 ± 3 6 ± 1

0:- 3 ± 2 2 ± 1

1:- 2 ± 1 8 ± 2

0:2 18 ± 2 2 ± 1

1:2 57 ± 2 8 ± 1

0:2 12 ± 4 3 ± 1

1:2 53 ± 1 10 ± 1

0:2 11 ± 6 2 ± 1

1:2 53 ± 2 9 ± 1

A3sF119NPH

MOPS

7 48h -

NaP

HEPES

-

MOPS

NaP

HEPES
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Concernant le biohybride, nous pouvons observer d’une manière générale que la nature 

du tampon semble peu affecter le rendement. Concernant la sélectivité, nous pouvons 

observer une légère baisse dans les tampons phosphate et HEPES. De manière 

intéressante, le tampon HEPES ne semble donc pas beaucoup affecter la sélectivité 

somme il était soupçonné précédemment. Tout porte donc à croire que c’est le tampon 

MES qui agirait d’une manière négative. Il est néanmoins à savoir que, dans un soucis de 

reproductibilité, la métallation s’est effectuée dans le tampon MOPS et que le mélange 

réactionnel en contient donc à hauteur de 17%. Il se peut donc que la métallation soit 

l’étape critique pour la sélectivité du biohybride, et qu’une fois le complexe formé il est 

alors plus stable dans différentes conditions. N’ayant pas obtenu d’amélioration, nous 

avons décidé de tester les autres paramètres que sont la température et le cosolvant. 

Les prochaines catalyses ont été effectuées avec un léger sous-excès de cuivre (0,6:2 

Cu(II):monomère) par rapport à un demi-équivalent molaire, afin d’assurer la formation 

la plus complète du supposé complexe de bis-phénanthroline de cuivre. La condition 

standard utilisée jusqu’ici étant une température de 4°C et pas de cosolvant ajouté (à part 

le 1% d’acétonitrile final correspondant à l’ajout du substrat). 

I.5.6.2 Effet de la température 

 Trois températures été utilisés : 4°C, 15°C et 25°C. Les résultats de catalyses sont 

donnés dans le tableau 114. 

 

Tableau 114 : Effet de la température sur la catalyse par le variant A3sF119NPH. Catalyse de la 
réaction de Diels-Alder entre azachalcone et cyclopentadiène dans différentes conditions de 
température. Catalyseur A3sF119NPH incubé ou non avec 0,3 équiv. de Cu(NO3)2 (par rapport au 
monomère A3s) La condition à 4°C est celle utilisée précédemment. 34 mM cyclopentadiène (3778 
équiv.), 1 mM azachalcone (110 équiv.) dans CH3CN (1% final), tampon MOPS 20 mM pH 7, 150 
mM NaCl, 48h. Toutes les expériences ont été faites en duplicat. 

Une augmentation de la température sur le rendement de réaction semble néfaste : 

partant de 7,2% à 4°C, le rendement du biohybride décroit jusqu’à 1,6% à 25°C. Ceci est 

probablement dû à la dimérisation spontanée du cyclopentadiène, qui diminue la quantité 

de réactif disponible pour la réaction. Ceci est également valable pour la protéine non 

métallée dont le rendement, bien que déjà faible, passe de 2,6% à 1,2% entre 4°C et 25°C. 

Monomère
Ratio

Cu(II):Monomère
Tampon pH Durée Température Cosolvant ee  endo  (%) Rendement (%)

4°C 22 ± 11 5 ± 1

15°C 21 ± 2 3 ± 1

25°C 8 ± 1 2 ± 1

4°C 60 ± 2 12 ± 2

15°C 64 ± 2 8 ± 1

25°C 45 ± 17 3 ± 1

48hA3sF119NPH -

0,6:2

0:2

MOPS 7
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Cet effet de dimérisation du substrat a déjà été décrit et justifie pourquoi la plupart des 

études de catalyse de la réaction de Diels-Alder sont effectuées à 4°C 18. 

Concernant l’effet de la température sur l’excès énantiomérique, on observe tout d’abord 

que la protéine non métallée possède toujours une sélectivité (soit par contamination par 

le cuivre, soit par effet « template », comme expliqué précédemment). Partant d’un excès 

énantiomérique d’environ 22% à 4°C, la sélectivité décroit jusqu’à 8% à 25°C. Concernant 

le biohybride, la sélectivité reste haute (60-64% à 4-15°C) même si elle semble décroitre 

à 25°C pour atteindre 45%, ce chiffre est à relativiser, la marge d’erreur étant grande à 

cette température. 

Finalement, une augmentation de la température ne permet pas d’améliorer l’excès 

énantiomérique et conduit par aussi à une baisse du rendement de la réaction. La 

température de 4°C précédemment utilisée est donc bien la condition de température 

optimale. 

I.5.6.3 Effet des cosolvants 

 Les trois cosolvants, pouvant favoriser la solubilité des substrats, ont été choisis 

pour leur coefficient de partage octanol/eau différents (logP de -0,3 ; 0,05 et 0,4 pour 

acétonitrile, isopropanol et tert-butanol respectivement). Les résultats sont résumés dans 

le tableau 115. 

 

Tableau 115 : Effet des cosolvants sur la catalyse par le variant A3sF119NPH Catalyse de la réaction 
de Diels-Alder entre azachalcone et cyclopentadiène dans différentes conditions de cosolvant. 
Catalyseur A3sF119NPH incubé ou non avec 0,3 équiv. de Cu(NO3)2 (par rapport au monomère 
A3s). Dans toutes les conditions de cosolvant, 1% d’acétonitrile est présent en plus, provenant de 
la solution de substrat. 34 mM cyclopentadiène (3378 équiv.), 1 mM azachalcone (110 équiv.) dans 
CH3CN (1% final), tampon MOPS 20 mM pH 7, 150 mM NaCl, 48h, 4°C. Toutes les expériences ont 
été faites en duplicat. 

Monomère
Ratio

Cu(II):Monomère
Tampon pH Durée Température Cosolvant ee  endo  (%) Rendement (%)

- 22 ± 11 5 ± 1

5% ACN 11 ± 5 6 ± 1

10% ACN 6 ± 3 7 ± 0

5% IsoOH 7 4

10% IsoOH 8 ± 4 5 ± 1

5% t-ButOH 9 ± 7 5 ± 1

10% t-ButOH 4 ± 2 6 ± 1

- 60 ± 2 12 ± 2

5% ACN 51 ± 1 13 ± 2

10% ACN 36 ± 2 11 ± 2

5% IsoOH 47 ± 4 10 ± 1

10% IsoOH 47 ± 1 8 ± 1

5% t-ButOH 52 ± 1 11 ± 1

10% t-ButOH 47 ± 2 9 ± 1

0,6:2

A3sF119NPH

0:2

MOPS 7 48h 4°C
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Concernant l’effet des cosolvants, les tendances sont comparables à celles pour la 

température : chez la protéine avec ou sans métal la sélectivité et le rendement semblent 

affectés négativement, quel que soit le type de cosolvant utilisé. Nous avions vérifié par 

des expériences de dichroïsme circulaire que la protéine restait repliée en hélices α en 

présence de 10% d’acétonitrile, ces mesures ayant été faites 24h heures après l’ajout de 

solvant. Cependant, il est possible que la présence de solvant organique modifie les 

propriétés dynamiques de la protéine sans pour autant affecter ses structures 

secondaires,  qui perd donc sa capacité à générer un environnement propice à la catalyse 

énantiosélective. 

La condition la plus favorable à une catalyse énantiosélective est donc un taux minimal de 

cosolvant. 

I.5.6.4 Effet des concentrations en substrats 

 Fort de ces résultats, j’ai tenté de déterminer si la concentration en substrats 

pouvait avoir un impact positif sur l’excès énantiomérique ou le rendement, l’hypothèse 

principale étant une inhibition par le produit. J’ai donc fait varier les deux paramètres 

indépendamment en diminuant de moitié ou du quart la quantité ajoutée de chacun des 

substrats. Les concentrations finales sont donc de 1 mM ; 0,5 mM ; 0,25 mM 

d’azachalcone et 33,8 mM ; 16,9 mM ; 8,45 mM de cyclopentadiène. Les résultats sont 

reportés dans le tableau 116. 

 

Tableau 116 : Effet de la concentration en substrats sur la catalyse par le variant A3sF119NPH. 
Catalyse de la réaction de Diels-Alder entre azachalcone et cyclopentadiène par le biohybride 
A3sF119NPH métallé puis dessalé par tamis moléculaire. Condition normale : 34 mM 
cyclopentadiène (2266 équiv.), 1 mM azachalcone (66 équiv.) dans CH3CN (1% final), tampon 
MOPS 20 mM pH 7, 150 mM NaCl, 48h, 4°C. Toutes les expériences ont été faites en duplicat. 

Nous pouvons tout d’abord remarquer que dans les conditions normales 

(identiques à la ligne « 1,5 équiv. + tamis » de la figure 112), l’excès énantiomérique est 

plus faible (40% contre 62%) tandis que le rendement est plus élevé (28% contre 11%). 

Cette disparité n’est pas encore tout à fait expliquée et peut être due à un lot plus récent 

du substrat azachalcone ainsi qu’à une nouvelle préparation de la protéine.  

Lorsque l’on baisse la concentration en azachalcone, le rendement et l’excès 

énantiomérique se trouvent augmentés. L’augmentation du rendement peut s’expliquer 

Monomère
Ratio

Cu(II):Monomère
Tampon pH Durée Cosolvant

[azachalcone]

(mM)

[cyclopentadiene]

(mM)
ee  endo  (%) Rendement (%)

1 34 40 ± 2 28 ± 4

0,5 52 ± 1 52 ± 11

0,25 60 56

17 43 ± 1 8 ± 2

8,5 43 ± 2 5 ± 1 

34

1

A3sF119NPH 3:2 + Tamis MOPS 7 48h -
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par une inhibition par le produit, étant donné qu’à rendement équivalent la concentration 

de produit dans le milieu réactionnel est plus faible. 

La baisse de la concentration de cyclopentadiène ne semble pas impacter l’excès 

énantiomérique de la réaction catalysée par le biohybride (43% contre 40% ee). En 

revanche, le rendement de la réaction se trouve très fortement abaissé (de 28% à 8% puis 

5% pour des concentrations respectives en cyclopentadiène de 33,8 mM, 16,9 mM et 8,45 

mM). Cette baisse de rendement dénote une mauvaise affinité entre la protéine et le 

cyclopentadiène. Nos résultats confortent un mécanisme réactionnel en deux 

étapes décrit précédemment 13 : tout d’abord la fixation de l’azachalcone sur le cuivre 

dans une position privilégiée par l’environnement protéique favorisant l’exposition d’une 

face donnée de la molécule vers le cyclopentadiène. 
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I.5.7 Modèle proposé pour le biohybride A3sF119NPH_Cu 

 Compte tenu de l’ensemble de ces résultats, nous soumettons donc l’hypothèse 

selon laquelle le centre catalytique au sein du biohybride A3sF119NPH serait une bis-

phénanthroline de cuivre. Le dimère étant symétrique, les deux monomères devraient se 

comporter de façon équivalente face à la fixation d’un objet achiral : si les deux 

phénanthrolines ne chélatent qu’un seul cuivre, il est probable qu’elles le fassent de la 

même façon. Dans cette configuration, l’entité catalytique formerait une symétrie de 180° 

autour d’un axe passant par le cuivre. Le site catalytique demeure chiral, mais l’accès est 

alors possible au substrat dans deux orientations. 

 

Figure 117 : Modèle proposé pour la structure de l'entité catalytique de A3sF119NPH en présence 
de cuivre. Ce catalyseur présentant une symétrie cristallographique de type C2, l’environnement 
resterait chiral avec cependant deux sens d’arrivée du substrat possibles après une rotation de 
180°. Le cyclopentadiène viendrait après la fixation de l’azachalcone pour former la forme endo ou 
exo correspondante. 
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I.5.8 Structure cristallographique de la phénantroline de cuivre 

J’ai par ailleurs obtenu des cristaux du complexe [Cu(1,10-phénanthroline)2(NO3)]+ 

(selon une méthode dérivée de 19) dont le Dr Régis Guillot a déterminé la structure 

cristallographique (figure 118). L’unité asymétrique du cristal contient le complexe 

cationique le contre-ion NO3
-, ainsi qu’une molécule de solvant méthanol (MeOH). Ce type 

de complexe est déjà décrit dans la littérature20–22, avec cependant différents contre-ions 

([AuBr2(CN)2]-, C4N3
- (CCDC : EDUPOK22) ou OH- (CCDC : PEYWEW20)). La structure avec le 

contre-ion tricyanomethanide (C4N3
-) est décrite comme possédant une géométrie 

tétragonale-bipyramidale asymétrique, les positions équatoriales étant occupées par les 

deux atomes d’oxygène du ligand nitrato ainsi qu’un atome d’azote de chacune des 

ligands phen. Les positions axiales sont occupées par le deuxième atome d’azote des 

ligands phen. Cette description correspond à ce que nous observons dans notre structure 

cristallographique. Dans chacune des structures disponibles une différence de distance 

Cu-O est présente (2.154(2) et 2.586(2) Å dans la structure EDUPOK, 2,014(2) et 2,332(2) 

dans la structure PEYWEW), dans notre structure les distances sont 2.156(2) Å et 2.760(2) 

Å, le cuivre est donc seulement partiellement coordiné par le deuxième atome d’oxygène. 

La structure possédant le contre-ion OH- (CCDC : PEYWEW) est également intéressante 

car elle présente le complexe sous la forme hexahydratée, la géométrie est alors décrite 

comme un octaèdre déformé. En comparant les angles des plans formés par les carbones 

des phénanthrolines, on obtient les valeurs suivantes : 57° (UYEFOU), 77° (EDUPOK), 48° 

(notre travail). Ces différentes structures illustrent la flexibilité de ce type de complexe en 

fonction de son environnement, il n’est donc pas possible de prévoir une géométrie 

attendue au complexe inséré dans la protéine. 

 

Figure 118 : Structure cristallographique du complexe [Cu(phen)2(NO3)]+, les molécules de contre-
ion et solvants ont été masquées pour plus de clarté. A. Structure issue de notre travail, contre-ion 
NO3

-, solvant MeOH. B. Structure EDUPOK, contre-ion C4N3
-, pas de molécule de solvant. C. 

Structure PEYEW, contre ion OH-, solvant (H2O)6. Images réalisées avec le programme Mercury. 
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Il est à noter que le complexe [Cu(1,10-phenanthroline)2(NO3)]+ étant chiral, deux 

orientations sont présentes dans le cristal, il est cependant possible qu’une des deux 

configurations sont sélectionnée au sein de la protéine étant donné que la métallation est 

effectuée après le greffage du ligand. 

Il ne sera possible de confirmer la présence d’une bis-phénanthroline de cuivre qu’avec 

des expériences de RPE plus poussées ou la structure cristallographique du biohybride. 

I.5.9 Comparaison avec la littérature 

 

Tableau 119 : Comparaison des résultats du biohybride A3sF134NPH avec la littérature actuelle. [a] 
Nomenclature utilisée pour les protéines : LmrR, Lactococcal multidrug resistance Regulator ; 
SBSB-Lys-GTL*/196, Sepabeads Lys196 mutant of Geobacillus thermocatenulatus lipase; HSA, 
human serum albumin; A3, aRep A3 protein; SCP-2L, sterol carrier protein type 2-like domain; NCS, 
neocazinostatin; NB, nitrobindin; FhuA, ferric hydroxamate uptake protein component A. [b] Phen, 
phénanthroline. [c] Tpy, terpyridine. [d] NHC, carbène N-heterocyclique. [e] Non déterminé. 

Dans le tableau 119 sont reportés les taux de conversion, compositions endo/exo et excès 

énantiomériques obtenus par les différents biohybrides dans la littérature pour la même 

réaction de Diels-Alder. Comparant le rendement de la réaction, notre biohybride donne 

un rendement plus bas que les autres catalyseurs biohybrides, qui s’échelonnent de 15% 

pour le biohybride FhuA-Tpy-Cuivre(II) 45 jusqu’à 98% pour le biohybride SB-Lys-GTL*/196-

Phen-Cuivre(II) 41. Ce résultat peut s’expliquer soit par un accès limité des substrats envers 

le centre catalytique (dûe à une faible hydrophobicité de la crevasse), ou par une 

inhibition par les substrats ou produits de la réaction. On remarque également que l’excès 

énantiomérique donné par notre biohybride (62%) se démarque de ceux observés dans la 

littérature, qui sont soit très haut (de 85% à 97%) soit très bas (0%). Ce résultat peut être 

expliqué par une plasticité du biohybride ou par différentes conformations du complexe 

de bis-phénanthroline de cuivre(II) au sein de la crevasse. Ce complexe étant chiral, il est 

possible qu’une forme de ce complexe au sein de la crevasse catalyse la réaction de façon 

plus énantiosélective que l’autre forme. Il n’est cependant pas possible de confirmer ou 

infirmer cette hypothèse à l’aide des données dont nous possédons actuellement.   

Biohybride [a] Conversion (%) endo/exo (%:%) ee  (%) ref

LmrR_M89C-Phen[b] 93 95:5 97 40

SB-Lys-GTL*/196-Phen[b] 98 93:7 93,5 41

HSA-phtalocyanine 89 91:9 85 42

A3sF134C-Phen[b] (A3sF134NPH) 11 86:14 62 ce travail

NCS-Phen[b] 84 84:16 0 43

NB-Tpy[c] 22 90:10 90 44

FhuA-Tpy[c] 15 66:34 ND[e] 45

FhuA-NHC[d] 62 90:10 ND[e] 36
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 Analyse structurale des différents variants  

La connaissance de l’environnement protéique autour de la phénanthroline 

pouvant être d’une grande aide pour trouver les résidus constituant la « seconde sphère 

de coordination » des substrats, j’ai donc entrepris d’obtenir la structure 

cristallographique avec les conseils du Dr Inès Gallay. Le dimère αRep-A3 présente 

également une capacité à former des cristaux dans un large éventail de conditions. 

Il est tout d’abord apparu que les biohybrides cristallisaient bien moins aisément que la 

protéine sauvage, avec une grande propension à former des sphérulites (figure 120). Je 

suis néanmoins parvenu à obtenir un certain nombre de cristaux, notamment pour les 

variants A3sY26NPH et A3sD150NPH. 

 

Figure 120 : Formation de sphérulites, phénomène couramment observé lors des essais de 
cristallisation des différents variants. 
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I.6.1 Structures du variant A3sY26NPH 

 

Figure 121 : Cristaux obtenus en kit de criblage de cristallisation pour le variant A3sY26NPH 
contenant du zinc. Les conditions sont indiquées en dessous des images. 

Plusieurs types de cristaux ont été obtenus pour le variant A3sY26NPH. Un premier cristal 

provenant d’une préparation contenant du zinc (figure 121A a été analysé sur la ligne 

PROXIMA1 du synchrotron SOLEIL. Nous avons pu obtenir des clichés à une résolution de 

1,9 Å. Après traitement par remplacement moléculaire à l’aide de la structure de la 

protéine A3 sauvage, nous avons vite constaté que la structure était très proche de celle 

de la protéine non modifiée. Cependant la densité électronique se limitait uniquement à 

un résidu  cystéine. Il semblerait donc que le peu de protéine non couplée à la 

phénanthroline présent dans cette préparation ait cristallisé. Nous n’avons donc pas 

continué l’affinement de la structure. 

 Un autre cristal (figure 121B) a été observé pour une préparation de protéine 

également en présence de zinc. Ce cristal a mis plusieurs mois à apparaitre (entre le 35e 

jour et le 205e jour). Après diffraction à 2 Å sur la ligne PROXIMA1 également, j’ai tenté 

de résoudre la structure. Un remplacement moléculaire par la protéine A3 sauvage a tout 

d’abord révélé que la structure du dimère était clairement modifiée. Comme nous 

pouvons voir sur la figure 122, les deux monomères sont décalés par un glissement des 

sous-unités encore plus important que celui de la forme « ouverte » de la protéine 

contenant la molécule de PEG. 
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Figure 122 : Structure cristallographique du variant A3sY26NPH en présence de zinc. Les HisTag 
ont été retirés de la structure pour plus de clarté. La position des phénanthrolines est peu précise, 
la densité électronique dans cette zone étant particulièrement diffuse. 

Nous pouvons conclure de ce résultat que le dimère αRep-A3, bien que très stable, 

présente une flexibilité inattendue. Il est donc possible que les différents biohybrides 

puissent présenter un glissement des sous-unités analogue, un ion métallique faisant le 

pont entre les deux sous-unités. Il faut cependant rester prudent concernant la possibilité 

de formation d’un complexe bis-phénanthroline de cuivre lors des expériences de catalyse 

concernant le variant A3sY26NPH. Tout d’abord, la structure cristallographique a été 

résolue pour la protéine en présence de zinc (des tentatives d’obtention de cristaux pour 

la forme avec cuivre n’ayant pas été concluantes).  Ensuite, après une expérience de RPE 

menée sur ce variant ayant subi une étape de filtration sur gel, la double intégration du 

signal mesuré donnait une valeur intermédiaire entre le variant A3sF119NPH et la 

protéine sauvage en présence de cuivre. Il n’est donc pas à exclure la présence de deux 

populations différentes, passant progressivement d’un état de mono phénanthroline de 

cuivre à bis phénanthroline de cuivre après glissement des deux monomères. Ceci est en 

accord avec le fait que les cristaux aient mis un grand laps de temps avant d’apparaître : 

la population de forme bis-phénanthroline de zinc a probablement augmenté avec le 

temps jusqu’à atteindre un seuil de nucléation.  
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I.6.2 Structure du variant A3sD150NPH 

 

 

Sel Tampon pH Précipitant 

0,45 M NaCl 0,1 M Phosphate de sodium 6,4 15 % (w/v) PEG 2000 

Figure 123 : Cristaux obtenus après optimisation pour le variant A3sD150NPH en présence de zinc, 
les conditions de cristallisation sont notées en dessous. 

 

Des cristaux du variant A3sD150NPH ont été également obtenus dans une condition en 

présence de zinc (figure 123). Après diffraction à une limite de 2 Å sur la ligne ID23 du 

synchrotron de l’ESRF de Grenoble, j’ai également effectué l’analyse par remplacement 

moléculaire en utilisant le monomère αRep-A3. On remarque une structure générale 

extrêmement proche de la forme « ouverte » de la protéine (PDB : 3LTM) et pour cause : 

la protéine semble également contenir une molécule de PEG au sein de la grande crevasse 

(non montré sur la figure).  

La position D150 avait été choisie car le résidu était pointé non pas vers la crevasse 

principale mais vers une crevasse secondaire. La structure cristallographique confirme 

que la phénanthroline est bien dirigée vers cette crevasse (en rose, figure 124). Cependant 

aucun métal n’est visible dans la structure : la phénanthroline forme effectivement une 

liaison hydrogène avec la seule histidine de la protéine située à l’extrémité C-teminale. 
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Figure 124 : Gauche : Alignement des structures de la protéine A3 (en vert, PDB : 3LTM) et de la 
structure déterminée pour le variant A3sD150NPH (en bleu). La protéine semble également 
contrenir une molécule de PEG provenant de la solution de cristallisation, à l’instar de la structure 
de la protéine sauvage (PDB : 3LTM) La phénanthroline est représentée en violet. Droite : vue de 
près de l’environnement de la phénanthroline, montrant les liaisons hydrogènes qu’elle effectue 
avec une histidine à la place d’un ion zinc. 

I.6.3 Cristaux du variant A3sK30NPH  

 

Figure 125 : A. Cristaux du variant A3sK30NPH en présence de zinc, aucun jeu de données en 
dessous de 7 Å de diffraction n'a pu être obtenu. B. Cristaux du variant A3sK30NPH en présence de 
cuivre, aucune diffraction n'a été obtenue. 

 Plusieurs types de cristaux ont été obtenus pour le variant A3sK30NPH (en 

présence de zinc ou cuivre). Cependant la résolution n’a pas pu être descendue en dessous 

de 7 Å, ce qui ne permettait pas d’avoir d’informations sur la position de la 

phénanthroline. 
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 Résumé de l’étude du dimère A3s 

 Nous avons vu durant cette étude que la protéine αRep-A3 pouvait être modifiée 

par greffage covalent d’une phénanthroline sur des résidus cystéines placés dans des 

positions choisies au sein de la crevasse générée par le dimère. Les protéines ainsi 

modifiées que nous appelons biohybrides ont conservé leurs structures secondaires et 

restent dimériques en solution.  Les conditions de couplages ont été mises au point pour 

un rendement de couplage quantitatif. Parmi les différents variants, A3sF119NPH est le 

meilleur candidat pour la catalyse énantiosélective de la réaction de cycloaddition de 

Diels-Alder entre l’azachalcone et le cyclopentadiène, permettant d’atteindre jusqu’à 60% 

d’excès énantiomérique. L’ensemble de données de RPE, d’ICP-MS et de catalyse 

apportent un faisceau d’indices nous permettant de proposer un modèle de biohybride 

dans lequel la catalyse énantiosélective serait assurée par un complexe bis-

phénanthroline de cuivre au sein du dimère, et non par un complexe binucléaire comme 

attendu au départ de notre étude. Un tel complexe a été décrit dans la littérature comme 

catalysant des réactions d’hydrolyse de l’ADN, dont il serait intéressant de tester une 

éventuelle spécificité induite par la protéine.23 

Plusieurs explications sont possibles quant à l’énantiosélectivité plus élevée du variant 

A3sF119NPH. La présence d’un complexe bis-phénanthroline de cuivre provoque un 

pontage entre les deux sous-unités. Il est possible que ce double ancrage diminue la 

mobilité du complexe au sein de la crevasse et de fait améliore l’énantiosélectivité, 

comme il a été observé dans les travaux de l’équipe de Yi Lu.24 Ce double ancrage n’est a 

priori pas présent dans le cas des autres biohybrides, ceci peut expliquer leur plus basse 

énantiosélectivité. Cependant un point vient à l’encontre de cette explication : la 

structure du variant A3sY26NPH en présence de zinc présente un glissement qui semble 

conduire à la formation d’un complexe bis-phénanthroline de zinc, pourtant le nuage 

électronique autour des ligands est très diffus, signe d’une mobilité importante. Un 

complexe bis-phénanthroline ne serait donc pas forcément signe de stabilité. 

Plusieurs autres points sont encore à éclaircir. Nous avons remarqué des variations 

pouvant atteindre jusqu’à 20% concernant les rendements et excès énantiomériques 

entre les différents lots de substrat ou de protéine, bien que les excès énantiomériques 

restent cohérents. Ces différences pourraient être dues à une instabilité au cours du 

temps de nos réactifs, ou à une présence de contaminants entre les différentes 

préparations de protéines. Il est donc nécessaire d’apporter une attention particulière aux 

conditions de conservation, notamment de l’azachalcone. 

Enfin, bien que les essais de cristallographie n’aient pas permis de résoudre la structure 

du biohybride catalyseur avec précision, elles nous ont permis de mettre en évidence la 



Partie B - Résultats  

 

184 
 

plasticité du dimère A3, tout comme dans le cas du variant A3sY26NPH en présence de 

zinc, avec d’une part un glissement des sous-unités protéiques l’un par rapport à l’autre 

et d’autre part une mobilité des groupements phénantrolines au sein de la crevasse. Cette 

importante plasticité du dimère αRep-A3 est un inconvénient pour la conception d’une 

banque de biohybrides : la configuration de la crevasse étant mal contrôlée, il serait 

difficile de concevoir une banque de petite taille présentant des cavités. De plus la 

présence d’une bis-phénanthroline oblige a priori à respecter une symétrie C2 centrée sur 

le métal, ce qui diminue les possibilités de créer une crevasse asymétrique.  

Afin de tenter de contrôler la formation de la cavité et de générer des biohybrides plus 

performants, nous avons décidé d’utiliser une nouvelle construction génétique 

permettant la production d’une unique protéine à deux domaines. Cette protéine que 

nous appellerons chimère A3sA3, est constituée des deux monomères de l’αRep-A3 reliés 

par une séquence peptidique. L’étude de nouveaux biohybrides issus de cette chimère 

sera décrite dans le chapitre suivant. 
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 - Utilisation de la protéine αRep-A3sA3 

 Après avoir constaté que l’insertion de complexes métalliques au sein de la 

protéine αRep-A3 pouvait conduire de manière fortuite à un glissement des monomères 

pouvant être induit par exemple par la formation de bis-phénantroline de cuivre, nous 

avons décidé d’explorer une nouvelle piste en ne greffant qu’un seul ligand au sein de la 

crevasse. Le problème de la symétrie de l’homodimère se posait alors, car elle impose 

naturellement que le point de greffage (la cystéine) soit présent de chaque côté de la 

crevasse. Il était donc nécessaire de ne plus utiliser un dimère αRep-A3 mais une protéine 

bi-domaine. Les deux monomères de la protéine A3 (dorénavant appelés « domaines ») 

étant reliés par une liaison peptidique encodée génétiquement (appelée « linker »), la 

protéine était alors asymétrique et il était à présent possible de modifier l’un des deux 

domaines sélectivement. Un autre atout issu de la liaison des deux domaines est 

l’augmentation de la concentration apparente des deux domaines l’un pour l’autre 25, 

diminuant considérablement le risque d’échange de domaines entre deux dimères 

distincts (figure 126).  

 

 

Figure 126 : a. Schéma illustrant l’échange des monomères du dimère A3. Les vitesses d’association 
et de dissociation du dimère n’étant pas connues, il n’est pas possible de prédire la vitesse de cet 
échange. b. Schéma illustrant la nouvelle protéine αRep-A3sA3 faite de deux protéines A3 reliées 
par un linker encodé génétiquement (en rouge). Ainsi liées, l'échange de domaines est très peu 
probable du fait de la grande concentration apparente entre les deux domaines liés. 

 Construction génétique codant la protéine A3sA3 

Un autre problème se posait pour l’obtention de gènes mutés sur un seul des deux 

domaines. En effet, la méthode de mutagénèse « QuikChange » utilise l’appariement des 

amorces de PCR sur la séquence ciblée, un gène dupliqué risquait donc de provoquer une 

mutation dans chacun des gènes. Il a donc été décidé de construire le gène codant la 

protéine bi-domaine en plaçant le gène synthétique dé-répété A3s (présenté dans la 

première partie des résultats) en amont du gène répété A3, d’où le nom de la protéine 
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A3sA3. Les deux gènes sont séparés par une séquence codant un peptide linker flexible 

classique 26 (SG4)2 (figure 127). Ce linker artificiel est constitué d’acides aminés polaires et 

flexibles, afin de ne provoquer aucune contrainte sur les deux domaines. De même que 

pour la protéine A3s, la construction génétique implique une étiquette HisTag suivie d’un 

site de clivage à la protéase TEV à des fins de purification. Cette construction a été 

effectuée par le stagiaire ERASMUS Conor Nelson sous la direction du Dr Marielle Valerio-

Lepiniec. 

 

Figure 127 : Construction génétique utilisée pour la synthèse de la protéine A3sA3. Le gène 
synthétique A3s est placé en amont du gène répété A3, les deux étant séparés par un linker de 
séquence peptidique (SG4)2. Seul le gène synthétique peut être la cible des amorces lors des 
expériences de mutagénèse dirigée. L’étiquette HisTag est présente pour la purification, elle peut 
être retirée après purification par action de la TEV protéase. 

 Caractérisation de la protéine A3sA3 

II.2.1 Tamis moléculaire analytique 

 Une expérience de tamis moléculaire analytique, nous a montré que le volume 

d’élution de la protéine A3sA3 était équivalent à celui de la protéine A3s (figure 128). Ceci 

confirme la forme « fermée » de la protéine en solution qui ressemble à celle du dimère. 

La plus grande symétrie du pic de la protéine A3sA3 semble même indiquer une plus 

grande homogénéité de la forme de la protéine qui ne peut plus subir d’échanges entre 

sous-unités. 
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Figure 128 : Analyse par tamis moléculaire analytique. Comparaison de la protéine A3s (orange) 
et A3sA3 (bleu). On remarque que les volumes d’élution se correspondent tous deux, confirmant 
que les formes en solution sont équivalentes. Le pic de la protéine A3sA3 est plus symétrique que 
celui de A3s, semblant indiquer une plus grande stabilité du dimère (rayon de giration plus 
constant)  

II.2.2 Étude cristallographique 

 J’ai rapidement obtenu des cristaux de la protéine dans différentes conditions de 

cristallisation. J’ai choisi volontairement une solution ne contenant pas de PEG afin de ne 

pas avoir cette molécule au sein de la crevasse. Un jeu de données d’un cristal diffractant 

à 1,9 Å de résolution a été collecté, j’ai donc pu résoudre la structure par remplacement 

moléculaire à partir de la structure de la protéine A3 (figure 129a). Nous pouvons tout 

d’abord remarquer que le linker n'est pas visible dans la structure, ce qui est cohérent 

avec sa grande flexibilité attendue. L’intégrité de la protéine issue des cristaux a par 

ailleurs été contrôlée sur gel par SDS-PAGE et ne montre pas de protéolyse de la protéine 

en deux sous-unités A3 distinctes. La comparaison de la structure de la protéine A3sA3 

avec les deux autres structures d’A3 disponibles (figure 129b) nous montre que A3sA3 est 

plus proche de la forme fermée (ce qui est cohérent avec l’absence de PEG dans la 

crevasse). Cependant elle est légèrement plus ouverte. 
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Figure 129 : a. Structure de la protéine A3sA3 résolue à partir d'un jeu de données à 1,9 Å de 
résolution. Le linker n'est pas visible dans la structure, probablement du fait d’une grande 
flexibilité. b. Comparaison de la structure de A3sA3 (rose) avec les structures des protéines forme 
ouverte (vert) et forme fermée (bleu). La structure de la protéine A3sA3 est plus proche de la forme 
fermée (cohérent avec l’absence de PEG dans la crevasse), cependant elle est légèrement plus 
ouverte. 

Fort de ces résultats nous avons pu nous lancer dans la construction de biohybrides basés 

sur A3sA3. Deux approches ont été tentées sur cette protéine : dans un premier temps 

nous avons effectué un couplage covalent de petits ligands de type phénanthroline et 

terpyridine. Après avoir caractérisé ces couplages, nous avons effectué l’étude de 

l’énantiosélectivité des biohybrides créés pour la réaction de Diels-Alder afin de comparer 

ce système avec le système A3s. Dans un deuxième temps, la présence d’un unique site 

de couplage dans cette cavité volumineuse nous a permis d’effectuer un couplage 

covalent d’un complexe de plus grande taille, une porphyrine de manganèse, ceci afin 

d’explorer de nouvelles réactivités que sont les réactions d’oxydation. 

 Couplage de petits ligands phénanthroline et terpyridine 

II.3.1 Synthèse des ligands 

Le ligand de type phénanthroline est le même que celui utilisé dans le premier 

chapitre des résultats.  

La terpyridine a été synthétisée par la doctorante Kalani Kariyawasam selon la procédure 

décrite dans la littérature 27 : la première étape correspond à une substitution nucléophile 

du chlorure en position 4’ de la 4'-chloro–2,2':6',2''-terpyridine par le groupement 

hydroxyle de l'éthanolamine. L'intermédiaire 2-([2,2':6',2''-terpyridin)-4'-

yloxy)éthylamine a été obtenu sous forme de solide blanc légèrement jaune avec un 

rendement de 83 %. Cet intermédiaire est ensuite mis en présence de N-

méthoxycarbonyl-maléimide. Cette dernière étape de la réaction permet d'ajouter le 

groupement maléimide. Le composé 3 (appelé par la suite terpy ou tpy) a été obtenu sous 
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forme de solide blanc avec un rendement de 80 %, caractérisé par RMN-H1 et 

spectrométrie de masse. Le coefficient d’extinction molaire à 280 nm de ce ligand a été 

déterminé par la même méthode que pour la phénanthroline et une valeur de 8000 M-

1.cm-1 a été obtenue. La concentration des protéines fonctionnalisées a été mesurée grâce 

à l’absorbance à 280 nm grâce à la même équation que pour la phénanthroline (addition 

des coefficients d’extinction molaire). 

 

Figure 130 : Étapes de la synthèse du ligand N-[2-((2,2':6',2''-terpyridin)-4'-yloxy)éthyl]maléimide 
(composé 3). 

  

II.3.2 Mutation des gènes A3sA3 

Le gène codant A3sA3 a été muté grâce à la méthode « QuikChange » aux positions 

Y26 et F119. La production dans la souche d’expression E.coli M15 permet également 

d’atteindre une production d’environ 100 mg de protéine par litre de culture. Après 

l’étape de clivage à la TEV protéase, c’est une quantité d’environ 70 mg qui peut être 

obtenue avec un litre de culture bactérienne. L’immunodétection en utilisant un anticorps 

dirigé contre le HisTag nous a permis d’observer l’absence de signal pour la protéine 
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purifiée, indiquant qu’il avait été retiré avec succès. L’analyse du gel SDS-PAGE montre 

l’apparition d’une très légère bande à la moitié de la taille attendue, indiquant que la 

protéine est parfois très légèrement protéolisée au niveau de son linker. Il est impossible 

de se débarrasser de ce contaminant étant donné que la protéine clivée a quasiment les 

mêmes propriétés que la protéine entière. Cependant la faible quantité de cette 

dégradation est très minoritaire et nous avons travaillé par la suite avec ces échantillons. 

 

Figure 131 : Gel d'électrophorèse en conditions dénaturantes (gauche) et western blot révélé par 
un anticorps anti-HisTag récapitulant les étapes de purification des protéines A3sA3 (ici pour le 
variant A3sA3Y26C). L’image du Western Blot a été volontairement surexposée afin de bien 
observer les différentes contaminations, puis superposé avec une image moins surexposée pour 
faire apparaitre le marqueur de taille. (1, 1') Protéine purifiée en sortie de colonne d’affinité au 
nickel. (2, 2') et (3,3’) Première et dernière fractions non retenues de la contre purification après 
clivage TEV. La disparition du signal sur western blot indique que la protéine a bien été débarrassée 
de son HisTag. (4, 4') Fraction d’élution de la contre purification : les protéines non clivées et la TEV 
(à ~30 kDa) sont visibles dans cette fraction. 

 

II.3.3 Test d’Ellman sur les variants non couplés 

L’analyse des tests d’Ellman résolu en temps nous donne un temps de temps 

d’apparition de la moitié du signal (t½) de 3 min 30 s pour A3sA3F119C contre 1 min 40 s 

pour la protéine A3sF119C, indiquant que la cystéine est moins accessible au sein de cette 

protéine que dans le dimère équivalent. Le même phénomène est visible avec la protéine 

A3sA3Y26C qui a un t½ de 30 s alors que celui de A3sY26C est si faible qu’il n’est pas 

mesurable. L’analyse des tests d’Ellman nous donne un temps d’apparition de la moitié 

du signal (t½) de 3 min 30 s pour A3sA3F119C contre 1 min 40 s pour la protéine A3sF119C 

à concentration égale de thiols. Le même phénomène est visible avec la protéine 

A3sA3Y26C qui a un t½ de 30 s alors que celui de A3sY26C est si faible qu’il n’est pas 

mesurable. Si l’on considère que la protéine est en équilibre entre deux formes, une 

ouverte (A3sA3ouverte) favorisant la réaction de la cystéine avec le DTNB et une fermée 

(A3sA3fermée) empêchant (ou limitant) cette réaction, le t½ est alors dépendant des 
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populations relatives des deux formes (figure 132). Nous pouvons donc supposer que le 

linker de la protéine A3sA3 favorise la forme fermée par rapport à la protéine A3s. Cette 

observation est expliquée par l’augmentation de la concentration apparente des deux 

monomères comme décrit dans la littérature, limitant l’accessibilité de la cystéine. 25 

 

Figure 132 : Schéma expliquant la différence d'accessibilité d'une cystéine au même point de 
mutation entre la protéine A3s et A3sA3. La présence du linker favorise la forme fermée, où la 
cystéine est moins accessible au DTNB. 

 

 

II.3.4 Analyse du couplage des variants par spectrométrie de masse MALDI-ToF 

Les conditions de couplage des cofacteurs sont les mêmes que pour la 

phénanthroline et les variants A3s, avec cependant 2 équivalents molaires entre ligand 

terpyridine et cystéine libre contre 1,2 pour le ligand phénanthroline. Les couplages ont 

d’abord été vérifiés par test d’Ellman qui confirmait un taux de coupage supérieur à 95%. 

Les protéines ont ensuite été analysées par spectrométrie de masse MALDI-ToF. Il est 

possible d’observer une augmentation de la masse des variants, avec un delta de masse 

correspondant à l’ajout des deux ligands (figure 133). Nous pouvons donc conclure que le 

couplage se fait de manière quantitative, sans sur-couplage. 

 



Partie B - Résultats  

 

192 
 

 

Figure 133 : Spectres d’analyse MALDI-ToF en mode linéaire du couplage de A3sA3Y26C (A) et 
A3sA3F119C (B) avec les ligands terpy et phen. Les m/z (en Dalton) attendus et observés pour les 
espèces monochargées sont représentées dans les tableaux. Le pic secondaire de plus haut m/z 
correspond à un adduit de matrice (acide sinapinique). 
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II.3.5 Analyse structurale du variant A3sA3F119NPH 

Des essais de cristallisation ont été menés sur le biohybride A3sA3F119NPH, sous 

la forme apo ou après une incubation en présence d’un léger excès de nitrate de cuivre, 

suivi d’un passage sur tamis moléculaire. Des cristaux sont apparus rapidement dans des 

conditions proches que celles de la protéine A3sA3 sauvage. Un jeu de données à 2 Å a pu 

être collecté, et j’ai donc effectué le traitement des données, encore une fois par 

remplacement moléculaire. 

 

Sel Tampon pH Précipitant 

 0,1 M Acide citrique 5 1,6 M sulfate d’ammonium 

Figure 134 : Cristaux obtenus pour la protéine A3sA33F119NPH en présence de nitrate de cuivre. 
La composition de la solution de cristallisation est notée en dessous. On remarque l'absence de 
PEG dans la composition, ainsi que le pH très bas. 

Premièrement il est possible de voir que la structure globale est tout à fait 

identique à la protéine sauvage (RMSD = 0,26). De manière étonnante, la structure ne 

semble pas présenter de densité électronique au niveau de la position F119 qui pourrait 

correspondre à une phénanthroline. Il est à noter que la densité correspondant à une 

phénylalanine (sur le domaine non modifié) n’est pas claire non plus. Sachant que la 

protéine est couplée de façon covalente et quantitative à la phénanthroline, une première 

hypothèse expliquant ce résultant suggère que la protéine contenue dans le cristal soit en 

fait un contaminant provenant de la coupure du linker et d’une réassociation des 

domaines de séquence sauvage. Cependant, en déposant les cristaux lavés dans du 

tampon sur un gel SDS-PAGE on observe une bande à la taille attendue pour la protéine 
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A3sA3. La protéine étant entière et couplée covalemment au cofacteur de manière 

quantitative, la phénanthroline est donc nécessairement dans le cristal. 

La seconde hypothèse pouvant expliquer l’absence de densité électronique est une 

grande flexibilité de la phénanthroline au sein de la crevasse. Les différentes orientations 

dans le cristal étant moyennées, ceci expliquerait une densité électronique diffuse à cette 

position. Cependant ceci n’explique pas pourquoi la phénylalanine de l’autre domaine est 

également diffuse. 

Une autre hypothèse expliquant ces densités électroniques diffuses au niveau de la 

position 119 des deux sous-unités, pourrait provenir de l’empilement cristallin lui-même. 

En effet, les contacts cristallins n’étant affectés ni par le linker ni la phénanthroline à 

l’intérieur de la crevasse et la protéine étant de symétrie C2, il se pourrait que 

l’empilement cristallin ne soit en fait pas régulier mais fait de protéines orientées 

aléatoirement dans un sens ou dans l’autre. Cet empilement désordonné conduirait alors 

à une moyenne des deux orientations, c’est-à-dire un taux d’occupation des éléments 

asymétriques (dont la phénanthroline) divisé par deux. 

 

Figure 135 : Figure explicative du problème d’orientation de la protéine au sein de l’empilement 
cristallin. La protéine étant de symétrie C2 et présentant les mêmes contacts cristallins, le cristal 
est un empilement des deux orientations dont la moyennation résulte en 50% de présence des 
éléments asymétriques. 

Cette dernière hypothèse ne peut pas être uniquement vraie car si la phénanthroline était 

figée, bien que moyenné le taux d’occupation serait de 50%. La première hypothèse 

(flexibilité du complexe) est donc également vraie. 

II.3.6 Titration par métallation d’un biohybride terpyridine 

 Alors que les propriétés spectroscopiques de la phénantroline ne nous 

permettaient pas de suivre la fixation du métal sur le ligand, la terpyridine, elle, nous 

permet d’observer la complexation du cuivre grâce à deux bandes apparaissant à 320 et 

330 nm (attribuées à une transition π→π* du complexe 27) Il a donc été possible de 

réaliser une titration permettant de vérifier la fixation du métal dans la protéine. 
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Figure 136 : Spectres de métallation de la protéine A3sA3Y26Tpy avec des ajouts progressifs de 0,2 
équiv. de Cu(NO3)2. On remarque l’apparition de deux bandes à 320 et 330 nm, ainsi que deux 
points isobestiques à 280 et 306 nm. 

Avec une protéine A3sA3Y26Tpy concentrée à 5,6 µM, l’ajout de cuivre par ajouts 

successifs de 0,2 équivalents dans la solution a permis d’observer une apparition 

proportionnelle et immédiate des bandes à 320 et 330 nm. En traçant la courbe 

d’absorbance à 320 nm en fonction des concentrations de Cu(II) ajouté, il est possible de 

voir une courbe de saturation correspondant à une augmentation du signal 

proportionnelle à la concentration en Cu(II) puis une inflexion pour une stoechiométrie 

d’environ 1:1 (figure 137). La linéarité de la réponse entre 0 et 1 équivalent est signe d’une 

formation du complexe [Cu(tpy)]2+ avec une constante de dissociation très inférieure aux 

concentrations de cuivre et protéine utilisées. La légère augmentation de l’absorbance 

après ajout d’une quantité supérieure à 1 équivalent peut s’expliquer par la fixation 

aspécifique du métal au site de fixation fortuit découvert lors de l’étude de la protéine 

A3s. 
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Figure 137 : Expérience de métallation du biohybride A3sA3Y26Tpy. L'absorbance est suivie à 320 
nm après des ajouts progressifs de 0,2 équivalents de Cu(NO3)2 dans une solution à 5,6 µM de 
protéine. On remarque une saturation du signal à partir d’un équivalent ajouté. La linéarité 
dose/réponse est due à une concentration des deux partenaires très au-dessus de la constante de 
dissociation du complexe. 

En ajoutant un grand excès d’EDTA à un biohybride A3sA3Y26Tpy métallé, il est également 

possible de faire disparaitre le signal à 320nm, confirmant que le cuivre est bien lié à la 

terpyridine et qu’il est possible de l’en retirer. Le décalage des points isobestiques est dû 

à la formation du complexe cuivre/EDTA qui absorbe également dans ces longueurs 

d’onde. 
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Figure 138 : Spectres de cinétique de démétallation par d'EDTA du biohybride A3sA3Y26Tpy_Cu. 
On remarque la disparition des bandes à 320 et 330 nm ainsi que la présence de deux points 
isobestiques. Le décalage des points isobestiques par rapport à l’expérience de métallation est dû 
à la formation du complexe cuivre/EDTA absorbant également dans l’ultraviolet. 

Nous avons ensuite pu vérifier, du moins pour les variants fonctionnalisés avec la 

terpyridine, si le métal était toujours présent après un passage sur tamis moléculaire. J’ai 

effectué les prochaines expériences avec Kalani Kariyawasam. 

II.3.7 Analyse des biohybrides terpyridine sur tamis moléculaire 

 D’après les résultats obtenus sur le dimère A3s, les catalyses ne seront effectuées 

qu’après une étape de tamis moléculaire afin d’enlever tout cuivre fixé de façon 

aspécifique. Les dessalages sont effectués sur tamis moléculaire analytique, ce qui nous 

permet également d’obtenir des informations sur le rayon hydrodynamique des 

biohybrides métallés. 

Nous avons tout d’abord remarqué un comportement étrange sur un lot de variant 

A3sA3Y26Tpy métallé avec moins d’un équivalent de Cu(II). La figure 139 résume ce qui a 

été observé. La première expérience de tamis moléculaire (courbe bleue) a été effectuée 

avec cette préparation. On observe qu’il existe une forme au volume d’élution plus faible, 

c’est-à-dire au rayon hydrodynamique plus important. Supposant qu’il puisse s’agir d’un 

dimère de protéines A3sA3Y26Tpy reliées par une bis-terpyridine de cuivre, nous avons 
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décidé de rassembler ces fractions et de rajouter un excès de cuivre (1,5 équivalent). Une  

nouvelle expérience de tamis moléculaire analytique a été effectuée (courbe orange), on 

constate alors que la proportion de « dimère » a diminué. La dissociation semble 

cependant difficile à effectuer. Ce comportement n’avait pas été observé lors de 

l’expérience de titration, peut être car le complexe de bis-terpyridine de cuivre se forme 

avec une cinétique lente (sur la nuit). Suite à une métallation d’un lot frais avec un excès 

de cuivre, le profil d’élution ne montre pas de pic correspondant au dimère, ce qui 

confirme l’hypothèse d’une métallation rapide et d’une dimérisation lente (coube verte). 

 

Figure 139 : Chromatogrammes de tamis analytique du variant A3sA3Y26Tpy après ajout de 
cuivre. Courbe bleue : biohybride A3sA3Y26Tpy_Cu après métallation avec une quantité 
substœchiométrique de Cu(NO3)2. Une espèce de plus haut rayon hydrodynamique est présente, 
pouvant correspondre à une dimérisation des protéines A3sA3. Courbe orange : Même préparation 
après remétallation avec un excès de Cu(NO3)2 sur la nuit. Le pic de dimère soupçonné est plus 
faible mais toujours présent, signe qu’une fois formé, il est difficile de le dissocier. Courbe verte : 
biohybride A3sA3Y26Tpy_Cu après métallation avec un excès de Cu(NO3)2 sur la nuit. Le pic de 
dimère est absent, signe qu’après métallation totale, le dimère ne se forme pas. 

Ce résultat intéressant suggère que la protéine A3sA3Y26Tpy pourrait former un dimère 

ponté par une bis-terpyridine. Il est pour le moment impossible de savoir si cette 

dimérisation se produit avec une forme ouverte de la protéine (échange de domaine, 

figure 126) ou avec la forme fermée, la terpyridine dépassant de la crevasse.  

Les expériences de tamis analytique sur les autres biohybrides A3sA3F119Tpy_Cu, 

A3sA3F119NPH_Cu, A3sA3Y26NPH_Cu montrent des volumes d’élution sensiblement 

identiques, signe d’un rayon hydrodynamique proche. Seul le biohybride A3sA3F119Tpy 

présente un très petit pic en amont, ressemblant au « dimère » vu précédemment. Le 

ligand terpyridine semblerait donc favoriser ce comportement. 
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Figure 140 : Chromatogrammes des biohybrides A3sA3 métallés. Courbe verte : 
A3sA3F119NPH_Cu Bleue : A3sA3Y26NPH_Cu ; Orange : A3sA3F119Tpy_Cu ; Violette : 
A3sA3Y26Tpy_Cu. Les volumes d’élution sensiblement identiques indiquent un rayon 
hydrodynamique équivalent. Le biohybride A3sA3F119Tpy_Cu présente un très léger pic 
correspondant à un rayon hydrodynamique plus grand, semblable au « dimère » du variant Y26 
également fonctionnalisé avec la terpyridine. 

 

Les différents biohybrides ayant de volumes d’élution comparables, nous avons décidé de 

directement effectuer des catalyses de la réaction de Diels-Alder dans les conditions 

optimales de tampon, temps et température obtenues pour le biohybride 

A3sF119NPH_Cu dans l’optique de les comparer. 

II.3.8 Catalyse de la réaction de Diels-Alder par les biohybrides dérivés de A3sA3 

 Les catalyses de la réaction de Diels-Alder ont été effectuées avec les biohybrides 

dans un tampon MOPS pH 7 à 4°C pendant 48h avec 30 µM ou 15 µM de catalyseur en 

fonction de la quantité de protéine disponible pour la catalyse. Les résultats sont reportés 

dans le tableau 141. Il est à noter que les excès énantiomériques, quand ils sont 

significatifs, sont toujours en faveur du même énantiomère, le même également que dans 

l’étude sur A3sF119NPH. 
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Tableau 141 : Résultats d'excès énantiomérique et rendement d'apparition du produit pour la 
réaction de Diels-Alder entre azachalcone et cyclopentadiène pour des catalyseurs (Cu(NO3)2 ou 
biohybride A3sA3) à des concentrations de 15 µM ou 30 µM. Conditions : 34 mM cyclopentadiène, 
1 mM azachalcone dans CH3CN (1% final), tampon MOPS 20 mM pH 7, 150 mM NaCl, 48h, 4°C. 
Toutes les expériences ont été faites en réplica. 

En comparant les rendements de réaction à 48h des différents catalyseurs, on peut 

observer que les biohybrides présentent tous un rendement largement inférieur celui du 

cuivre, excepté le biohybride A3sA3F119NPH_Cu(II) obtenant un rendement proche de 

celui du cuivre (38% vs 44%). Ce fort rendement est accompagné d’une absence d’excès 

énantiomérique pour ce biohybride A3sA3F119NPH_Cu. Cette absence 

d’énantiosélectivité peut s’expliquer grâce aux résultats cristallographiques indiquant une 

flexibilité de la phénanthroline au sein de la crevasse. En effet, des mouvements de la 

phénantroline au sein de la crevasse induiraient alors un environnement moyen isotrope 

pour le substrat et donc empêcherait une catalyse énantiosélective. 

Les biohybrides présentant le plus haut excès énantiomérique sont A3sA3Y26NPH_Cu et 

A3sA3F119Tpy_Cu(II), étant l’ordre de 20%. Ces excès énantiomériques sont 

accompagnés d’un rendement à 48h de 11% et 17% respectivement pour 30 µM de 

catalyseur contre 44% pour le cuivre dans les mêmes conditions. Ces excès 

énantiomériques et rendements peuvent être le signe d’une baisse de flexibilité du 

cofacteur au sein de la crevasse. Cette baisse de flexibilité peut provenir de son 

enfouissement ou de la complétion de la sphère de coordination du cuivre par des chaines 

latérales d’acides aminés proches. 

Le biohybride A3sA3Y26Tpy_Cu(II) est présente lui un excès énantiomérique moyen entre 

4% et 6%, et d’un rendement de 6% à 15 µM ou 18% à 30 µM, ce qui est le rendement le 

plus bas de tous les biohybrides testés. 

  

Catalyseur [catalyseur] (µM) ee  endo (%) Rendement (%)

15 2 ± 1 30 ± 1

30 1 1 44 ± 2

15 6 ± 1 6 ± 1

30 4 ± 15 18 ± 6

15 16 ± 2 10 ± 1

30 17 ± 2 17 ± 5

A3sA3F119Tpy_Cu 30 24 ± 13 11 ± 6

A3sA3F119NPH_Cu 30 1 ± 4 38 ± 2

A3sA3Y26Tpy_Cu

A3sA3Y26NPH_Cu

Cu(NO3)2
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II.3.9 Résumé de l’utilisation des variants A3sA3 pour l’insertion de petits 

ligands 

En résumé, grâce à une construction permettant de lier génétiquement par un linker 

deux gènes différents codant pour deux domaines A3 identiques, nous sommes parvenus 

à construire une protéine αRep-A3 bi-domaine, permettant le greffage covalent de 

complexes terpyridine ou phénanthroline au sein de la crevasse de manière asymétrique. 

Cette nouvelle protéine, du fait de la concentration apparente d’un domaine envers 

l’autre beaucoup plus élevée, semble adopter comme prévu une conformation fermée 

que l’on a mise en évidence dans la structure cristallographique du biohybride 

A3sA3F119NPH_Cu. Les variants fonctionnalisés semblent également beaucoup moins 

prompts à former des complexes bis-phénanthroline ou bis-terpyridine, bien qu’ils soient 

peut-être observables lors d’une présence prolongée d’une présence sub-

stoechiométrique de Cu(II), comme vu lors d’expériences de tamis moléculaire analytique. 

Concernant la sélectivité des quatre biohybrides obtenus pour la catalyse de la réaction 

de Diels-Alder, nous avons constaté que l’insertion de complexes différents à la même 

position provoque l’apparition ou non d’un excès énantiomérique. De manière 

intéressante les meilleures sélectivités obtenues pour les ligands phénanthroline ou 

terpyridine sont aux positions Y26 et F119 respectivement : pour obtenir un biohybride 

sélectif, il ne semble donc y avoir ni de position privilégiée pour le couplage, ni de ligand 

privilégié. 

Il serait alors intéressant d’une part de modifier le bras d’ancrage des cofacteurs afin de 

les rendre plus rigides, d’autre part de faire varier les acides aminés de la crevasse pour 

tenter d’atteindre des sélectivités plus hautes. 

Bien qu’ayant des sélectivités moindres que le biohybride A3sF119NPH_Cu, les 

biohybrides basés sur A3sA3 semblent donc plus prometteurs pour mettre en place une 

stratégie d’évolution dirigée.  

La présence d’un seul ligand laissant beaucoup de place disponible au sein de la crevasse, 

nous avons donc décidé d’étudier la création d’un biohybride avec un ligand plus 

complexe et de plus grande taille : une porphyrine. 
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 Couplage de la protéine A3sA3 avec une porphyrine. 

 Les porphyrines sont des cofacteurs ubiquitaires dans la nature, la porphyrine 

principale du monde animal étant la protoporphyrine XI de fer, ou hème. Les protéines à 

hème effectuent grâce à leur groupement prosthétique des fonctions variées telles que la 

fixation de dioxygène (hémoglobine, myoglobine), des réactions d’oxydation (cytochrome 

P450) ou le transfert d’électrons (Cytochrome C). L’ingénierie des hémoprotéines 

constitue un véritable challenge dans le domaine de la chimie bioinorganique, comme 

l’illustrent les travaux sur la myoglobine ou le cytochrome P450 présentés dans 

l’introduction de cette thèse. 

 

Figure 142 : Structure générale d'une porphyrine. Les porphyrines naturelles sont généralement 
fonctionnalisées sur les cycles pyrroles tandis que les porphyrines artificielles le sont généralement 
aux positions meso. 

Les porphyrines sont basées sur un cycle tetrapyrrole, appelé macrocycle, formant un 

système π à 18 électrons très délocalisé. Les quatre atomes d’azote pointant au centre du 

macrocycle peuvent complexer un métal avec une haute affinité. 28 Le système 

électronique est influencé par les substituants électrodonneurs ou électroattracteurs du 

macrocycle, qui à son tour influence les propriétés du métal. Ce dernier influence en 

retour le système électronique de la porphyrine par son état d’oxydation ou la présence 

d’un ou deux ligands axiaux. Les propriétés des porphyrines sont donc nombreuses et 

chaque combinaison porphyrine/métal/ligand possède des propriétés physicochimiques 

qui lui sont propres (voir The Porphyrin Handbook). Plusieurs propriétés peuvent émerger 

du couplage d’une porphyrine à une architecture protéique : la solubilisation de la 

porphyrine dans un solvant aqueux, la protection de cette dernière face aux dégradations 

oxydatives, la modification de son potentiel redox par la coordination entre un acide 

aminé et le métal et l’augmentation de la sélectivité de la réaction.29 Obtenir un 

biohybride basé sur une porphyrine est un projet ambitieux et prometteur, ouvrant un 

large panel de possibilités, notamment dans les réactions d’oxydation sélectives.29 Nous 
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avons choisi d’utiliser pour ces expériences des porphyrines de manganèse qui sont 

connues comme étant de bons catalyseurs d’oxydation et ne forment pas de ponts µ-oxo 

en milieu aqueux susceptibles d’induire la formation de dimères de porphyrine. 

II.4.1 Études préliminaires 

 Des tentatives d’association entre la protéine A3 et différentes porphyrines par la 

stratégie hôte-invité avaient déjà été tentées par le passé, sans succès (master 2 

Recherche de Hicham Kardaoui). C’est pourquoi nous avons décidé d’utiliser la stratégie 

du couplage covalent pour associer différentes porphyrines. J’ai tout d’abord synthétisé 

une porphyrine  Mn(III) 5,10,15-triphényl-20-(4-

(maléimidopropylamido)phényl)porphyrine (MnTPP-mal, P1 figure 143) qui a un 

caractère hydrophobe. 

 

 

Figure 143 : Synthèse de la porphyrine P1 (MnTPP-mal ou Mn(III) 5,10,15-triphényl-20-(4-
(maléimidopropylamido)phényl)porphyrine) 
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J’ai également utilisé d’autres porphyrines présentes au laboratoire, telle que la 

5,10,15-tri(4-N-méthylpyridiniumyl)-20-(4-isothiocyanatophényl)-porphyrine (TMPyP-

SCN, P2 figure 146)  qui a un caractère hydrophile. J’ai tout d’abord effectué le couplage 

de ces deux porphyrines au variant A3sK30C, un des variants du dimère A3s. Ces 

expériences préliminaires montraient une oligomérisation de la protéine (figure 144, 

gauche). Les oligomères résistant à la dénaturation thermique (95°C durant 30 min, figure 

144, droite), provenaient probablement de l’empilement des porphyrines dans l’eau, un 

problème typique de ce genre de cofacteur. 30,31 Le dimère A3s ne semblait donc pas 

adapté au greffage de deux porphyrines dans sa crevasse, qu’elle soit hydrophile ou 

hydrophobe. 

 

Figure 144 : Gels SDS-PAGE des expériences préliminaires de couplage covalent de porphyrine 
hydrophobe (P1 : MnTPP-mal) ou hydrophile (P2 : TMPyP-SCN) au variant A3sK30C. Masse 
attendue : 23 kDa. Gauche : couplage de 1,2 à 50 équivalents de Porph1 ou de 1 à 40 équivalents 
de Porph2 par rapport au monomère de A3sK30C. Une multimérisation résistante aux conditions 
dénaturantes est clairement visible. L’ajout d’un excès de Porph2 provoque la précipitation de la 
protéine. Droite : Comparaison de la résistance à l’étape de dénaturation du protocole SDS-PAGE 
du dimère A3sK30C ou du produit de couplage A3sK30C-Porph1-20équiv. Les multimères sont 
clairement résistants à la dénaturation. *même préparation dans les deux gels. 

Dès lors, il nous a semblé judicieux d’utiliser la protéine bi-domaine A3sA3 pour effectuer 

le greffage d’une porphyrine. Une modélisation simple par le programme AutoDock entre 

la protéine A3 sauvage et une porphyrine libre simple (5,10,15,20-(4-N-

méthylpyridiniumyl)-porphyrine, TMPyP) nous a confirmé que la porphyrine pouvait 

s’insérer dans la crevasse (figure 145). On peut également voir sur la figure que la 

simulation montrait un autre site de fixation possible à l’extérieur de la protéine, 

confirmant le besoin d’un ancrage covalent afin de maintenir la porphyrine au sein de la 

crevasse. 



Chapitre II - Utilisation de la protéine αRep-A3sA3 

205 
 

 

Figure 145 : Simulation AutoDock de fixation d’une porphyrine TMPyP sur la protéine A3sA3. Deux 
postitions sont privilégiées, une dans la crevasse et une autre à l'extérieur. 

 

II.4.2 Tests de couplage de différentes porphyrines 

J’ai alors tenté le couplage de quatre porphyrines disponibles au laboratoire (figure 

146) sur les trois variants A3sA3Y26C, A3sA3K30C et A3sA3F119C. Le variant A3sA3D150C 

n’a pas été retenu car orienté vers une crevasse secondaire trop petite pour accueillir une 

porphyrine. L’analyse du couplage a été effectuée en spectrométrie de masse MALDI-ToF, 

les résultats sont présentés dans le tableau 147. 
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Figure 146 : Différentes porphyrines couplées aux variants A3sA3Y26C, A3sA3K30C, A3sA3F119C. 
Conditions de couplage : 5 µM variant A3sA3, 25 µM porphyrine (5 équiv.) dans DMSO pour 10% 
DMSO final, tampon Na-Phosphate 50 mM pH 7,75, 150 mM NaCl.   
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Tableau 147 : Résumé des analyses MALDI-ToF des réactions de couplages: (-) Absence pic de 
protéine fonctionnalisée. (+) Pic de protéine fonctionnalisée inférieur au pic de protéine non 
fonctionnalisée. (++) Pic de protéine fonctionnalisée 

 

Figure 148 : Spectre de masse MALDI-ToF du couplage entre le variant A3sA3Y26C et la porphyrine 
P2 (MnTPP-mal). Courbe bleue : A3sA3Y26C (masse calculée : 42330 Da, masse mesurée : 42338 
Da). Courbe rouge : A3sA3Y26TPPMn (masse calculée : 42163 Da, masse mesurée : 42163 Da) 

  

P1 P2 P3 P4

Y26C +++ + - -

K30C +++ + - -

F119C +++ ++ - -

Porphyrines

Variants

A3sA3
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L’analyse par spectrométrie de masse MALDI-ToF a montré que les porphyrines P3 et P4, 

des MnTPP fonctionnalisées par un bras bromoacétamide en position para et ortho d’un 

phényl, respectivement, ne provoquaient pas de décalage de masse des différents 

variants. Nous en avons conclu une absence de couplage covalent malgré l’utilisation du 

même bras que pour la phénanthroline. La porphyrine P2, fonctionnalisée par un bras 

isothiocyanate réagissant avec les nucléophiles de la protéine (amines et sulfhydryles), ne 

présentait qu’un couplage partiel des différents variants. Seule la porphyrine P1, une 

MnTPP fonctionnalisée par un bras maléimide en position para d’un phényl, provoquait 

la disparition totale du pic correspondant à la protéine non couplée pour former un pic 

unique avec une variation de masse attendu pour la fixation d’une porphyrine par 

protéine. 

Nous avons donc décidé d’utiliser la porphyrine P1 avec le variant A3sA3Y26C. La position 

26, étant excentrée par rapport à la crevasse et relativement enfouie, semblait la plus 

propice à l’insertion de la porphyrine, comme visible sur la figure 149. Le couplage de 

cette porphyrine étant également quantitatif pour les deux autres variants, cette étude 

sera poursuivie ultérieurement sur les deux autres biohybrides générés. 

 

Figure 149 : Construction PyMol du variant A3sA3Y26C fonctionnalisé avec la porphyrine P1. 
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II.4.3 Analyse sur le biohybride A3sA3Y26TPPMn 

II.4.3.1 Méthode d’obtention du biohybride 

 Après avoir réussi à montrer la possibilité d’un couplage covalent entre les variants 

A3sA3 et la porphyrine P1, le second but a été de trouver un moyen de séparer la 

porphyrine en excès de la protéine. La porphyrine TPP étant très hydrophobe, elle 

présente une forte propension à se fixer de manière forte et aspécifique à un grand 

nombre d’objets : protéines, colonnes de dessalages, concentrateurs, verrerie… Il était 

donc exclu d’utiliser tout matériel non jetable pour la séparation de la porphyrine en 

excès. Une mise au point a alors été effectuée en utilisant la protéine A3sA3WT qui ne 

forme pas de lien covalent avec la porphyrine P1. 

L’utilisation d’une colonne de dessalage usage unique par centrifugation de type Zeba 

Spin était d’une efficacité limitée : une partie de la porphyrine en excès était 

effectivement retirée (aisément visible par la couleur verte de la colonne), cependant 

l’éluat de la protéine A3sA3WT présentait toujours une couleur verte, signe que de la 

porphyrine était encore fixée non covalemment à la protéine. 

J’ai donc utilisé une version modifiée de la méthode de Teale.32 Cette méthode 

découverte en 1959 est encore aujourd’hui utilisée pour séparer les groupements 

prosthétiques des hémoprotéines, elle repose sur une extraction à la butanone-2 en 

conditions acides. J’ai montré que les conditions acides n’étaient pas nécessaires et 

qu’une simple extraction sur glace permettait de retirer toute la porphyrine de la protéine 

A3sA3WT, la phase aqueuse contenant la protéine devenant incolore. 

En effectuant la même manipulation avec la protéine A3sA3Y26TPPMn, la phase aqueuse 

reste vert pâle. La porphyrine covalemment liée à la protéine est à présent complètement 

solubilisée, elle ne se fixe plus aux matériaux tels que les filtres de concentrateurs, il est 

donc possible d’utiliser les équipements tels que le tamis moléculaire. Pour ce faire, il est 

cependant nécessaire de pouvoir concentrer la protéine, or une fraction de butanone se 

dissout dans la phase aqueuse au moment de l’extraction (à hauteur de 20%). Une telle 

concentration de butanone dissout les plastiques des concentrateurs, en effet cette 

cétone est couramment utilisée pour effectuer des soudures chimiques de plastiques.  

Deux options ont donc été considérées : (1) il est possible de diluer la solution aqueuse 

de façon à avoir environ 3% de butanone, ainsi diluée la solution ne dissout plus le 

plastique des concentrateurs, cependant le volume à concentrer est gigantesque (30 mL 

pour 1 mg de protéine). Il est également possible d’effectuer une dialyse dans des boudins 

fait de cellulose regénérée, qui semble résister à 20% de butanone, avant de concentrer. 

(2) Enfin, la méthode qui semble la plus rapide et efficace est de laisser reposer la phase 
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aqueuse dans de la glace puis de la centrifuger à froid. Dans ces conditions, un culot de 

protéines précipitées blanc-vert se forme au fond du tube et il est alors possible de 

séparer le culot de protéines du surnageant. Un rinçage à l’aide de tampon permet de re-

solubiliser la protéine tout en la concentrant et en se débarrassant de la butanone. Cette 

re-solubilisation presque totale est rendue possible par le caractère réversible de la 

dénaturation des αRep.33 A l’issue de l’une ou l’autre des deux méthodes, il est nécessaire 

de se débarrasser de quelques agrégats en passant à travers un filtre de 0,2 µm.  

Il est alors enfin possible d’injecter la protéine sur tamis moléculaire afin de vérifier son 

agrégation. Afin d’éviter d’endommager la colonne analytique avec la porphyrine, une 

ancienne colonne préparative a dû être utilisée. Les chromatogrammes des protéines 

obtenues par les méthodes (1) et (2) sont reportés dans sur figure 150. 

 

 

Figure 150 : Chromatogrammes de tamis moléculaires sur colonne préparative des protéines 
A3sA3. Courbe verte : Protéine A3sA3Y26C ; Courbe bleue : Biohybride A3sA3Y26TPPMn obtenu 
par la méthode (1) ; Courbe orange : Biohybride A3sA3Y26TPPMn obtenu par la méthode (2) On 
remarque des agrégats différents pour les différentes méthodes d’extraction. 

On constate tout d’abord dans les deux méthodes la présence majoritaire de protéine au 

volume d’élution correspondant à la protéine non fonctionnalisée. Cependant la présence 

d’un pic de haut rayon hydrodynamique, peut-être de multimères comme vu dans le cas 

des biohybrides fonctionnalisés avec la terpyridine est observé. D’une part, il n’est pas 

étonnant de constater des formes mutimériques ou agrégées au vu des conditions rudes 

d’extraction et d’autre part, il est intéressant de constater que les deux méthodes ne 

conduisent pas aux mêmes types de contaminants. De manière intéressante, les volumes 
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d’élution des pics majoritaires sont légèrement différents, avec 61,12 mL pour le 

biohybride obtenu par la méthode (1) contre 61,42 mL et 61,48 mL pour le biohybride 

obtenu par la méthode (3) et la protéine non fonctionnalisée, respectivement. Cette faible 

différence a d’abord été perçue comme peu significative du fait de l’utilisation d’une 

colonne préparative, elle a cependant été observée plusieurs fois pour des préparations 

indépendantes, ce qui invite à penser qu’elle aurait un sens.  

Les pics d’intérêt des biohybrides obtenus avec les deux différentes méthodes ont été 

analysés par SDS-PAGE (figure 151), il en ressort que le biohybride extrait selon la 

méthode (1) forme une bande plus diffuse à la taille attendue (ligne 1) comparé au 

biohybride extrait selon la méthode (2), qui forme une bande compacte et unique à la 

taille attendue (ligne 2). Les lignes 3 et 4 représentent le pic contaminant lors de l’injection 

du tamis moléculaire du biohybride obtenu par la méthode (2). On constate effectivement 

la présence de multimères résistants à la dénaturation thermique, comme lors des 

expériences préliminaires. 

 

 

Figure 151 : Gel SDS-PAGE des biohybrides obtenus par les deux méthodes présentées. 1. 
Biohybride obtenu après tamis moléculaire suivant la méthode (1) 2. Biohybride obtenu après 
tamis moléculaire suivant la méthode (2) 3-4. Fractions du pic de haut rayon hydrodynamique 
après SDS-PAGE de la méthode (2). Masse attendue du biohybride : 43 kDa. 
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La méthode (2) a donc été privilégiée pour plusieurs raisons : sa rapidité et simplicité, la 

pureté de la protéine observée sur SDS-PAGE, le volume d’élution du biohybride plus 

proche de la protéine non fonctionnalisée et la plus grande séparation entre le biohybride 

et les multimères permettant d’obtenir une solution homogène, ce qui n’est pas possible 

avec la méthode (1). Il n’est pas possible de donner une explication rationnelle à la 

différence de comportement du biohybride entre les deux méthodes employées. Il 

pourrait s’agir d’un effet dû à la présence d’une concentration différente de DMSO, en 

effet ce solvant est éliminé par dialyse ou dilution en même temps que la butanone dans 

la méthode (1), tandis qu’il est concentré par sa cristallisation dans la méthode (2), or il a 

été montré que le DMSO pouvait agir spécifiquement sur les hélices α en fonction de sa 

concentration.34  

La quantité de protéine perdue peut sembler conséquente (~50%), cependant il existe 

très peu d’information dans la littérature sur les rendements de la méthode de Teale, le 

protocole étant lui-même très imprécis. Il est sûrement possible d’améliorer le rendement 

de la préparation de notre biohybride, nous avons néanmoins continué avec cette 

préparation.  

Des analyses complémentaires de ces biohybrides par dichroïsme circulaire permettront 

de vérifier si la protéine a bien conservé l’intégralité de ses structures secondaires, et donc 

son repliement lors de ces traitements en présence de solvant organique. Ne disposant à 

ce stade que d’une quantité limitée de matériel, nous avons fait le choix de l’utiliser pour 

les essais préliminaires d’activité catalytique. Etant donnés les profils de tamis analytique 

et les propriétés biophysiques des αRep, nous avons postulé que la protéine a bien été 

renaturée dans le tampon une fois le solvant éliminé. Ayant enfin obtenu le biohybride 

A3sA3Y26TPPMn, nous avons donc pu tenter d’analyser sa réactivité. 

II.4.3.2 Test d’oxydation de la tétraméthylbenzidine 

Comme réaction test nous avons utilisé la catalyse de l’oxydation de la 

tétramethylbenzidine (TMB) par le peroxyde d’hydrogène (H2O2). Deux degrés 

d’oxydation sont possibles avec ce substrat, les deux produits absorbant à des longueurs 

d’onde différentes (figure 152). La première oxydation du TMB donne le produit radical 

cation TMB•+ formant dynamiquement un complexe de transfert de charge avec une autre 

molécule de TMB. Ce complexe de transfert présente deux maximums d’absorption, à 370 

nm et 652 nm (ε = 39 000 M-1.cm-1).35 Après une deuxième étape d’oxydation, le composé 

diimine est formé, absorbant à 450 nm (ε=  59 000 M-1.cm-1). 36,37 
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Figure 152 : Formation des produits d'oxydation du TMB. Un premier transfert d'électron conduit 
à l’espèce radical cation TMB•+, formant un complexe de transfert de charge absorbant à 370 et 
652 nm, une deuxième étape d’oxdation donne le composé diimine absorbant à 450 nm. 

Nous avons choisi d’effectuer les tests dans les meilleures conditions pour observer l’effet 

catalytique de la porphyrine libre en solution Mn(TPP). Il a donc fallu ajouter 20% 

d’acétonitrile pour favoriser la solubilité de cette porphyrine très hydrophobe, et utiliser 

des tampons sans NaCl afin de ne pas faire précipiter le substrat TMB. Les résultats de 

cinétique suivie à 652 nm sont reportés sur la figure 153. 

 

Figure 153 : Cinétique d'oxydation du substrat TMB par le complexe Mn(TPP) (bleu) ou le 
biohybride A3sA3Y26TPPMn (orange) suivi à 652 nm. 5 µM de catalyseur, 20% ACN, 250 µM H2O2, 
250 µM TMB, HEPES 10 mM pH 7, 0 mM NaCl. 
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Voyant que le biohybride ne possédait aucune activité de type peroxydase, il a été 

supposé que l’oxydant et/ou le substrat ne pouvaient entrer au contact du cofacteur afin 

d’effectuer la catalyse. Par ailleurs, lors d’autres expériences d’oxydation à l’aide d’un 

oxydant plus puissant (hydrogénopersulfate ou « oxone ® ») j’ai remarqué que le 

biohybride conservait sa couleur, contrairement à la porphyrine libre ou liée de façon non 

covalente à la protéine A3sA3WT (figure 154). Ceci suggère que la porphyrine ne serait 

pas dégradée par cet oxydant au sein du biohybride contrairement à la porphyrine seule 

en solution. Une telle observation traduirait alors un effet « bouclier protecteur » 38 de la 

protéine envers la porphyrine. 

 

Figure 154 : Catalyseurs mis en présence de 20 mM d'oxone pendant 2h. Gauche : MnTPP seule. 
Milieu : Biohybride A3sA3Y26TPPMn. Droite : Hôte-invité A3sA3WT+MnTPP. Seul le biohybride 
conserve la couleur d’origine, signe d’un effet « bouclier protecteur ». 

II.4.3.3 Effet bouclier protecteur 

Nous avons voulu avoir une preuve plus précise de l’effet bouclier protecteur, j’ai 

pour cela effectué un ajout de 27 µM (20 équivalents) d’oxone sur la porphyrine seule ou 

le biohybride et un spectre UV-visible entre 350 et 600 nm a été enregistré. Nous avons 

pu observer qu’immédiatement après l’ajout de l’oxydant sur la porphyrine libre, sa 

bande de Soret à 471 nm disparaissait totalement, indiquant la destruction de la 

porphyrine. En revanche aucun effet sensible n’était observé sur le spectre du biohybride. 

Et celui-ci reste relativement constant malgré 6 ajout successifs de 27 µM (162 µM, 120 

équivalents) d’oxone pendant une heure (figure 155).  Ces résultats montrent que la 

porphyrine est très fortement protégée d’un oxydant aussi puissant que l’oxone.  
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Figure 155 : Évolution du spectre d'absorption du biohybride A3sA3Y26TPPMn après ajout de 27 
µM d'oxone (20 équivalents) toutes les 10 minutes. Encart : Suivi de la bande de Soret (à 472 nm) 
de la porphyrine au cours du temps, les flèches représentent les ajouts d’oxone. 

Ces résultats semblent confirmer que la porphyrine enfouie dans la crevasse de la 

protéine est inaccessible à l’oxydant, et ne peut donc pas effectuer de catalyse. Il est donc 

nécessaire d’augmenter l’accessibilité de la porphyrine si on veut l’utiliser pour catalyser 

une réaction. 

II.4.3.4 Ouverture du dimère par la protéine α2 

Une protéine de la banque αRep, que nous appellerons α2, avait été sélectionnée 

par la technique de Phage Display contre la protéine αRep-A3.39 Cette protéine possède 

un seul module interne, donc au total trois motifs en comptant les modules N-cap et C-

cap. Des expériences de titration isotherme (ITC) menées au laboratoire ont conclu à une 

constante de dissociation apparente de la protéine α2 pour le monomère A3 de 3,7 nM 

et une stœchiométrie 1:1. La structure cristallographique du complexe A3/α2 a montré 

que les deux protéines interagissent via leurs surfaces variables respectives, ce qui 

implique que la protéine α2 dissocie le dimère A3 avant de se fixer (figure 156). 
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Figure 156 : Modèle d'après la structure cristallographique A3/α2 (PDB : 4JW2) sous différent 
angles (indiqués par les flèches). La protéine α2 (en vert) lie la protéine A3 (en bleu) au niveau de 
sa face variable, ouvrant le dimère. Dans la structure cristallographique la protéine α2 présente un 
clivage puis réarrangement de l’hélice du module C-terminal, ce clivage a été montré comme non 
nécessaire pour l’interaction.39 

Il nous est apparu intéressant d’utiliser ce partenaire protéique afin d’ouvrir le biohybride 

A3sA3Y26TPPMn. Cette dernière possédant un domaine non modifié, il est toujours 

possible que la protéine α2 s’y fixe. L’autre domaine étant fonctionnalisé par la porphyrine 

au niveau de la surface d’interaction A3/α2, il est peu probable qu’une fixation soit 

possible. 

Nous avons donc effectué la même expérience d’oxydation du TMB en présence de 1 ou 

5 équivalents de protéine α2. Les résultats sont reportés sur la figure 157. 

 

Figure 157 : Cinétique d'oxydation du substrat TMB par le complexe Mn(TPP) (bleu), le biohybride 
A3sA3Y26TPPMn seul (orange), le biohybride A3sA3Y26TPPMn:α2 en proportion 1:1 (courbe 
jaune), le biohybride A3sA3Y26TPPMn:α2 en proportion 1:5 (courbe grise) suivi à 652 nm. La 
protéine α2 seule a la même activité que le substrat dans le tampon (basale). 5 µM de catalyseur, 
20% ACN, 250 µM H2O2, 250 µM TMB, HEPES 10 mM pH 7, 0 mM NaCl. 
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On peut remarquer qu’après l’ajout de la protéine α2, les courbes de cinétiques 

du biohybride se détachent du bruit de fond, ce qui indique clairement une activité 

catalytique. Cette observation confirme que la protéine α2 peut augmenter l’accessibilité 

de la porphyrine certainement en ouvrant la protéine A3sA3. Ceci confirme de manière 

indirecte que le biohybride A3sA3Y26TPPMn a conservé sa conformation 

tridimensionnelle, lui permettant d’interagir avec son partenaire protéique. On peut 

également observer que pour un ratio A3sA3:α2 de 1:1 (courbe jaune) la vitesse de 

réaction est plus lente que pour un ratio A3sA3:α2 de 1:5 (courbe grise). En effet, le 

biohybride en présence d’un excès de protéine α2 atteint très vite un plateau (environ 20 

min) alors que la courbe jaune semble presque linéaire jusqu’à 100 min. Il est à noter que 

la cinétique du biohybride avec un excès de protéine α2 atteint plus vite le plateau que la 

porphyrine en solution, mais que ce plateau est plus bas. La porphyrine semble donc plus 

active au sein de la protéine mais elle s’inactive également plus vite. Il sera nécessaire de 

reproduire et d’effectuer de nouveaux essais de catalyse dans différentes conditions afin 

de confirmer et d’expliquer ces résultats très prometteurs. 

 Résumé de l’utilisation des variants de A3sA3 pour le greffage d’une 

porphyrine 

 Nous avons vu au cours de cette partie que la porphyrine MnTPP pouvait être 

couplée covalemment aux différents variants de la protéine A3sA3. Ce lien covalent 

permet de se débarrasser des porphyrines liées de façon non spécifique à la protéine 

grâce à l’extraction par la méthode de Teale modifiée. Ceci confère plusieurs avantages à 

notre système: le biohybride une fois isolé ne forme plus d’oligomères solubles, le 

catalyseur est donc plus homogène. La porphyrine est également solubilisée, ce qui 

représentait un défi pour un cofacteur aussi hydrophobe que la TPP. Enfin, il a été observé 

que la protéine peut protéger la porphyrine à l’encontre de l’oxydation par des oxydants 

forts tels que l’oxone.  

La porphyrine ainsi protégée est également inactive, car inaccessible aux substrats. 

L’utilisation d’un partenaire protéique de la protéine A3 (α2) semble réussir à ouvrir le 

complexe et de ce fait favoriser l’accès de la porphyrine aux substrats. Il en résulte que le 

biohybride A3sA3Y26TPPMn est un catalyseur commutable, protégeant la porphyrine des 

dégradations en milieu oxydatif et ne libérant l’activité catalytique qu’en présence de son 

partenaire protéique α2. 

Si ces résultats très encourageants sont confirmés, il s’agirait à notre connaissance du 

premier catalyseur biohybride commutable par ajout d’un partenaire protéique conçu à 

ce jour.
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 Synthèse des ligands  

I.1.1 Synthèse du ligand 2-bromo-N-(1,10-phenanthrolin-5-yl)acetamide 

hydrobromide 

 

195 mg (1 mmol, 1 équiv.) de 1,10-phenantroline-5-amine sont 

suspendus dans 30 mL de Dichlorométhane distillé. La solution 

est placée dans un ballon bicol sous atmosphère d’argon et 

sous agitation à reflux. 243 mg de Bromoacetyl Bromide (1,2 

mmol, 1,2 équiv.) sont ajoutés au goutte à goutte et le mélange 

est mis à incuber sur la nuit. Le produit de réaction est enfin 

cristallisé au méthanol chaud afin de récupérer le produit sous 

forme d’une poudre jaunâtre. Le produit est analysé en ESI-ToF à l’aide d’un instrument 

micrOToF-Q II en mode posifif. Masses : deux doublets (316 Da;318 Da) et (317 Da;319 

Da) caractéristiques d’un massif isotopique de Brome (Masse moyenne attendue : 

316,007 Da, masse moyenne mesurée : 316,008 Da). RMN 1H (d-DMSO, 360 MHz, δ en 

ppm/TMS) : 4.35 (s, 2H) 8.21 (dd, J = 8.3, 4.9, 2H), 8.31 (s, 1H), 8.57 (s, 1H), 9.05 (d, J = 7.7, 

1H), 9.15 (d, J = 7.5, 1H), 9.21 (d, J = 5.0, 1H), 9.33 (d, J = 3.6, 1H), 10.90 (s, 1H). 
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I.1.2 Synthèse du ligand (N-[2-((2,2':6',2''-terpyridin)-4'-yloxy)éthyl]maléimide 

219 mg de NaHCO3 et 238 mg de N-méthoxycarbonyl-

maléimide sont dissous dans 10 mL de mélange 

acétone/eau (2/1) à 4°C. 136,4 mg de 2((2,2':6',2''-

terpyridin)-4'-yloxy))éthylamine sont dissous dans 10 mL 

d'acétone/eau (2/1). Cette solution est ensuite ajoutée 

goutte à goutte à la solution précédente et le mélange 

réactionnel est laissé 1h30 sous agitation à 4°C. 3 mL d'eau 

distillée sont alors ajoutés au mélange réactionnel, qui est 

ensuite laissé sous agitation à température ambiante 

pendant 2h30. Le précipité obtenu est récupéré par 

filtration sur Büchner et lavé avec un mélange acétone/eau 

(4/1). Le produit obtenu est un solide blanc (m = 158,2 mg, 

Rendement = 80 %) ESI-micrOToF-QII : m/z = 373.129 Da (calculée pour M+ : 373.128 Da) 

RMN 1H (CDCl3, 360 MHz, δ en ppm/TMS) : 4,065 (t, J=5,6 Hz, 2Η), 4,435 (t, J=5,6 Hz, 2H), 

6,778 (s, 2H), 7,34 (dd, J=4,9 Hz, 1H), 7,38 (dd, J=4,7 Hz, 1H), 7,88 (td, J=7,7 Hz, 2H), 8,011 

(s, 2H), 8,61 (dt, J=8, 2H), 8,74 (d, J=4,8 Hz, 2H). 
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I.1.3 Porphyrine MnTPP-mal  

I.1.3.1 5-(4-Aminophényl)-10,15,20-triphénylporphyrine  

 

 

 La 5-(4-Aminophényl)-10,15,20-triphénylporphyrine est préparée en deux étapes 

par nitration puis réduction de la tetraphénylporphyrine (TPPH2). 315 mg (0,5 mmol, 1 

équiv.) de tetraphénylporphyrine sont solubilisés dans 12 mL d’acide trifluoroacétique 

(TFA), puis 1,4 équiv. de NaNO2 sont ajoutés à température ambiante sous agitation. 

Après avoir laissé la réaction s’opérer durant 3 minutes seulement afin d’empêcher les 

réactions de polynitration, 60 mL d’eau sont ajoutés pour arrêter la réaction. La solution 

est extraite au dichlorométhane (DCM) puis la phase organique est lavée 3 fois avec une 

solution saturée en NaHCO3 et 2 fois avec  une solution saturée en NaCl. Après 

évaporation sous pression réduite, on obtient un mélange de TPPH2 et de 5,10,15-

trisphényl-20-(4-nitrophényl)porphyrine (TPpNO2PH2). Le produit brut (317 mg, ~0,4 

mmol, 1 équiv.) est dissout dans 40 mL de HCl 37% et 10 mL de DCM sous atmosphère 

d’argon. Le mélange est agitée à 0°C pendant 5 minutes et 660 mg (5 mmol, ~12,5 équiv.) 

de SnCl2 sont ajoutés lentement. La solution est agitée pendant 24h à reflux. Le mélange 

est refroidi dans un mélange glace-eau-sel et l’acide est neutralisé par ajout progressif de 

pastilles de KOH jusqu’à ce que la solution prenne une couleur bordeaux. La solution 

neutralisée est extraite dans du dichlorométhane puis lavée deux fois avec une solution 

saturée en NaCl. La phase organique est enfin évaporée. Le produit brut est séparé sur 

une colonne de silice en utilisant un mélange DCM/Cyclohexane de rapport (v/v) allant de 

95/5 à 100/0 par paliers de 1%. On obtient 75 mg de cristaux violets correspondant au 

produit 5-(4-Aminophényl)-10,15,20-triphénylporphyrine (24% de rendement). Rf = 0.7 

dans 95:5 DCM:cyclohexane. UV–visible dans DCM: λmax (nm) = 420 (Soret), 518, 555, 

592, 649. RMN 1H (CDCl3, 360 MHz, δ en ppm/TMS): 8.91 (d, J = 4.8 Hz, 2H); 8.78 (m, 6H); 

8.28 (m, 6H); 8.4 (d, J = 8.3 Hz, 2H); 7.79 (m, 9H); 8.61 (d, J = 8.3 Hz, 2H).   



Partie C -  
Matériel et méthodes  

 

228 
 

 

I.1.3.2 5,10,15-triphényl-20-(4-(maléimidopropylamido)phényl)porphyrine  

 

 Dans un ballon de 10 mL, 16 mg (25 µmol, 1 équiv.) de (4-Aminophényl)-10,15,20-

triphénylporphyrine, 55 mg (325 µmol, 13 équiv.) de d’acide 3-maléimidopropionique et 

66 mg (320 µmol, 12,8 équiv.) de 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide sont 

dissous dans 2 mL de diméthylformamide (DMF). La solution est mélangée durant 18h à 

température ambiante puis le solvant est évaporé. Le produit obtenu est dissous dans 50 

mL de chloroform et la solution est lavée 3 fois avec de l’eau distillée. La phase organique 

est séchée au sulfate de sodium (Na2SO4) puis évaporée. Le produit est purifié sur colonne 

de silice 60 ACC 70-200 µm avec un mélange DCM/AcOEt de 20/1 (v/v). Les fractions sont 

collectées pour récolter le produit sous la forme d’un solide violet. RMN 1H (CDCl3, 500 

MHz, δ en ppm/TMS): −2.79 (bs, 2H); 2.88 (t, 2H, J = 6.85 Hz), 4.05 (t, 2H, J = 6.85 Hz), 6.78 

(s, 2H), 7.75 (m, 9H), 7.87 (d, 2H, J = 8.40 Hz), 8.15 (d, 2H, J = 8.40 Hz), 8.20 (d, 6H, J = 6.15 

Hz), 8.84 (bs, 8H) MALDI-ToF, α-CHCA: m/z = 780.8 Da (calculé pour [M + H]+: 781.3 Da). 
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I.1.3.3 Insertion du manganèse  

 

 

 La base libre de 5,10,15-triphényl-20-(4-(maléimidopropylamido)phényl) 

porphyrine a été traitée avec un large excès de Mn(OAc)2,4H2O dans un mélange 

MeOH/DCM à température ambiante, conduisant au complexe Manganèse(III) 5,10,15-

trisphényl-20-(4-(maléimidopropylamido)phényl)porphyrine (P1). Ce complexe a été 

caractérisé en spectrophotométrie UV-Visible dans le DCM avec des maximums 

d’absorption à 376, 401, 474, 578 et 609 nm, caractéristiques d’un complexe Mn(III). 

 Synthèse des substrats et authentiques  

I.2.1 Transfert hydrolytique de liaison phosphoester 

I.2.1.1 2-hydroxypropyl-4-nitrophenyl phosphate (HPNP) 

 La synthèse du 2-hydroxypropyl-4-nitrophenyl phosphate a été effectuée selon la 

méthode déjà décrite dans la littérature.1  1,32g (5 mmoles) de disodium p-nitrophenyl 

phosphate (Sigma) est dissout dans 10mL d’eau distillée puis la solution est passée à 

travers une colonne acide échangeuse d’ions. La solution est ensuite basifiée jusqu’à pH 

8 avec une solution aqueuse d’ammoniaque. 20mL de 1,2-Epoxypropane sont ajoutés et 

le mélangé est placé sous agitation à 35°C pendant 40h. L’époxyde qui n’a pas réagi est 

évaporé et le mélange est passé dans une colonne acide échangeuse d’ions. La solution 

est neutralisée sans dépasser un pH de 7 avec une solution d’hydroxyde de barium puis 

est concentrée jusqu’à un volume d’environ 10 mL. 2 volumes d’EtOH sont ajoutés et le 

mélange est filtré. Le filtrat est concentré puis 300mL d’un mélange EtOH/Acétone (10/90) 

est ajouté goutte à goutte. Un précipité blanc se forme qui est filtré sur Büchner. 
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I.2.2 Diels-Alder  

I.2.2.1 Azachalcone  

 

I.2.2.2 (E)-3-phényl-1-(pyridine-2-yl)prop-2-ène-1-one (Azachalcone) 

 3 g de benzaldéhyde (28 mmol, 1.1 éq.) sont mélangés avec 3 

g de 2-acétylpyridine (25 mmol, 1 éq.) dans un ballon (50 mL) 

contenant une solution de soude à 10 % (20 mL), muni d’une 

agitation magnétique et placé sous argon à l’abri de la lumière 

dans un bain de glace pendant 4 h. 

Le solide formé est collecté par filtration et purifié par chromatographie sur colonne de 

silice (cyclohexane : acétate d’éthyle = 70 : 30 volumes) pour obtenir 4 g du produit 

recherché sous forme de solide blanc. Rendement : 77 %. 

1H RMN (CDCl3, 300 MHz) : 8,73 (ddt, J = 4,6 Hz, J = 1,7 Hz, J = 0,8 Hz, 1H), 8,3 (dd, JAB = 

16,1 Hz, J = 0,8 Hz, 1H), 8,18 (dq, J = 7,8 Hz, J = 0,8 Hz, 1H) 7,93 (d, JAB = 16,1 Hz, 1H), 7,86 

(tdd, J = 7,8 Hz, J = 1,7 Hz, J = 0,8 Hz, 1H), 7,75 – 7,68 (m, 2H), 7,50 – 7,37(m, 4H)  ppm. 

I.2.2.3 Cyclopentadiène  

 50 ml de dimère de cyclopentadiène et 100 mg de limaille de fer sont chauffés à 

75 C dans un ballon (100 mL) muni d’une colonne de vigreux (30 cm) suivie d’un 

condensateur droit réfrigéré et d’un collecteur de fraction. Le cyclopentadiene collecté 

sous forme de liquide transparent est conservé à -20 C.  

1H RMN (CDCl3, 300 MHz) : 6,18 – 5,88 (m, 2H), 5,62 – 5,43 (m, 2H), 4,20 – 3,85 (m, 2H)  

ppm. 

 

I.2.2.4 (3-phenylbicyclo[2.2.1]hept-5-en-2-yl)(pyridin-2-yl)methanone 

 418 mg d’azachalcone (2 mmol, 1 éq.) et 54 mg de chlorure 

d’aluminium (0,4 mmol, 0,2 éq.) sont dissous dans du dichlorométhane 

sec (25 mL) dans un ballon (50 mL) sous argon muni d’une agitation 

magnétique et placé dans un bain de glace. Une solution de 

cyclopentadiène à 0,5 M dans du dichlorométhane (12 mL, 6 mmol, 3 

éq.) y est ajouté goutte à goutte pendant 15 min. Après 2 h le mélange 

réactionnel est lavé avec de l’eau (3 x 20 mL) et de la saumure (1 x 30 

mL), séché au sulfate de magnésium et concentré. Les produits isomères sont purifiés du 

reste du brut par chromatographie sur colonne de silice (cyclohexane : acétate d’éthyle = 
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90 : 10 volumes) pour obtenir 506 g du produit recherché sous forme de solide blanc. 

Rendement : 92 %. 

1H RMN (CDCl3, 400 MHz) : 8,67 (m, 1H), 8,01 (m, 1H), 7,81 (m, 1H), 7,45 (m, 1H), 7,29 (m, 

4H), 7,16 (m, 1H), 6,49 (m, 1H), 5,82 (m, 1H), 4,53 (m, 1H), 3,54 (s, 1H), 3,45 (d, 1H, J = 4 

Hz), 3,09 (s, 1H), 2,06 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 1,62 (m, 1H)  ppm. 

 

 Cristallographie du complexe Cu(II)[(phen)2(NO3)]+  

 2,42 mg (10 mmol) de Cu(NO3)2,3H2O (Sigma) sont dilués dans 20 mL d’eau 

distillée. 1 mL de cette solution (1 mmol, 1 équiv.)  est transféré dans un ballon rond de 5 

mL. Parallèlement, 0,54 mg (3 mmol) de 1,10-Phénanthroline sont dilués dans 3 mL 

d’éthanol pur. 1 mL de cette solution (2 équiv.) est mélangé à la solution chaude de Cu(II). 

Le mélange est agité à reflux jusqu’à ce qu’un précipité vert apparaisse. Le précipité est 

lavé sur Hirsch de 5 avec une solution de méthanol glacé. Le produit est ensuite 

recristallisé dans un minimum de méthanol chaud. 

Les mesures de cristallographie aux rayons X ont été effectuées sur un diffractomètre 

Kappa-APEX II (Bruker) à 100K. Affinement des F² contre toutes les réflexions, les R-factor 

pondérés wR et la qualité de fit S sont basés sur F², le R-factor conventionnel est basé sur 

F, avec F mis à zéro pour les F² négatifs. Les R-factors basés sur F² sont statistiquement 

deux fois plus grands que ceux basés sur F, et les R-factors basés sur toutes les données 

sont encore plus grand. Composition de l’unité asymétrique : C24 H20 Cu N6 O6, groupe 

d’espace : P-1, longueurs de maille : a 7.4170(4) b 10.9701(6) c 15.4896(9), angles de 

maille :  98.994(2)  103.746(2)  102.446(2), volume de maille : 1166.48 nm³. 
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 - Biologie  

 Constructions génétiques  

II.1.1 Souche bactérienne 

Les bactéries utilisées dans les expériences de biologie moléculaire sont issues 

d’une souche XL1blue MRF’ (Stratagene) de génotype : Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-hsdSMR-

mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F′ proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)]. 

Elles sont transformées comme il suit : 

1 à 10 µL de plasmide sont ajoutés à 100 µL  de bactéries électrocompétentes XL1blue 

MRF’ préalablement décongelées sur glace. Après un mélange doux et une minute sur 

glace, les bactéries sont transférées dans des cuvettes d’électroporation stériles E.coli 

Pulser 0,2 cm (BioRad). Après un choc électrique (25 µFd / 2,5 volts / 400 Ohms), 400 µL 

de milieu 2YT à température ambiante sont immédiatement ajoutés puis les bactéries 

sont mises à incuber 1h à 37°C à 220 RPM. 200 µL de bactéries diluées 10x sont enfin 

étalés sur boite 2YT (AMRESCO) et Agar 1,5% contenant de l’Ampicilline (269 µM) (pour 

la transformation des vecteurs d’expression pQE), Tetracycline (28 µM), Glucose (1%) et 

incubées à 37°C O/N. 

 

II.1.2 Synthèse du gène A3s  

La séquence du gène A3 synthétique a été conçue à l’aide de l’algorithme 

d’optimisation génétique proposé par Genscript puis modifié manuellement afin de 

différencier au maximum les codons identiques entre motifs répétés. Le gène a été 

synthétisé par Genscript dans un vecteur pUC57. Le vecteur est donc appelé pUC57[A3s] 
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Figure 158 : Carte du plasmide de clonage pUC57[A3s] 
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II.1.3 Obtension des vecteurs d'expression des protéines A3s  

II.1.3.1 Sous clonage pUC57 vers pQE70  

La phase ouverte de lecture du gène A3s a été transférée dans le plasmide 

commercial pQE70 (QIAGEN) entre les sites de restriction BamHI et BglII. : 5 µg du 

plasmide pQE70 sont digérés par double restriction avec 2 µL de chacune des deux 

enzymes FastDigest (ThermoFisher Scientific) dans 40 µL de réaction en présence du 

tampon FastDigest GreenBuffer. Le mélange de digestion est laissée 1h à 37°C puis le 

produit de digestion est purifié sur gel d’agarose à l’aide du kit NucleoSpin Gel and PCR 

Clean-Up (Macherey-Nagel) selon les instructions du kit, l’élution finale est effectuée avec 

15 µL de tampon fourni chauffé à 50°C. La concentration de l’éluat est mesurée au 

nanodrop2000 (ThermoFisher Scientific). Les embouts de digestion de BamHI et BglII 

étant compatibles, 1 µg de plasmide est traité avec 1 µL (5U) d’Antartic Phosphatase (NEB) 

dans 20 µL de réaction en présence du tampon fourni. Le mélange est mis à 37°C pendant 

1h puis le plasmide déphosphorylé est purifié avec le kit MinElute PCR Purification Kit 

(QIAGEN) selon les instructions du kit, l’élution finale est effectuée avec de l’eau milliQ 

(Millipore) à 70°C. En parallèle, 7,8 µg de plasmide pUC57[A3sWT] sont digérés avec les 

enzymes BamHI et BglII FastDigest FastDigest (ThermoFisher Scientific) dans 80 µL de 

réaction en présence du tampon FastDigest GreenBuffer. Le mélange de digestion est 

laissé 1h à 37°C puis le produit de digestion est purifié sur gel d’agarose 1% à l’aide du kit 

NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel) selon les instructions du kit, l’élution 

finale est effectuée avec de l’eau milliQ (Millipore) chauffé à 50°C. La concentration de 

l’éluat est mesurée au nanodrop2000 (ThermoFisher Scientific). Insert et plasmide 

accepteur sont enfin mis en présence avec un rapport molaire insert:plasmide de 10:1 

puis incubés sur la nuit à 16°C en présence de T4 DNA ligase (ThermoScientific) dans un 

tampon adéquat, pour un volume final de 20 μL. Le produit de ligation est purifié grâce 

au MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) et élué dans 10 μL de tampon EB au 1/10e. Ces 

10 μL sont ensuite utilisés pour transformer 100 μL de bactéries XL1blue MRF’ 

électrocompétentes. Les produits de ligation sont vérifiés par séquençage. Le produit de 

ligation est appelé pQE70[A3s]. Les gènes mutants sont effectués dans cette construction 

selon le protocole de mutagénèse dirigée décrite. 
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II.1.3.2 Sous clonage pQE70 vers pQE80N  

 

Figure 159 : Schéma de la phase ouverte de lecture de la construction pQE80N[A3s] 

 La construction pQE80N est utilisée pour produire les variants A3s munis d’un 

HisTag clivable (figure 159). 5 ng des plasmides pQE70 contenant les gènes A3s sauvages 

ou mutants sont amplifiés par PCR dans 50 µL de réaction final à l’aide de l’enzyme 

Phusion polymerase (ThermoFisher Scientific) dans le tampon HF fourni.  

Cycles PCR :  

95°C 5 min ; 10x(95°C 30s ; 60°C 30s ; 72°C 1 min) ; 20x(95°C 30s ; 72°C 1 min) ; 72°C 5 

min.  

Amorces : 

5'-catcacGGATCCgaaaatctctatttccagggtGCCGCAGATCCGG-3' 

5'-ctaattAAGCTTatttctcaaactgcgaccagagctcAGAAATCAGGGATTTATGAGTTTCCAGG-3' 

1 µL de chaque enzyme Dpn1, BamHI et HindIII FastDigest (ThermoFisher Scientific) sont 

directement ajoutés dans la solution d’amplification. Le mélange est mis à incuber à 37°C 

sur la nuit. 40 µL du mélange est ensuite purifié sur gel d’agarose 1% à l’aide du kit 

NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel) selon les instructions du kit, l’élution 

finale est effectuée avec 20 µL de tampon d’élution fourni chauffé à 50°C. Parallèlement 5 

µg de plasmide pQE80L commercial (QIAGEN) est digéré à l’aide des enzymes BamHI et 

HindIII FastDigest (ThermoFisher Scientific) et purifié sur gel d’agarose 1% à l’aide du kit 

NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up (Macherey-Nagel) selon les instructions du kit, l’élution 

finale est effectuée avec 20 µL de tampon d’élution fourni chauffé à 50°C. 

Insert et plasmide accepteur sont enfin mis en présence avec un rapport molaire 

insert:plasmide de 10:1 puis incubés sur la nuit à 16°C en présence de T4 DNA ligase 

(ThermoScientific) dans un tampon adéquat, pour un volume final de 20 μL. Le produit de 

ligation est purifié grâce au MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) et élué dans 10 μL de 

tampon EB au 1/10e. Ces 10 μL sont ensuite utilisés pour transformer 100 μL de bactéries 

XL1blue MRF’ électrocompétentes. Les produits de ligation sont vérifiés par PCR, digestion 

et séquençage de la phase ouverte de lecture. Le produit de ligation est appelé 

pQE80N[A3s].  
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Figure 160 : Carte du plasmide d'expression pQE80N utilisé pour la production des variants A3s 
munis d’un HisTag clivable. 
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II.1.3.3 Construction du vecteur pQE80S  

 

Figure 161 : Schéma de la phase ouverte de lecture de la construction pQE80S[A3s] 

 La construction pQE80S est utilisée pour produire les variants A3s sans HisTag 

(figure 161). 5 ng de plasmide pQE80N contenant les gènes A3s sauvage ou mutants sont 

amplifiés par PCR dans 50 µL de réaction final à l’aide de l’enzyme Phusion polymerase 

(ThermoFisher Scientific) dans le tampon HF fourni.  

Cycles PCR : 

98°C 1 min ; 25x(98°C 20s ; 66°C 15s , 72°C 2 min 40s) ; 72°C 10 min.  

Amorces : 

5'-GGTGCCGCAGATCCG-3' 

5'-CGATCCTCTCATAGTTAATTTCTCCTCTTT -3' 

10 µL de produit d’amplification sont directement utilisés pour effectuer une ligation à 

bouts francs en présence de 5% de PEG 4000 et 5U de T4 DNA ligase (ThermoFisher 

Scientific) en présence du tampon d’activité fourni. Le mélange est incubé 1h à 22°C puis 

la ligase est inactivée à 70°C pendant 5 minutes. 2 µL de mélange sont directement utilisés 

pour transformer des bactéries E. coli XL1blue électrocompétentes. L’ADN plasmidique de 

5 clones indépendants est extrait grâce à un kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel) et 

analysés par digestion BamHI. La phase ouverte de lecture des clones positifs est 

séquencée pour vérifier l’absence de mutation. 
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Figure 162 : Carte du plasmide d'expression pQE80S utilisé pour la production des variants A3s. 
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II.1.4 Obtention du vecteur d'expression des protéines A3sA3  

 

Figure 163 : Schéma de la phase ouverte de lecture de la construction pQE81[A3sA3] 

 Le plasmide contenant le gène A3sA3 a été conçu par CPEC par insertion du gène 

A3s provenant du vecteur pUC57 vers un plasmide pQE81 (QIAGEN) contenant la protéine 

A3 répétée (rapport stage ERASMUS de Conor Nelson). Les plasmides ont été mutés par 

la méthode de mutagénèse dirigée décrite. 

 

Figure 164 : Carte du plasmide d'expression pQE81 utilisé pour la production des variants A3sA3. 
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II.1.5 Mutagénèse dirigée  

 La méthode QuikChange (Stratagene) est utilisée avec le kit enzymatique Phusion 

polymerase (ThermoFisher Scientific). Dans un volume total de 50 µL, 10 µL de tampon 

Phusion HF (5X), 1 µL de solution de dNTP à 10 mM chacun, 2,5 µL de chaque amorce à 

10 µM, 1µL d’ADN matrice à 10 ng/µL, 0,5 µL de Phusion polymerase HF. Cycles PCR: 98°C 

1 min ; 20x(98°C 20s ; 65°C 15s ; 72°C 3 min) ; 72°C 10 min. Après amplification, 1 µL de 

Dpn1 FastDigest (ThermoFisher Scientific) est ajouté directement au produit de PCR et le 

mélange est incubé 1h à 37°C. 2 µL produits bruts sont directement utilisés pour 

transformer 100 µL de bactéries électrocompétentes E. coli XL1blue MRF’ (Agilent 

technologies), suivant la procédure standard. Trois clones indépendants sont utilisés pour 

effectuer une extraction d’ADN plasmidique selon les instructions du Kit NucleoSpin 

Plasmid (Macherey-Nagel). Les solutions plasmidiques sont séquencées par méthode 

Sanger (Eurofins) avec les amorces commerciales pQEfor (et si nécessaire pQErev) afin de 

couvrir toute la phase ouverte de lecture. 

Mutation Amorce Sens Amorce Antisens 

Y26C 5'-GCAGCGGCATgCGCGCTGGG-3' 5'-CCCAGCGCGcATGCCGCTGC-3' 

K30C 5'-GCGCTGGGCtgcATCGGCGAC-3' 5'-GTCGCCGATgcaGCCCAGCGC-3' 

F119C 5'-CGGCGGCGTgCGCATTAGG-3' 5'-CCTAATGCGcACGCCGCCG-3' 

D150C 5'-GAGCGCAGCCtgTGCTCTGGG-3' 5'-CCCAGAGCAcaGGCTGCGCTC-3' 
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 Obtention des protéines  

II.2.1 Souche bactérienne 

Les bactéries utilisées pour la production des protéines sont issues d’une souche 

M15 (QIAGEN) de génotype F-, Φ80ΔlacM15, thi, lac-, mtl-, recA+ , KmR. Elles sont 

transformées comme il suit : Une quantité variable d’ADN plasmidique n’excèdant pas 

10% du volume de bactéries est ajouté à un aliquote de 100 à 200 µL de bactéries 

compétentes préalablement décongelées sur la glace. Après 30 min d’incubation, les 

bactéries subissent un choc thermique de 45 sec à 42°C suivi d’un retour immédiat sur 

glace. Après 2 min de repos sur glace, 300 µL de 2YT est ajouté puis les bactéries sont 

incubées 1h à 37°C à 220 RPM. Les bactéries sont enfin étalées sur boîte de 2YT-Glucose 

1% avec les antibiotiques appropriés. (Ampicilline pour maintenir les plasmides pQE et en 

plus Tetracycline pour XL1blue, Chloramphenicol pour Rosetta et Kanamycine pour M15) 

 

II.2.2 Protéines possédant un HisTag  

II.2.2.1 Production  

Un clone issu d’une transformation fraiche de E.coli M15 portant le plasmide 

pQE80N ou pQE81 du variant désiré est mis en culture sur la nuit à 37°C et 220RPM dans 

20 mL de milieu 2YT (AMRESCO) supplémenté avec 269 µM d’ampiciline, 103 µM de 

kanamycine et 1% de glucose stérile. 1L de milieu  2YT supplémenté avec 269 µM 

d’ampiciline, 103 µM de kanamycine est inoculé avec 1/100e de préculture et séparé en 

deux erlenmeyers à ergots de 2L contenant chacun 500 mL de culture. Les bactéries sont 

mises en culture à 37°C et 220 RPM en incubateur Novotron HT (Infors) jusqu’à une 

densité optique à 600 nm de 0,7-0,9.  La production de protéines est induite par ajout 

d’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) pour une concentration finale de 500 µM. 

Après 5h, les cultures sont centrifugées pendant 20 min à 5000g à 4°C dans une 

centrifugeuse Avanti J-E (Beckman Coulters). Les culots sont repris chacun dans 15 mL de 

tampon Na-Phosphate pH 8, 300 mM NaCl, avec 20 mM Imidazole, rassemblés et congelés 

à -80°C. 

 

II.2.2.2 Purification  

Les culots correspondant à 1L de culture sont décongelés et une tablette 

d’inhibiteurs de protéases PIC EDTA-free (Roche) est ajoutée. Les bactéries sont lysées à 
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l’aide d’une sonde de sonication Sonifier 250 (Branson) muni d’une sonde 1/2", sur glace 

avec quatre séries de pulses (réglages : 50% Duty Cycle, 40% output). 1µL de DNAse 

(thermo) est ajouté et le lysat est centrifugé 40 min à 10 000 g à 4°C. La fraction soluble 

est séparée du culot et injectée sur colonne HisTrap Crude FF 5 mL (GE Healthcare) à l’aide 

d’un appareil ÄKTA pure muni d’une pompe échantillon. Tampon de lavage : Na-

Phosphate 50 mM pH 8, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazole. Tampon d’élution : Na-

Phosphate 50 mM pH 8, 300 mM NaCl, 300 mM Imidazole. La protéine est éluée en 

fractions de 2 mL. Les fractions sont analysées au nanodrop 2000 (ThermoFisher 

Scientific) et les fractions rassemblant plus de 90% des protéines totales éluées sont 

réunies (typiquement 6 mL).  

 

II.2.2.3 Digestion par la TEV protéase  

Les fractions sont diluées dans du tampon Na-Phosphate 50 mM pH 8, 0 mM NaCl, 

0 mM Imidazole pour atteindre une concentration finale d’imidazole de 50 mM. 1/20e de 

tampon TEV 20X (10 mM EDTA, 20 mM DTT dilués dans de l’eau milliQ (Millipore)) est 

ajouté ainsi que la TEV protéase pour un rapport massique TEV/Protéine de 1/100. Le 

mélange réactionnel est mis à incuber à 8°C sur la nuit. 

II.2.2.4 Contre-purification  

Le mélange est dilué par un volume égal de tampon Na-Phosphate 50 mM, 150 

mM NaCl, 0 mM Imidazole pour atteindre une concentration finale d’imidazole de 25 mM. 

La solution est ensuite déposée par gravité sur colonne HisTrap Crude FF 5 mL (GE 

Healthcare) préalablement équilibrée par du tampon de lavage (Na-Phosphate 50 mM pH 

8, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazole) et la fraction non retenue, contenant la protéine 

clivée, est conservée. 5 mL (1 CV) de tampon de lavage sont à nouveau ajoutés à l’aide 

d’une seringue afin de récupérer le liquide restant dans la colonne, qui est ajouté à la 

fraction non retenue. La fraction retenue, contenant la TEC protéase ainsi que la protéine 

non clivée, est éluée par 10 mL (2 CV) de tampon Na-Phosphate 50 mM pH 8, 300 mM 

NaCl, 300 mM Imidazole. 

 

II.2.2.5 Concentration et changement de tampon  

 Deux tampon Na-Phosphate 50 mM pH 7,75 sont préparés, l’un contenant 0 mM 

NaCl (tampon A) et l’autre contenant 1M NaCl (tampon B). Les tampons sont agités au 

moins 30 min en présence de 1 g/L de CHELEX100 (Bio-Rad), filtrés sur unité de filtration 

0,45 µm Standart Line (VWR) et dégazés sous vide de 100 mbar à l’aide d’une pompe à 

membrane ME1 (Vacuubrand). La fraction non retenue issue de la contre-purification est 
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diluée avec le tampon sans sel pour une concentration finale de NaCl d’au moins 80 mM. 

La fraction non retenue diluée est et injectée sur colonne HiTrap Q HF 5 mL (GE 

Healthcare) à l’aide d’un appareil ÄKTA pure muni d’une pompe échantillon. L’élution est 

effectuée par un gradient linéaire de 0 à 50% de tampon B durant 20 CV. Les fractions 

contenant la protéine sont déposées sur gel SDS-PAGE, rassemblées et analysées par test 

d’Ellman avant couplage du cofacteur. Une production typique de 1L de culture donne 

environ 70 mg de protéines disponibles pour le couplage. 

 

II.2.3 Protéines possédant un StrepTag  

II.2.3.1 Production  

Un clone issu d’une transformation fraiche de E.coli M15 portant le plasmide 

pQE80S du variant désiré désiré est mis en culture sur la nuit à 37°C et 220RPM dans 20 

mL de milieu 2YT (AMRESCO) supplémenté avec 269 µM d’ampiciline, 103 µM de 

kanamycine et 1% de glucose stérile. Le lendemain 1L de milieu  2YT supplémenté avec 

269 µM d’ampiciline et 103 µM de kanamycine est inoculé avec 1/100e de préculture et 

séparé en deux erlenmeyers à ergots de 2L contenant chacun 500 mL de culture. Les 

bactéries sont mises en culture à 37°C et 220 RPM en incubateur Novotron HT (Infors) 

jusqu’à une densité optique à 600 nm de 0,7-0,9.  La production de protéines est induite 

par ajout d’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) pour une concentration finale 

de 500 µM. Après 5h, les cultures sont centrifugées pendant 20 min à 5000g à 4°C dans 

une centrifugeuse Avanti J-E (Beckman Coulters). Les culots sont repris chacun dans 15 

mL de tampon Tris/HCl 100 mM pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, rassemblés et congelés 

à -80°C. 

 

II.2.3.2 Purification  

Les culots correspondant à 1L de culture sont décongelés et une tablette 

d’inhibiteurs de protéases PIC EDTA-free (Roche) est ajoutée. Les bactéries sont lysées à 

l’aide d’une sonde de sonication Sonifier 250 (Branson) muni d’une sonde 1/2", sur glace 

avec quatre séries de pulses (réglages : 50% Duty Cycle, 40% output). 1µL de DNAse 

(thermo) est ajouté et le lysat est centrifugé 40 min à 10 000 g à 4°C. La fraction soluble 

est séparée du culot et injectée sur colonne StrepTrap HP 5 mL (GE Healthcare) à l’aide 

d’un appareil ÄKTA pure muni d’une pompe échantillon. Tampon de lavage Tris/HCl 100 

mM pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA. Tampon d’élution : 2,5 mM d-Desthiobiotin (Sigma) 

ajoutés au tampon de lavage. La protéine est éluée en fractions de 1 mL. Les fractions sont 

analysées au nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific) et les fractions rassemblant plus 
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de 90% des protéines totales éluées sont réunies, concentrées si nécessaire sur Vivaspin 

5 kDa MWCO (Sartorius). Le concentrât est injecté sur colonne Superdex S75 16/600 (GE 

Healthcare) équilibrée avec du tampon Na-Phosphate 50 mM pH 7,75, 150 mM NaCl 

préalablement agité au moins 30 min en présence de 1 g/L de CHELEX100 (Bio-Rad), filtré 

sur unité de filtration 0,45 µm Standart Line (VWR) et dégazé sous vide de 100 mbar à 

l’aide d’une pompe à membrane ME1 (Vacuubrand). Les fractions contenant la protéine 

sont déposées sur gel SDS-PAGE, rassemblées et analysées par test d’Ellman avant 

couplage du cofacteur. Une production typique de 1L de culture donne environ 20 mg de 

protéines disponibles pour le couplage. 

 

II.2.4 TEV-protéase  

II.2.4.1 Production  

La souche E. coli BL21(DE3) CodonPlus RIL (Stratagene) contenant déjà le plasmide 

d’expression pRK793 (Addgene #8827) nous a été fournie par le Dr. Yann Ferrandez du 

laboratoire LBPA de l’ENS Cachan. Une colonie unique est mise à incuber sur la nuit à 37°C, 

220 RPM dans 25 mL d’une solution de 2YT (AMRESCO) supplémenté en ampicilline (269 

µM), chloramphénicol (108 µM) et glucose (1%). Le lendemain, 1L de milieu  2YT 

supplémenté avec 269 µM d’ampiciline et 108 µM de chloramphénicol est inoculé avec 

1/100e de préculture et séparé en deux erlenmeyers à ergots de 2L contenant chacun 500 

mL de culture. Les bactéries sont mises en culture à 37°C et 220 RPM en incubateur 

Novotron HT (Infors) jusqu’à une densité optique à 600 nm de 0,7-0,9. Les solutions sont 

ensuite refroidies dans de la glace pendant 10 min. La production de protéines est induite 

par ajout d’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) pour une concentration finale 

de 350 µM et les cultures sont mises à 17°C sur la nuit. Le lendemain, les cultures sont 

centrifugées pendant 20 min à 5000g à 4°C dans une centrifugeuse Avanti J-E (Beckman 

Coulters). Les culots sont repris chacun dans 15 mL de tampon de lyse, rassemblés et 

congelés à -80°C. 

II.2.4.2 Purification  

 La TEV protéase est purifiée dans des tampons particuliers. 

Tampon de Lyse : Tris 20 mM pH 8, NaCl 500 mM, Imidazole 20 mM (0.681 g @ 68.08 

g/mol) Glycerol 10%, β-Mercaptoéthanol 10 mM, MgSO4 20 mM 

Tampon A : Tris 20 mM pH 8, NaCl 500 mM, Imidazole 20 mM 

Tampon B : Tris 20 mM pH 8, NaCl 500 mM, Imidazole 500 mM 
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Tampon C : Tris 20 mM pH 8, NaCl 1500 mM, Imidazole 20 mM 

Tampon D : Tris 50 mM pH 8, NaCl 200 mM, Glycerol 10%, EDTA 2 mM, DTT 10 mM 

Les bactéries sont décongelées et une tablette d’antiprotéase PIC EDTA-free (Roche) est 

ajoutée. Les bactéries sont lysées à l’aide d’une sonde de sonication Sonifier 250 

(Branson) muni d’une sonde 1/2", sur glace avec trois séries de pulses (réglages : 50% Duty 

Cycle, 40% output). 1µL de DNAse (thermo) est ajouté et le lysat est centrifugé 40 min à 

10 000 g à 4°C. La fraction soluble est séparée du culot et déposée sur une colonne 

contenant 5 mL de résine Ni-NTA (Macherey-Nagel) préalablement équilibrée avec 10 CV 

de tampon A. La purification Ni-NTA est effectuée en chambre froide. Après dépôt de la 

fraction soluble, la résine est lavée par du tampon C jusqu’à ce que l’absorbance à 260 nm 

et 280 nm en sortie de colonne cesse de baisser, puis avec 5 CV de tampon A. La protéine 

est enfin éluée avec du tampon C en fractions de 2 mL. Les fractions contenant plus de 

90% de protéine totale sont rassemblées et injectées sur une colonne de tamis 

moléculaire préparative Superdex S75 16/600 (GE Healthcare) préalablement équilibrée 

avec du tampon D. Les fractions d’élution sont rassemblées et mélangée avec du tampon 

D supplémenté de glycérol de manière à avoir une concentration de protéine de 1 mg/mL 

et une concentration de glycérol de 25%. La protéine est enfin aliquotée en fractions de 1 

mL et congelée dans de l’azote liquide. Les stocks sont conservés à -80°C. 

II.2.5 SDS-PAGE et Western Blot 

Les échantillons sont mélangés avec du tampon de charge 4X Laemmli Sample Buffer 

(Bio-Rad), chauffés à 95°C pendant 10 min sur un thermobloc Dry Bath FB 1501 (Fisher 

Scientific) et déposés sur des gels de polyacrylamide 12% TGX Stain Free FastCast (Bio-

Rad). Ils sont migrés dans un bloc Mini Protean Tetra Cell (Bio-Rad) immergé dans du 

tampon Tris-Glycine SDS-Buffer (BioRad) avec un transformateur EPS 301 (Amersham) 

pour une intensité limitante de 40 mA par gel jusqu’à ce que le front de migration atteigne 

le bas du gel. Deux gels avec des dépôts identiques sont préparés, l’un est directement 

coloré par 20 mL de colorant Instant Blue (Expedeon), l’autre est transféré sur membrane 

de nitrocellulose de 0,45 µm (Bio-Rad). Le transfert est fait entre deux filtres 

MiniTransBlot (Bio-Rad) ainsi qu’entre deux éponges, immergé dans du tampon Tris 25 

mM / glycine 200 mM pH 8,3, ethanol 20%, pendant 1h à 60 mA limitant. Les étapes 

suivantes sont effectuées à température ambiante sous agitation : la membrane est 

bloquée par une incubation de 1h dans 20 mL de tampon TBS, tween 0,1%, BSA 3% ; lavée 

trois fois 5 min avec 20 mL de tampon TBS, Tween 0,1 % ; incubée 1h avec 10 mL d’un 

anticorps de souris anti-pentaHistidine (QIAGEN) dilué au 1/10000 dans du tampon TBS, 

tween 0,1%, BSA 1% ; et lavée trois fois 5 min avec 20 mL de tampon TBS, Tween 0,1 %. 

Les étapes suivantes sont effectuées dans le noir : la membrane est incubée 1h avec 10 
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mL d’un anticorps de chèvre anti-souris couplé à Alexa fluor 680 (Stratagene) dilué au 

1/10000 dans du tampon TBS, tween 0,1%, BSA 1% ; lavée trois fois 5 min avec 20 mL de 

tampon TBS, Tween 0,1 % puis lavée deux fois 5 min avec 20 mL de tampon TBS seul. La 

membrane est enfin révélée à l’aide d’un appareil LiCor Odyssey (BioAgilytix) réglé sur la 

fluorescence de l’Alexa 680. 

 

 - Biohybride  

 Couplage des cofacteurs 

III.1.1 Conditions de couplage 

Tous les couplages sont conduit dans du tampon Na-Phosphate pH 7,75, 150 mM 

NaCl, 4°C sur la nuit. Les cofacteurs sont ajoutés respectivement à la concentration en 

thiols libres déterminée par test d’Ellman (100 µM pour les couplages phen et terpy, 5 µM 

pour les couplages porphyrine). Les cofacteurs sont solubilisés dans du DMSO pour une 

concentration finale dans le milieu réactionnel de 1%, 1% et 10% pour phen, terpy et 

porphyrine respectivement. Les équivalents molaires de cofacteur ajouté sont 1.2, 2 et 5 

pour phen, terpy et porphyrine respectivement.  

III.1.2 Arrêt des couplages 

Les couplages phen et terpy sont stoppés par ajout d’1/20e d’une solution de  10 

mM EDTA, 20 mM DTT suivis d’une injection sur une colonne de tamis moléculaire 

Superdex S75 16/600 (GE Healthcare) préalablement équilibrée avec le tampon MOPS 20 

mM pH 7, 150 mM NaCl chélexé et dégazé. Les couplages porphyrine sont stoppés par 

extraction selon la méthode de Teale modifiée. 

III.1.3 Méthode de Teale modifiée 

 Un volume équivalent de méthyl éthyl cétone (butanone) à 0°C est ajouté aux 

solutions de couplage, le mélange est ensuite agité pendant 30s. Les tubes sont ensuite 

centrifugés 5 min à 5000g à 4°C dans des swing-buckets. La fraction supérieure (butanone) 

est récupérée par succion à l’aide d’une pipette pasteur reliée à une fiole à vide. La 

fraction aqueuse est séparée du culot de protéine et mise à dialyser si nécessaire contre 

du tampon MOPS 20 mM pH 7, 150 mM NaCl. Le culot est resuspendu dans 1/5e du 

volume de couplage avec du tampon MOPS 20 mM pH 7, 150 mM NaCl par agitation 
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douce. Le culot resuspendu est filtré avec un filtre 0,2 µM (Minisart, Sartorius) puis injecté 

sur une colonne de tamis moléculaire équilibrée en tampon MOPS 20 mM pH 7, 150 mM 

NaCl. 

 

 Caractérisation  

III.2.1 Test d'Ellman  

 Les solutions suivantes sont préparées : Tampon d’Ellman : 100 mM tampon 

phosphate sodium pH 8, 1 mM EDTA. Solution de réactif : 4 mg de DTNB (Sigma) pour 1 

mL de tampon (10 mM). Protéine de concentration connue (estimé par l’absorbance à 

280 nm). La lecture d’absorbance à 412 nm est réalisée sur un spectromètre Cary 100 

UV/Vis (Varian) en mode cinétique dans des cuves en quartz de 500 µL. Du tampon 

d’Ellman est tout d’abord utilisé pour effectuer le zero de mesure. La cinétique est lancée, 

5 µL de solution de réactif (concentration finale 100 µM) sont ajoutés et la solution est 

homogénéisée à la pipette pasteur. L’absorbance de base (DObase) est notée, 50 µL de 

solution de protéines sont ajoutés et la solution est homogénéisée avec la même pipette 

pasteur. L’absorbance  est suivie jusqu’à atteindre un plateau (DOsignal). Le calcul de la 

concentration en cystéines libres dans la solution mère se fait grâce à l’équation : 

[𝑻𝒉𝒊𝒐𝒍𝒔](𝑴) =
𝑫𝑶𝒔𝒊𝒈𝒏𝒂𝒍−𝑫𝑶𝒃𝒂𝒔𝒆

𝟏𝟒𝟏𝟓𝟎
× 𝟏𝟎. Le temps écoulé entre l’ajout de la protéine et 

l’apparition de la moitié de l’absorbance au plateau (absorbance de base soustraite) 

représente le t½. 

 

III.2.2 Tamis moléculaire analytique  

 Toutes les expériences de tamis moléculaire ont été menées sur les appareils ÄKTA 

Purifier ou ÄKTA Pure (GE Healthcare) contre le tampon spécifié. Colonne préparative : 

Superdex S75 16/600 (GE Healthcare), débit standard 1 mL/min. Colonne analytique : 

Superdex S75 10/300 (GE Healthcare), débit standard 0,7 mL/min. Pour une analyse 

précise des volumes d’élution et calcul des poids moléculaires apparents, seulement 100 

μL de protéines à 60 μM sont injectés sur la colonne de tamis moléculaire analytique et 

les volumes d’élutions sont comparés à la droite d’étalonnage. La courbe d’étalonnage a 

été effectuée à l’aide de protéines globulaires du kit MWGF-70 (Sigma) en traçant le 

rapport volume d’élution/Volume mort (mesuré avec une solution de Blue Dextran 

présente dans le kit) en fonction du logarithme du poids moléculaire.  
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Figure 165 : Droite d'étalonnage de la colonne de tamis moléculaire analytique. En bleu en ordre 
croissant de LogP : Aprotinin (6,5 kDa) Cytochrome C (12,4 kDa), Anhydrase carbonique (29 kDa), 
Ovalbumine (44 kDa), Albumine (66 kDa). En orange est représenté un dimère A3 (mesuré : 40 kDa, 
théorique : 44 kDa). 

 

III.2.3 Dichroïsme Circulaire  

 Les protéines sont diluées pour une concentration finale de 5 µM de monomère 

et 5 mM de NaCl, dans du tampon phosphate 25 mM pH 7. Les spectres d’ellipticité sont 

mesurés dans des cuves en quartz suprasil de 1 mm de trajet optique sur un appareil J-

810 (Jasco). Le signal du tampon seul est soustrait. Les ellipticités  (en °) sont converties 

en valeurs moyennes par résidu (MRW) par l’équation :  

𝜃𝑀𝑅𝐸  (𝑑𝑒𝑔. 𝑐𝑚2. 𝑑𝑚𝑜𝑙−1) =  
0,1

𝑙 × 𝐶 × 𝑁 × 3298 × 10−6
 

avec l en cm, C en µM, N = nombre de liaisons peptidiques. 

 

III.2.4 Cristallographie  

III.2.4.1 Cristallogénèse  

 Les biohybrides métallés sont concentrés dans du tampon HEPES 20 mM pH 7, 150 

mM NaCl ou MOPS 20 mM pH 7, 150 mM NaCl sont concentrés à hauteur de 20 mg/mL 

et déposés dans des gouttes de 100 nL par la méthode de goutte assise dans des boites 

de kit de cristallographie (Hampton Research) avec un robot de pipetage Cartesian 

Microsys (Proteigen). Les gouttes sont photographiées à intervalles réguliers par un robot 
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Rock Imager 182 (Formulatrix). Les conditions présentant des pistes de cristallisation ont 

été reproduites manuellement. 

III.2.4.2 Analyse  

 Les clichés de diffraction ont été acquis sur les lignes PROXIMA du synchrotron 

SOLEIL ou les lignes ID-23 et ID-29 du synchrotron de l’ESRF. Les clichés sont traités avec 

la suite logicielle XDS.2 Les modèles cristallographiques sont effectués grâce à la suite 

logicielle CCP43 par remplacement moléculaire de la protéine A3 (PDB : 3LTJ) avec le 

programme Phaser4 et affinés grâce aux programmes Refmac5 et Coot6. 

 

III.2.5 Ultracentrifugation analytique  

 Toutes les expériences de vitesse de sédimentation sont effectuées sur une 

ultracentrifugeuse analytique XL (Beckam Coulter) avec un rotor An-50 Ti à 20°C équipé 

d’un système de détection de fluorescence (AVIV Biomedical). Les expériences de vitesse 

de sédimentation sont effectuées dans des pièces centrales en Epon de deux canaux de 

12 mm de trajet optique. La protéine A3 est marquée avec un kit Monolith NT.115 Protein 

Labeling Kit BLUE (Nanotemper Technologies) suivant le guide d’instruction. Les 

échantillons sont préparés par dilution des solutions stock avec du tampon MOPS 20 mM 

pH 7, 150 mM NaCl contenant 0,1 mg/mL d’albumine sérique bovine (BSA). Les 

échantillons contenant entre 1 et 60 nM de protéine sont réalisés par dilution de la 

protéine marquée, contrairement aux solutions dont les concentrations sont plus élevées 

pour lesquelles un mélange de protéine marquée et non marquée est utilisé pour 

atteindre la concentration totale désirée. 400 µL d’échantillon sont centrifugés à 42 000 

RPM (128 297 g). Les profils de sédimentation sont collectés toutes les 5 min et les scans 

sont analysés grâce au logiciel SEDFIT 7. Les distributions c(s) résultantes sont transférées 

dans le logiciel GUSSI 8 en utilisant le mode vitesse de sédimentation isotherme. Pour 

chaque concentration le coefficient de sédimentation moyen pondéré par le signal (sw) 

est calculé par intégration et tracé sur graphique.9 La courbe de sw isotherme est rentrée 

dans le programme SEDPHAT 10 et un modèle monomère-dimère est utilisé pour 

déterminer le KD. La densité et la viscosité du tampon à 20°C a été déterminée par le 

logiciel SEDNTERP (T. Laue, Royal Society of Chemistry, Cambridge). Le volume partiel 

spécifique des variants A3s est prédit en se basant sur la composition en acides aminés 

grâce à ce programme. 
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III.2.6 Spectrométrie de masse MALDI-ToF 

Les échantillons sont dessalés avec une colonne Zeba Spin (ThermoScientific) 

contre un tampon de bicarbonate d’ammonium 10 mM. Les échantillons sont ensuite 

mélangés à différent rations avec une solution d’acétone saturée d’acide sinapinique à 

différent puis mis à évaporer sur une plaque de MALDI. Les échantillons sont analysés par 

MALDI-ToF en mode linéaire positif sur un spectromètre UltrafleXtreme (Bruker 

Daltonique) afin de vérifier la masse de la protéine avec ou sans cofacteur. 

III.2.7 Spectrométrie de masse ICP-MS  

 Le biohybride est métallé dans un tampon MOPS 20 mM pH 7, 150 mM NaCl sur la 

nuit. Le lendemain, l’échantillon est dessalé sur colonne analytique Superdex S75 10/300 

(GE Healthcare) préalablement équilibrés avec un tampon phosphate 10 mM pH 7, 10 mM 

NaCl. Ce tampon a préalablement été traité avec 1g/L de CHELEX 100 (Bio-Rad) pendant 

au moins 30 min, puis filtré sur membrane 0,45 µm et dégazé. Le biohybride est dosé par 

nanodrop 2000 (Thermo). L’échantillon est dilué 1000 fois dans une solution d’acide 

nitrique. Le tampon est traité de la même manière, la valeur de contenu en cuivre du 

tampon étant soustraite à celle de l’échantillon. Les deux échantillons sont analysés sur 

un spectromètre ICP-MS quadripolaire Thermoelectron X7 (ThermoFisher Scientific) et 

comparés à une calibration de Cu(II) encadrant la valeur de concentration des échantillons 

(de 0,5 à 4 ppb) dans la même solution d’acide nitrique. 

III.2.8 Résonnance Paramagnétique Électronique 

Les différents mutants sont métallés avec 1 équiv. de Cu(II) (en rapport avec la 

concentration de monomère) par ajout de 2 µL de solution concentrée de nitrate de cuivre 

dans une solution de protéines à 200 µM de monomère. Après une incubation sur la nuit, 

les protéines sont désallées par tamis moléculaire analytique S75 10/300 (GE Healthcare) 

et concentrés sur vivaspin 5000 kDa MWCO (Sartorius) jusqu’à une concentration de 200 

µM de monomère. 100 µL de solution sont injectés dans un tube RPE et soumis à 5 cycles 

de vide/hélium dans le but de purger l’oxygène des échantillons. Les tubes sont ensuite 

immergés dans un bain d’éthanol fondant et conservés à 80 K avant analyse. Les spectres 

de bande X sont enregistrés sur un spectromètre ELEXSYS 500 (Bruker) équippé avec un 

résonnateur en bande X ER4119HS (Bruker), un cryostat en flux continu ESR 900 (Oxford 

Instrument) et un système de contrôle de température. Les conditions d’acquisition sont : 

T=100 K, MW freq. = 3,38 GHz, MW power = 0,80 mW, MA = 6 G, Mod. Freq. = 100 kHz, 

Gain = 60 db. Les simulations spectrales ont été effectuées grâce au logiciel XSophe. 
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 Catalyse  

III.3.1 Transfert hydrolytique de liaison phosphoester  

III.3.1.1 Étalonnage  

III.3.1.1.1 Courbe pH Nitrophénol  

 Une gamme de mélanges de tampon HEPES 20 mM pH 8, 150 mM NaCl et MES 20 

mM pH 6, 150 mM NaCl est effectuée et le pH résultant mesuré. Une concentration 

connue de 4-nitrophénol (Sigma) est diluée à chacun des pH, la valeur d’absorbance 

mesurée au Cary150 (Varian) est convertie en coefficient d’extinction molaire (M-1.cm-1). 

La courbe résultante est comparée à une courbe calculée à partir des coefficients reportés 

des formes nitrophénol et nitrophénolates (18400 et 200 M-1.cm-1 respectivement) ainsi 

que son pKa de 7,15 à 25°C.11 Les deux courbes étant proches, la courbe théorique a été 

utilisée. 

 

Figure 166 : Courbe bleue : epsilon molaire calculé du paranitrophénol en fonction du pH, courbe 
orange : epsilon molaire mesuré dans le tampon. 

 

III.3.1.1.2 Courbe dose-réponse microplaques  

Le lecteur de microplaques infinite pro (TECAN) n’ayant pas de trajet optique constant il 

a fallu comparer la réponse du lecteur avec une gamme d’aborbance connue, la courbe 

de pH du paranitrophénol a été utilisée. Un volume de 200 µL ou 250 µL de la gamme 
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mesurée au spectrophotomètre Cary150 (Varian) a été déposé dans le lecteur et 

l’absorbance a été mesurée avec un filtre à 405 nm. Les droites de régression sont : 

250 µL : Acary = (Atecan-0,103)*1,3219; R² = 0,9993 

200 µL : Acary = (Atecan-0,103)*1,3219; R² = 0,9987 

III.3.1.1.3 Tampons d’activité 

Les tampons d’activité des expériences de catalyse de Diels-Alder sont préparés à 

base d’un tampon HEPES 20 mM pH 7, 150 mM NaCl agité avec 1 g/L de résine CHELEX100 

(Bio-Rad), ajusté aux pH 6,9 ; 7,3 ; 7,7 et 8,1. Le pH final résultant du mélange du tampon 

d’activité et du tampon de la protéine (HEPES 20 mM pH 7, 150 mM NaCl) est calculé 

mathématiquement considérant un pKa du tampon HEPES de 7,55. 

III.3.1.2 Protocole de catalyse  

 Les protéines non métallées sont transférées dans du tampon HEPES 20 mM pH 7, 

150 mM NaCl par dessalage sur une colonne de tamis moléculaire Superdex S75 10/300 

(GE Healthcare) puis sont portées à une concentration de 50 µM à l’aide d’un 

concentrateur Vivaspin 5 kDa MWCO (Sartorius). Une solution de HPNP est préparée 

extemporanément dans de l’eau milliQ (Millipore) pour une concentration finale de 50 

mM. Une solution de Zn(NO3)2 ou Cu(NO3)2 est également préparée extemporanément 

dans de l’eau milliQ (Millipore) pour une concentration finale de 165 µM. A l’aide d’un 

robot pipeteur de type Tecan Genesis (TECAN), les réactifs sont ajoutées dans des plaques 

96 puits MicroWell Delta Surface (Nunclon) dans cet ordre : 120 µL de tampon d’activité, 

20 µL de solution de Cu(II) ou Zn(II) (ou H2O milliQ pour les témoins sans métal), 60 µL de 

solution de protéine (ou de tampon HEPES 20 mM pH 7, 150 mM NaCl pour les témoins 

sans protéine), 20 µL de solution de HPNP. Les concentrations finales sont : 5 mM de 

HPNP, 16.5 µM de métal, 15 µM de protéine. Les cinétiques sont suivies à 405 nm dans 

un robot Infinite F Pro (TECAN) équipé d’un filtre d’absorbance à 405 nm  10 nm. 

III.3.2 Diels-Alder  

III.3.2.1 Courbe d'étalonnage  

 Une gamme d’un mélange des produits authentiques est diluée dans de 

l’acétonitrile et diluée dans 500 µL de tampon MOPS pH 7, 150 mM NaCl pour des 

concentrations finales allant de 0 à 1 mM, représentant 0 à 100% de rendement théorique 

dans les conditions standard de la réaction de Diels-Alder. L’étalon interne 

diphénylsulfone est dilué dans un volume minimal d’acétonitrile et ajouté dans chaque 

tube pour une concentration finale de 1,87 mM. Le protocole standard d’extraction et 

d’analyse est effectué pour chacune des solutions. L’aire des produits est calculée en 
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termes de pourcentage de l’aire de l’étalon interne. La droite de régression permet de 

déterminer le rendement de la réaction. 

 

Figure 167 : Droite d'étalonnage du produit extrait. Le rendement théorique de la peut être relié 
au rapport de l’aire des produits sur l’aire de l’étalon interne. 

III.3.2.2 Métallation des biohybrides 

 Les protéines sont à une concentration de 100 µM environ dans du tampon MOPS 

20 mM pH 7, 150 mM NaCl. Du nitrate de cuivre (Cu(NO3)2,3H2O) est pesé et dilué dans 

de l’eau distillée pour une concentration de 100xNeq la concentration des biohybrides. 

1/100e de solution de cuivre (II) est ajouté dans les solutions de protéine qui sont 

immédiatement et doucement resuspendues à la pipette. Les biohybrides sont laissés sur 

glace en chambre froide sur la nuit. Pour les conditions avec dessalage  (Neq = 1,5), les 

biohybrides sont injectés sur colonne de tamis moléculaire analytique Superdex S75 

10/300 GL (GE Healthcare) à l’aide d’une machine ÄKTA Purifier ou ÄKTA Pure (GE 

healthcare) contre du tampon MOPS 20 mM pH 7, 150 mM NaCl. 

 

III.3.2.3 Protocole de catalyse  

 Protocole standard, les composants et concentrations et temps sont les suivants, 

sauf indiqués autrement. Les catalyseurs protéiques sont dans le tampon de métallation, 

le cuivre (II) Cu(NO3)2,3H2O est pesé et dilué dans un volume minimal d’eau distillée. Sur 

glace, dans un tube de microcentrifuge 2 mL  (VWR) à fond conique contenant du tampon 

MOPS 20 mM pH 7, 150 mM NaCl (QsP 500µL total) sont ajoutés dans cet ordre : quantité 

variable pour 30 µM de catalyseur (1 équiv.), 5 µL de solution mère acétonitrile de substrat 

diènophile (concentration finale 1 mM azachalcone, 33 équiv. et 1,87 mM étalon interne 

diphénylsulfone) puis 1,4 µL de cyclopentadiène pur fraichement distillé (34 mM, 1133 
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équiv.). Les tubes sont placés dans un agitateur Thermomixer compfort (eppendorf) réglé 

à 4°C, dans une chambre froide pendant 48h. 500 µL d’acétate d’éthyle sont ensuite 

ajoutés, agité vigoureusement 20 fois puis centrifugé dans une centrifugeuse Centrifuge 

5418R (Eppendorf) à vitesse maximum pendant 5 min à 4°C. 400 µL d’acétate d’éthyle 

sont récupérés, la procédure est répétée deux autres fois avec 400 µL d’acétate d’éthyle 

ajoutés. Les extraits sont rassemblés et séchés à l’aide de sulfase de magnésium (MgSO4) 

puis à nouveau centrifugés dans les mêmes conditions. 500 µL sont prélevés et 6 µL sont 

injectés sur colonne HPLC chirale (ODH Chiralpak IC (4,6*250 mm), 5 µm) à un débit de 

0,5 mL/min, mélange n-hexane:isopropanol 99:1, 25°C. Les pics d’étalon interne et des 

produits sont intégrés à une longueur d’onde de 270nm, le substrat est intégré à une 

longueur d’onde de 300nm. 

III.3.3 Oxydation du TMB  

Les réactifs sont préparés extemporanément. Le réactif TMB est dissout dans de l’eau 

distillée pour une concentration finale de 5 mM. Une solution de H2O2 stock à 11,6 M 

(Sigma) est diluée dans de l’eau distilée pour une concentration finale de 5 mM. Les 

protéines sont transférées dans du tampon phosphate 10 mM pH 7, 0 mM NaCl avec une 

colonne de desalage ZebaSpin (ThermoFisher Scientific). Les protéines et substrats sont 

ajoutés dans des plaques 96 puits MicroWell DeltaSurface (Nunclon) pour une 

concentration finale de : 5 µM de A3sA3Y26TPPMn ; 0, 5 ou 25 µM de α2 ; 250 µM de 

substrat TMB ; 250 µM de H2O2. Les cinétiues sont suivies grâce à un robot Infinite M Pro 

(TECAN) réglé sur 652 nm  10 nm. La quantité de substrat produit est calculée grâce à 

l’absorbance du complexe de transfert de charge à 652 nm (39 000 M-1.cm-1), 

l’absorbance étant convertie grâce à la courbe de dose-réponse calculée avec le para-

nitrophénol (III.3.1.1.2) selon l’équation : 

Acary = (Atecan-Atampon)*1,3219 
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 - Bio-informatique  

 Représentations moléculaires  

 Toutes les inspections représentations moléculaires de protéines ont été menées 

sur le logiciel PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.7.5 Schrödinger, 

LLC.) Les représentations moléculaires des structures cristallographiques des petites 

molécules ont été faites à l’aide du logiciel Mercury12 Les formules chimiques sont 

dessinées avec le logiciel ChemDraw (Perkin Elmer). 

 

 Modélisation de docking moléculaire  

 Le docking moléculaire a été effectué avec le logiciel AutoDock Vina13 suivant une 

procédure standard. Les structures utilisées de la protéine A3 (PDB : 3LTM) et de la 

porphyrine TMPyP (CCDC : JOGCOX) ont été débarrassées des molécules d’eau et de l’ion 

métallique. Les liaisons aux positions meso de la porphyrine ont été laissées libres de 

rotation. La zone d’analyse a été soit limitée à la crevasse, soit étendue à la protéine 

entière. Énergie de liaison mesurée pour le site de fixation dans la poche : -7,5 kcal/mol. 

Énergie de liaison mesurée pour le site extérieur : -9 kcal/mol. 

 

 PDB-Mining des protéines binucléaires à zinc  

 Toutes les structures de protéines contenant du zinc disponibles sur la Protéine 

Data Bank ont été téléchargées (8921 structures au total en 2014). Dans le but d’éliminer 

le biais dû aux multiples structures de protéines trop proches, les protéines ayant plus de 

90% d’homologie de séquence ont été regroupées grâce à l’algorithme blastclust. La 

première protéine de chacun de ces groupes a alors été utilisée comme protéine 

représentante du groupe (3215 protéines au total). A l’aide d’un script PERL, toutes ces 

structures ont été analysées et la position des différents atomes de zinc présent a été 

relevée. Quand le fichier contenait différents modèles structuraux, seul le premier modèle 

était pris en compte. Les distances entre les différents zincs (quand il y en avait plus d’un) 

ont été mesurées et seule la plus petite distance a été retenue si elle était inférieure à 10 

Å (264 protéines au total). Les enzymes ont été identifiées grâce au numéro EC présent 

dans le fichier de structure, les protéines ne présentant pas cette information ont été 

considérées comme non catalytiques bien que de faux négatifs aient été observés (total : 

120 enzymes, 144 autres).
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 - La protéine αRep A3 : une architecture 

prometteuse pour la génération de nouveaux 

biocatalyseurs hybrides. 

 L’étude sur les variants fonctionnalisés protéine A3s présentée dans cette thèse 

nous a permis de prouver que l’architecture de la protéine A3 était suffisamment rigide 

pour accepter la modification des acides aminés variables en un résidu NPH sans affecter 

sa structure tertiaire. L’étude de l’activité catalytique pour la réaction de Diels-Alder entre 

l’azachalcone et le cyclopentadiène a permis de déduire que le biohybride A3sF119NPH 

contenant du Cu (II) catalysait cette réaction de manière énantiosélective, présentant un 

excès énantiomérique de la forme endo jusqu’à 60%, faisant de ce biohybride un des 

catalyseurs les plus sélectifs pour cette réaction à ce jour. En approfondissant l’étude de 

ce catalyseur, les différentes données de RPE, ICP-MS et catalyse nous ont permis de 

proposer que le centre catalytique pouvait être un complexe bis-phénanthroline de cuivre 

(II). Par ailleurs, les différentes études structurales nous ont montré que la structure 

quaternaire du dimère pouvait être modifiée par la présence du complexe, compliquant 

la rationalisation de l’ingénierie de ce type de biohybride.  

L’étude de la protéine bi-domaine A3sA3 fonctionnalisée avec des ligands terpyridine et 

phénanthroline nous a permis d’atteindre des énantiosélectivités pour la réaction de 

Diels-Alder d’environ 20 % avec les protéines A3sA3F119Tpy et A3sA3Y26NPH. 

L’utilisation de ces protéines comportant cette fois un seul complexe métallique, nous 

semblait une approche prometteuse, car dans ces nouveaux biohybrides, la cavité 

devenait totalement asymétrique. Or, les résultats plutôt décevants en terme 

d’énantiosélectivité, ont montré des rendements plus élevés que pour les biohybrides 

dimériques et bi-fonctionnalisés. A posteriori, au vu des résultats de cristallographie, nous 

pouvons interpréter les résultats obtenus en termes d’encombrement stérique au sein de 

la crevasse: une seule cystéine fonctionnalisée dans la cavité permettrait un meilleur 

accès aux substrats et produits de la réaction, conduisant un meilleur rendement ; par 

contre, le complexe métallique unique au sein de cette crevasse serait également plus 

mobile, ce qui induirait un environnement moyen isotrope et réduirait 

l’énantiosélectivité. 

De manière intéressante, l’utilisation de ligands différents à la même position induit des 

sélectivités différentes, que nous n’avons cependant pas pu clairement rationnaliser. Au 

vu de la structure, la présence de chaines latérales pouvant entrainer une plus grande 

stabilisation conformationnelle du complexe au sein de la crevasse, soit complétant la 

sphère de coordination du métal, soit en favorisant des interactions avec le ligand. La taille 
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et la rigidité du bras utilisé pour le greffage du ligand pourraient également être un 

déterminant de cette sélectivité. L’ensemble de ces observations confirme l’utilité de 

tester différents complexes pour obtenir des sélectivités différentes.  
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 - Plasticité du dimère et dynamique entre 

les sous-unités 

 La première partie de l’étude nous a enseigné que le dimère A3, tout en présentant 

une grande stabilité et conservant une structure dimérique, pouvait donner lieu à un 

glissement entre les deux monomères. La mobilité des deux sous-unités nécessite d’être 

analysée. 

La particularité de la protéine A3 est qu’il s’agit d’un dimère fortuit : cette protéine n’a 

pas été sélectionnée par l’évolution (naturelle ou dirigée) pour présenter cette aptitude à 

dimériser. Il est probable que l’instabilité du dimère découle de cette caractéristique 

propre à la protéine A3. En effet les études bio-informatiques indiquaient que la ceinture 

hydrophobe était la principale source de l’énergie de dimérisation, les liaisons hydrogène 

entre les modules terminaux étant labiles. Bien qu’étant de facto source d’une grande 

affinité (constante de dissociation de l’ordre de 40 nM pour le dimère A3), ces interactions 

sont peu spécifiques. De plus, cette ceinture hydrophobe est située sur la « tranche » de 

la protéine, sans complémentarité de forme particulière. Les interfaces des complexes de 

protéines naturelles sont, elles, généralement sélectionnées pour être complémentaires 
1. Par exemple, le régulateur de transcription LmrR, dimère utilisé par l’équipe de Roelfes 

pour la création d’une Diels-Alderase par couplage covalent de phénanthrolines de cuivre, 

présente une grande complémentarité de forme par entrelacement des hélices α (figure 

168). A première vue, ces différents points (complémentarité, type d’interactions, 

dimérisation fortuite) peuvent expliquer le manque de spécificité de l’interaction. Des 

études expérimentales ont également été menées pour tenter de comprendre les 

déterminants de cette dimérisation. 
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Figure 168 : Structure cristallographique du régulateur de la transcription LmrR (PDB : 3F8F), 
protéine dimérique utilisée par le groupe de Roelfes pour la création d'une Diels-Alderase 
artificielle. On remarque une grande complémentarité des deux interfaces, où la grande hélice α 
de chaque monomère s’enchasse entre deux hélices α du partenaire. 

Deux protéines dérivées de l’αRep A3 ont été récemment créées pour tenter de 

déterminer expérimentalement les déterminants de dimérisation : (i) La protéine A3-

noCeinture est un variant de la protéine A3 où les acides aminés de la ceinture 

hydrophobe ont été remplacés par de petits aminés. Cette protéine ne pourrait a priori 

former un dimère qu’uniquement par le biais d’interactions entre les modules terminaux. 

(ii) La protéine A3-noCap est un variant de la protéine A3 où le module C-terminal (C-

noCap) a été retiré. Le quatrième module variable de cette dernière protéine, devenant 

de fait le nouveau C-noCap, a été modifié dans la composition en acides aminés de sa face 

nouvellement exposée (exoface) afin de la rendre plus hydrophile et donc limiter 

l’agrégation. 

Les résultats préliminaires obtenus avec ces deux nouvelles protéines montrent que les 

deux protéines présentent un volume d’élution sur tamis moléculaire analytique 

correspondant à celui d’un dimère, elles semblent donc toutes deux capables de dimériser 

en solution. Des expériences d’ultracentrifugation analytique effectuées sur la protéine 

A3-noCap semblent indiquer une affinité encore plus grande entre les deux sous unités 

comparé au dimère sauvage. Deux hypothèses peuvent être émises à la vue de ces 

résultats surprenants. (i) L’interaction entre les modules terminaux peut finalement être 

aussi un déterminant de la dimérisation et (ii) l’affinité accrue du dimère A3-noCap sous-

entendrait que la présence des modules terminaux serait aussi une gêne pour la 

dimérisation induite par la ceinture hydrophobe, en effet la courbure de la protéine et sa 

rigidité tendent à l’éloignement des acides aminés de cette dernière. Cependant, 
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connaissant à présent la capacité du dimère à adopter des conformations inattendues, il 

est nécessaire d’attendre des informations structurales pour les deux variants pour 

pouvoir confirmer ces hypothèses.  

Bien que partiels, ces résultats appuient l’hypothèse selon laquelle les interfaces du 

dimère de la protéine A3 ne sont pas aussi complémentaires que pour une protéine 

dimérique issue d’une sélection naturelle ou artificielle. 

L’étude structurale de la protéine A3sA3F119NPH indique que la protéine bi-domaine ne 

présente pas de phénomène de glissement. Cette approche semble la plus prometteuse 

pour la création d’une banque basée sur l’architecture αRep pour l’évolution dirigée de 

catalyseurs biohybrides énantiosélectifs. 

Il est néanmoins toujours possible que la protéine puisse conduire soit à un glissement de 

domaine comme vu sur notre biohybride (partie I des résultats), soit à une ouverture 

complète de la protéine conduisant à un échange de domaines, comme il a été suspecté 

lors du couplage d’une porphyrine dans la dernière partie des résultats. Plusieurs 

solutions (additives) présentées sur la figure 169 sont alors envisageables pour tenter de 

réduire au maximum le glissement des sous-unités et maintenir la chimère dans une 

conformation fermée présentant une crevasse adéquate pour de la catalyse enzymatique. 
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Figure 169 : Bien que la stabilité du dimère soit accrue grâce à l’ajout d’un linker, il n’est pas exclu 
que l’ajout d’un ou plusieurs complexes au sein de la crevasse mènent à un glissement ou un 
échange de domaines. Trois solutions sont possibles : la maturation d’affinité pour augmenter la 
stabilité et la spécificité du dimère, la diminution ou la rigidification du linker pour diminuer les 
mouvements, ou la synthèse de protéine circulaire à l’aide de la « split-intein », d’un pont disulfure 
ou de chimie click. Les trois solutions sont additives. 

 

La première solution pour pallier à l’instabilité du dimère serait d’augmenter l’affinité 

entre les sous-unités et la spécificité de la dimérisation par des méthodes de sélection. La 

maturation d’affinité d’anticorps par des méthodes de bio-panning telle que le phage 

display ont déjà été mis en œuvre avec succès2 et pourraient être utilisée en concevant 

une banque de protéine αRep basée sur le monomère A3 et dirigée contre A3. Une telle 

sélection a déjà été effectuée avec la banque αRep 1.0 a déjà permis de sélectionner la 

protéine α2 comme vu dans le dernier chapitre de cette thèse. Cette méthode présente 

cependant le risque de sélectionner des αRep reconnaissant la protéine avec une 

orientation différente, par exemple de manière perpendiculaire, faisant alors disparaitre 

la crevasse. 

Une deuxième solution serait de rigidifier la région charnière qu’est le linker. La structure 

cristallographique de la protéine A3sA3 nous a en effet enseigné que ce linker était 

flexible, ce qui était attendu pour ce type de séquence ((GS4)2).3 Un linker plus petit ou 
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plus rigide (par exemple structuré en hélice α) pourrait alors limiter ou éliminer le 

phénomène de glissement de domaine.3,4 L’échange de domaines pourrait cependant 

toujours avoir lieu, notamment lors de l’utilisation de méthodes d’extraction 

déstabilisantes comme l’utilisation de la butanone lors du greffage de ligands de type 

porphyrinique. 

Une dernière solution consisterait à créer une protéine circulaire par liaison covalente des 

deux extrémités. La présence de deux linkers empêcherait alors toute possibilité 

d’échange de domaines et augmenterait la stabilité de la protéine. Plusieurs options sont 

possibles pour arriver à cette fin : Un pont disulfure est la solution la plus simple à mettre 

en place, la protéine serait cependant sensible au pouvoir réducteur du milieu 

(intracellulaire ou réactionnel). L’utilisation de la chimie click à l’aide d’acides aminés non 

naturels tels que le couple azoture/cyclooctyne, décrites dans la dernière partie de 

l’introduction, peut permettre d’effectuer une liaison covalente dans un milieu complexe 

tel que le cytosol. Cela nécessiterait cependant l’utilisation de deux codons non naturels. 

Dans ces deux cas un choix devrait être fait entre le type de chimie utilisée pour 

circulariser la protéine et pour effectuer le lien covalent avec le cofacteur métallique. 

Enfin, la dernière solution serait l’utilisation de la « split-intein » et de la méthode 

SICLOPPS (« Split Intein Circular Ligation Of Peptides and Proteins », figure 170) ou 

dérivés.5 Les intéines sont des enzymes catalysant le réarrangement de leur propre liaison 

peptidique. Elles sont constituées dans leur forme naturelle d’un domaine catalytique 

entouré de deux autres chaines peptidiques (appelées « extéines ») séparées par un 

peptide signal. Le domaine catalytique effectue sa propre excision puis la reformation de 

la chaine polypeptidique au niveau de la séquence spécifique. Il a été remarqué que le 

domaine catalytique pouvait être couplé en deux parties N et C terminales (d’où le terme 

« split-intein »). Les deux parties N et C terminales peuvent ainsi être placées autour d’une 

séquence polypeptidique (telle que A3) et ainsi catalyser la circularisation de la protéine. 
5 Cette méthode a été utilisée avec succès pour la cyclisation de plusieurs protéines et 

enzymes, augmentant leur thermostabilité ainsi que leur résistance à l’agrégation. 6,7 
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Figure 170 : Méthode SICLOPPS utilisant les split-intein. La protéine à circulariser (ici A3sA3) est 
placée entre les deux fragments de l’intéine, séparés par deux séquences spécifiques (AsnSer ou 
AsnCys en amont et Cys en aval). Une fois synthétisée l’intéine peut se reconstituer en solution et 
catalyser le réarrangement de la chaine peptidique. Un transfert acyl N-vers-S au niveau du 
fragment amont de la protéine cible produit un thioester, qui effectue une transestérification avec 
la chaine latérale nucléophile de l’acide aminé Serine ou Cystéine (Z = O ou S) pour former un 
intermédiaire en forme de lasso (par analogie à la procédure d’épissage génétique). Le résidu 
asparagine est ensuite clivé libérant la protéine cyclisée sous forme de lactone qui bascule enfin 
vers la forme lactame in vivo. 
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 - Poursuite du projet 

 Vers une stratégie d’évolution dirigée basée sur A3sA3 

 Cette étude permet d’envisager concernant la création d’une banque de protéines 

pour l’évolution dirigée du bi-domaine αRep A3sA3 ? Différentes stratégies peuvent être 

mises en place, qui sont discutées ici. Le but de cette thèse était d’étudier les possibilités 

de création d’un catalyseur biohybride à base de la protéine αRep A3. Le principe des 

protéines biohybrides étant d’adapter la poche de la protéine pour fixer et orienter 

spécifiquement le substrat relativement au métal, il faut maintenant étudier une stratégie 

afin de faire varier la poche de la protéine A3sA3. Deux stratégies sont rendues possibles 

avec les αRep : la création d’une banque de grande taille ou de petite taille. 

III.1.1 Création d’une banque de grande taille 

Le grand avantage des protéines αRep est la facilité avec laquelle de grandes banques de 

protéines peuvent être créées, par la polymérisation de micro-gènes dégénérés codant 

chacun un motif. Ainsi les banques αRep contiennent communément plus de 109 

protéines différentes. La protéine A3sA3 est cependant un peu différente, car une 

position doit nécessairement être laissée intacte pour le greffage ciblé d’un cofacteur. Il 

est alors nécessaire d’utiliser la combinaison de deux stratégies.  

Prenant avantage du caractère non répété du gène A3s, il est possible de modifier les 

positions variables de ce gène de manière spécifique grâce aux techniques de mutagénèse 

dirigée. Ce faisant, une petite banque de gènes A3s peut être créée, sans risquer de 

modifier la position sélectionnée pour le greffage du cofacteur.  

Le gène A3 codant l’autre domaine de la protéine peut, lui, être complètement re-

synthétisé grâce à la méthode utilisée pour concevoir la banque αRep avec un schéma de 

mutagénèse spécifique, créant très efficacement une banque de très grande taille.8 Une 

méthode plus simple bien que moins efficace serait d’importer les séquences depuis une 

banque déjà existante (la banque des gènes à 4 motifs depuis la banque 1.0 par exemple). 

On peut résumer la création d’une banque de grande taille contenant un acide aminé 

prévu pour le greffage d’un cofacteur avec la figure 171. 
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Figure 171 : Stratégies de création d'une banque de crevasses basée sur la protéine αRep A3sA3 
en conservant une position spécifique pour le greffage d’un cofacteur métallique. A. 1. Le gène A3s 
est muté par la méthode QuikChange afin de randomiser sélectivement certaines positions de la 
crevasse tout en gardant la ceinture hydrophobe et la position choisie pour le greffage du cofacteur 
métallique. 2. La portion contenant le gène A3 est excisé par digestion enzymatique. 3. Les gènes 
d’une banque αRep contenant 4 motifs internes sont insérés au sein du vecteur A3sA3 à la place 
du gène A3 d’origine. Le gène A3sA3 est entouré de la split-intein pour circulariser la protéine après 
expression. B. Modification de la stratégie classique des banques αRep où le gène A3s est présent 
en amont de l’insertion des microgènes. Seuls les gènes contenant 4 microgènes insérés sont 
sélectionnés sur gel d’agarose. 
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III.1.2 Création d’une banque de petite taille 

Cette banque de grande taille est utile si un système de crible haut débit est possible. 

Dans le cas où la méthode de criblage ne permet que de tester qu’un faible nombre de 

variants, une stratégie entièrement basée sur la mutagénèse dirigée peut être effectuée, 

en utilisant deux gènes A3s dé-répétés. Ainsi, des stratégies de type CAST ou ISM, décrite 

dans l’introduction, sont possibles. 

 

Figure 172 : Stratégie de création d'une banque de petite taille basée sur A3sA3. L’utilisation de 
deux gènes dé-répétés A3s et A3s’ permet d’introduire des mutations à certaines positions très 
spécifiques, permettant une stratégie CAST ou ISM. 

Ces considérations prises en compte, il faut à présent se pencher sur le problème qu’est 

le greffage du cofacteur métallique. En effet pour permettre un criblage à grande échelle, 

l’association entre protéine et cofacteur doit se produire dans des conditions les plus 

simples possibles car il n’est pas possible d’envisager de longues étapes de purification. 

Deux stratégies sont alors possibles. 

III.1.3  Stratégies de liaison du cofacteur 

La première option est une liaison par chimie bio-orthogonale (« click ») présentée dans 

l’introduction. La chimie bio-orthogonale permet un couplage covalent dans un milieu très 

complexe tel que le cytosol d’une cellule, les groupements fonctionnels communément 

employés étant le couple azoture/cyclooctyne car ils ne nécessitent pas de catalyseur au 

cuivre I (figure 173). 9  Le triplet codant la cystéine employé dans cette étude peut être 

modifié en codon de type ambre transcrit en un acide aminé « click » par une souche 

bactérienne modifiée. Ainsi il est possible d’effectuer le couplage sans étape de 

purification, alors que les ligands possédant un bras haloacétamide fonctionnaliseraient 

tous les nucléophiles forts. Il faut cependant prendre en compte qu’une solution 
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complexe inclut également des traces d’ions métalliques en solution. Il est alors 

nécessaire soit de clarifier la solution par une étape d’immobilisation en microplaque 

(comme utilisé par l’équipe de Ward avec des billes biotinylées 10) à l’aide d’un marquage 

par biotine par exemple, soit d’utiliser un ligand préalablement métallé. 

 

Figure 173 : Stratégie de couplage d'un cofacteur métallique par acide aminé « click ». 1. La 
protéine est produite dans une bactérie possédant le système orthogonal pour l’insertion d’un 
acide aminé de type azoture. 2. Le cofacteur est couplé covalemment à l’aide d’un groupement 
cyclooctyne (selon 9). 

 

La deuxième option repose également sur des acides aminés non naturels. Pour 

s’affranchir de la phase de couplage, l’utilisation d’un acide aminé chélatant directement 

les métaux de transition tel que l’acide aminé bipyridine-alanine utilisé avec succès par 

l’équipe de Roelfes11 peut être une solution satisfaisante. La bipyridine étant un ligand 

bidenté peu spécifique à l’instar de la phénanthroline, il est également nécessaire de 

prendre en compte la contamination par des traces de métaux. Dans l’étude citée ci-

dessus, une étape de purification était effectuée. Une immobilisation en microplaque 

peut également être envisagée après biotinylation comme évoqué ci-dessus. 

III.1.4 Méthodes de criblage 

La réussite de toute approche d’évolution dirigée repose sur la mise au point d’une 

méthode de criblage robuste et simple à mettre en œuvre. Le choix d’une méthode de 

criblage appropriée dépend de deux critères. Le premier est la possibilité de couplage et 

catalyse dans un milieu plus ou moins complexe. Comme évoqué ci-dessus, si le système 

étudié est sensible aux traces de contaminations de métaux de transition il est alors 

nécessaire de passer par une étape d’immobilisation en microplaque, après expression de 

la protéine dans le surnageant de culture. Si le système est plus robuste, il est alors 



Chapitre III - Poursuite du projet 

273 
 

possible d’envisager une expression périplasmique comme récemment proposé par Ward 
12 et ainsi bénéficier du lien génotype-phénotype offert par la bactérie (voir figure 174).  

 

Figure 174 : Stratégie d'évolution dirigée d'un biohybride proposée par Ward, avec expression 
périplasmique de la banque de protéines. Cette stratégie est adaptable à l’évolution d’un 
biohybride avec ligand lié covalemment à l’aide de chimie click 

Le deuxième critère dans la mise au point d’une méthode de criblage, et encore 

aujourd’hui le critère limitant, est celui de la disponibilité d’une méthode de suivi de la 

réaction. Comme abordé dans le premier chapitre de l’introduction, les substrats 

fluorogènes ou chromogènes sont les plus adaptés à un criblage haut débit. Le suivi peut 

alors se faire en microplaque avec robot de lecture, ou la mise en place d’un système 

microfluidique avec méthode de tri peut être envisagé, permettant un criblage très haut 

débit d’une banque de variants. Dans ce cas, une grande banque de protéine pourra être 

employée. 

Si l’énantiosélectivité est le critère de sélection, il n’est pas possible de discriminer par 

fluorescence ou absorption. Les méthodes de criblage associées sont donc plus bas débit, 



Partie D - Conclusion  

 

274 
 

avec la spectrométrie de masse (si possible) et les techniques de chromatographie 

gazeuse ou liquide. Dans ce cas, une petite banque de protéine devra être employée. 

La méthode de criblage est donc le dernier frein technologique à la mise en place d’un 

système d’évolution dirigée à grande échelle. 

Est-il cependant nécessaire de cribler une banque très grande pour obtenir de hauts 

rendements et énantiosélectivités ? L’équipe de John F. Hartwig, poursuivant les travaux 

sur les protéines à porphyrine d’iridium abordés dans l’introduction13, tend à prouver le 

contraire. Cette équipe a très récemment publié les résultats d’une étude d’évolution 

dirigée d’un variant de cytochrome P450 de S. solfataricus (une archée 

hyperthermophile), et notamment un variant catalysant l’insertion de carbène 

intramoléculaire au sein de liaison C-H non activée avec 98% d’excès énantiométique et 

des paramètres cinétiques équivalents à ceux d’une enzyme naturelle (kcat = 45,8 min-1, 

kcat/KM= 269 min-1.mM-1).14 Ce variant a été découvert après un crible en plaque suivi 

d’extraction manuelle des produits et analyse en chromatographie gazeuse de 

« seulement » 162 mutants.  

La construction de banques de grande taille pour la création de catalyseurs biohybrides 

est-elle une vaine croisade ? La réponse est sans doute au cas-par-cas. L’exemple des 

travaux de l’équipe d’Hartwig est très encourageante mais reste pour le moment encore 

une exception, de plus la haute réactivité de la porphyrine d’iridium est également 

responsable de la grande efficacité de catalyse.13 L’utilisation de métaux non nobles et 

accessibles en grande quantité est un enjeu important dans la chimie catalytique. 

Développer des réactions avec des complexes moins efficaces nécessitera donc une 

activation plus poussée du substrat par la protéine, alors une possibilité d’évolution 

dirigée à grande échelle sera indispensable. 
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 Utilisation des αRep pour une autre stratégie : la liaison directe du métal 

Cette thèse s’est axée sur l’utilisation des αRep dans la stratégie du couplage 

covalent d’un complexe métallique de synthèse. Nous avons cependant également 

envisagé un autre type d’approche qu’est la complexation directe du métal par les chaines 

latérales des acides aminés.   

Nous avons vu dans l’introduction que l’ingénierie d’un nouveau site de fixation d’un 

métal au sein d’une protéine pouvait se révéler particulièrement complexe, et qu’il est 

avantageux de prendre exemple sur une protéine homologue possédant déjà une affinité 

pour un métal de transition. Or il existe une protéine homologue aux αRep et aux 

propriétés particulièrement intéressantes : la DesOxyHypusine Hydroxylase (DOHH). 

L’analyse de la séquence de cette protéine indique qu’il s’agit d’une protéine à motifs 

répétés de type PBS-HEAT repeat, tout comme les protéines αRep. Les informations 

structurales de cette protéine au moment où nous avons commencé à nous y intéresser 

étaient peu précises car aucune structure cristallographique n’existait. Il était cependant 

proposé par différentes approches que cette protéine était sous la forme d’un bi-

domaine, et formait en son sein un centre bi-nucléaire 1,2µ-perroxo Fe (III)15, semblable 

à celui de la méthane monooxygénase hydroxylase soluble (sMMOH). Cet intermédiaire 

formé, reconnaissable à sa couleur bleue, est stable plusieurs heures même à 

température ambiante chez la DOHH, ce qui est unique.15 

 

Figure 175 : Structure du coeur bi-Fe(III) µ-1,2 peroxo de la DOHH, l'oxygène pontant provient d'une 
molécule d'eau. 

Comme son nom l’indique, cette protéine catalyse l’hydroxylation de l’hypusine, un acide 

aminé issu de la modification d’une lysine par une spermidine par la DesoxyHypusine 

Synthase. Cette protéine catalyse donc une hydroxylation extrêmement regio-sélective 

d’une chaine carbonée saturée.  

Il semble tout à fait intéressant de combiner la robustesse et la capacité d’évolution des 

αRep avec le cœur catalytique de la DOHH. J’ai au cours de ma thèse tenté d’obtenir la 

structure de cette protéine. Sachant que dans plusieurs cas, des αRep ont permis 

d’obtenir des structure cristallographiques des protéines difficiles à cristalliser, un 
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partenaire protéique αRep a pour cela été sélectionné contre la DOHH humaine par un 

crible utilisant une complémentation fonctionnelle dans les bactéries (PCA) afin de servir 

de partenaire de cristallisation. Cependant, la structure a été publiée entre-temps.16 

La structure confirme que la protéine est effectivement une protéine à deux domaines de 

type HEAT repeat, une superposition avec les modules d’A3 montre la très forte 

ressemblance entre les deux protéines (figure 176). 

Le but serait alors de modifier une αRep pour y insérer le même site de coordination de 

la DOHH. Deux stratégies sont possibles : la modification progressive de la DOHH vers des 

séquences consensus des αRep, ou la modification des chaines variables d’une αRep afin 

de présenter le même site de coordination du métal. Il faut pour cela concevoir une αRep 

faite de deux domaines à 4 motifs avec le même linker, ayant les mêmes résidus aux 

positions variables que la DOHH. Il serait alors intéressant d’observer si la géométrie des 

deux domaines est équivalente. Une telle étude pourrait engendrer de nouvelles 

connaissances concernant les deux protéines : d’une part apporter des informations sur 

les facteurs responsables de la dimérisation des αRep et de leur potentielle aptitude à 

fixer de manière directe les métaux de transition. D’autre part, la protéine DOHH étant 

une protéine peu commode (agrégation aux hautes concentrations, faible stabilité 

thermique), l’utilisation de l’architecture stable des αRep permettrait de comprendre plus 

en détail cette protéine. 
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Figure 176 : A. Structure cristallographique de la DOHH humaine. On peut observer les deux ions 
Fe (III) coordonnés par deux histidines et un glutamate chacun, avec un ligand µ-1,2 peroxo 
pontant entre les deux (selon 16). B. Superposition d’un domaine de la hBOHH (bleu) avec les 4 
modules de la protiéine A3, on peut constater la très forte similitude entre les deux structures, 
toutes deux appartenant à la famille des protéines HEAT repeat. 
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Figure 177 : Stratégie de photosensibilisation de cellules spécifiques par l’utilisation d’un catalyseur 
commutable. L’αRep orange est un variant dirigé contre une protéine surexprimée par une cellule 
en particulier. En absence du partenaire protéique, le couple d’αRep piège la porphyrine, la 
solubilise et la protège de l’oxydation. L’association de l’αRep avec le partenaire protéique ouvre 
la crevasse et libère la porphyrine qui peut alors catalyser des réactions, comme par exemple la 
production d’espèces réactives d’oxygène dans le cas de la destruction d’une cellule. 
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 Utilisation d’un catalyseur commutable 

Le greffage covalent d’une porphyrien de type Mn(III)TPP au sein de la crevasse du 

variant A3sA3Y26C a permis d’observer un effet d’encapsulation de la porphyrine par la 

protéine. Cette encapsulation protège la porphyrine des attaques oxydatives, mais inhibe 

dans le même temps sa réactivité. L’ouverture de la chimère par l’utilisation d’un 

partenaire protéique du domaine non modifié a permis de recouvrer son activité 

catalytique. Ces résultats préliminaires semblent indiquer que ce biohybride pourrait 

devenir la première métalloenzyme artificielle commutable par interaction protéique 

connue à ce jour. 

Ces travaux ouvrent un nouveau champ d’application dans le domaine de la biologie 

cellulaire, à visée thérapeutique : un autre aspect de notre approche consisterait à 

exploiter la capacité de la protéine bi-domaine à s’ouvrir et à libérer une activité 

catalytique de manière commutable par l’ajout d’un partenaire protéique. Des travaux 

effectués par Corentin Léger, un autre doctorant du laboratoire, semblent montrer une 

tendance générale des αRep à adopter une forme fermée si elles sont liées par un linker. 

La protéine ne s’ouvrirait donc qu’en cas d’interaction avec un partenaire, comme il est 

visible avec A3sA3 greffé avec la porphyrine. Dans la chimère A3sA3, le domaine A3 peut 

alors être remplacé par une autre αRep reconnaissant une protéine spécifique, il est très 

probable que le phénomène d’encapsulation s’opère également. L’activité de la 

porphyrine pourra donc être révélée uniquement en présence du partenaire protéique, 

surexprimé à la surface d’une cellule cancéreuse par exemple (figure 177). La 

tétraphénylporphyrine (TPP) peut effectivement être utilisée dans des traitements 

anticancéreux par thérapie photodynamique, la ZnTPP provoquant la libération de dérivés 

réactifs de l’oxygène tels que l’oxygène singulet après irradiation.17,18 

Pour conclure, les protéines αRep, qui avaient déjà démontré leur efficacité 

comme protéines alternatives aux anticorps et partenaires de cristallisation 19–22 sont 

également une architecture robuste et versatile ouvrant tout un panel de possibilités pour 

l’ingénierie de nouvelles métalloenzymes artificielles. Les avantages et limites du dimère 

αRep-A3 ont pu être appréciés au cours de cette thèse, les nouvelles perspectives de 

création d’une banque pour l’évolution dirigée d’un catalyseur biohybride sont 

maintenant à portée de main. 
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Résumé : Le développement d’une nouvelle génération de catalyseurs dits biohybrides est basé sur 

l’association d’un complexe métallique et d’une protéine. D’un côté, le complexe métallique est responsable de 

l’activité catalytique ; de l’autre côté, la protéine protège le complexe métallique vis-à-vis de la dégradation en 

milieu aqueux et fournit également un environnement chiral propice à une catalyse énantiosélective. Ces 

catalyseurs fonctionnant de manière sélective en milieu aqueux s’inscrivent tout à fait dans les préceptes de la 

chimie verte. 

Une nouvelle famille de protéines artificielles, nommée αRep, a été récemment décrite. Toutes les protéines de 

la bibliothèque αRep présentent le même repliement en solénoïde incurvé, mais diffèrent à la fois en taille 

(nombre de motifs répétés) et dans la nature de 5 acides aminés par motif répété. Une surface variable est ainsi 

générée sur la surface concave du solénoïde. Ces protéines sont extrêmement stables et modifiables. La 

modularité de ces protéines ouvre la voie à un panel varié d’ingénierie des protéines, notamment la conception 

de catalyseurs artificiels. Au sein de la bibliothèque αRep, le variant αRep-A3 est une protéine homodimérique 

pour laquelle les surfaces concaves de chaque monomère génèrent une crevasse. Les résidus formant cette 

crevasse peuvent être modifiés sans affecter la structure tridimensionnelle de la protéine. Le but de cette thèse a 

été d’évaluer la capacité de la protéine αRep-A3 à procurer une architecture rigide pour l’incorporation de 

complexes de métaux de transition. Pour cela, différents ligands de métaux de transition (phénanthroline, 

terpyridine, porphyrine) ont été couplés covalemment à des variants de αRep-A3 à différentes positions. Des 

résultats encourageants concernant la réaction de Diels-Alder entre azachalcone et cyclopentadiène (60% ee) 

suggèrent que ce type d’architecture pourrait fournir une base intéressante pour la création de nouvelles classes 

de métalloenzymes entièrement artificielles. Des pistes pour l’amélioration des catalyseurs basés sur les αRep 

par des méthodes d’évolution dirigée sont alors avancées sur la base de ces résultats. 
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Abstract : The development of a new generation of so-called biohybrid catalysts is based on the association 

of a metal complex and a protein. On the one hand, the metal complex is responsible for the catalytic activity; 

On the other hand, the protein protects the metal complex from degradation in aqueous medium and also 

provides a chiral environment conducive to enantioselective catalysis. These catalysts, which function 

selectively in an aqueous medium, fit perfectly into the precepts of green chemistry. 

A new family of artificial proteins, called αRep, has recently been described. All proteins in the αRep library 

exhibit the same curved solenoid folding, but differ in size (number of repeating units) and in the nature of 5 

amino acids per repeat unit. A variable surface is thus generated on the concave surface of the solenoid. These 

proteins are extremely stable and modifiable. The modularity of these proteins paves the way for a varied panel 

of protein engineering, including the design of artificial catalysts. 

Within the αRep library, the variant αRep-A3 is a homodimeric protein for which the concave surfaces of each 

monomer generate a crevice. The residues forming this crevice can be modified without affecting the three-

dimensional structure of the protein. The aim of this thesis has been to evaluate the ability of the αRep-A3 

protein to provide a rigid scaffold for the incorporation of transition metal complexes. To this end, various 

transition metal ligands (phenanthroline, terpyridine, porphyrin) have been covalently coupled to variants of 

αRep-A3 at different positions. Encouraging results regarding the Diels-Alder reaction between azachalcone 

and cyclopentadiène (60% ee) suggest that this type of scaffold could provide an interesting basis for the creation 

of new classes of fully artificial metalloenzymes. From these results, lines of improvement for αRep-based 

catalysts by means of directed evolution are then advanced. 
 

 




