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Jean-Loup Faulon est directeur de recherche, responsable de
I'équipe Bio-RetroSynth a I'Institut Micalis' de I'Institut national
de la recherche agronomique (INRA), et professeur en bio-
logie de synthése au département de chimie de I'Université de
Manchester (Royaume-Uni). Il est responsable du master bio-
logie des systemes et de synthese de I'Université Paris-Saclay
et a développé avec son équipe des méthodes de rétrosynthese
pour concevoir et mettre en ceuvre des voies de biosynthese et
biodégradation dans le cadre de l'ingénierie métabolique et de

l'ingénierie de biosenseurs cellulaires et acellulaires.

La rétrosynthése en
biologie : état de lart

La rétrosynthése? est bien
connue en synthése organique
et nous allons ici en voir les
applications dans le domaine
de la biologie et plus parti-
culiérement de la biologie de
synthese.

1. www.micalis.fr/Institut-Micalis
2. Rétrosynthése : technique qui
consiste a retrouver des voies de
synthése en partant de la molé-
cule finale. Le principe de cette
méthode d’analyse s'appuie sur
des ruptures des liaisons, pour
constituer des molécules plus
simples.

1.1. Quelques applications
en biologie

C'est pour l'ingénierie méta-
bolique que la rétrosynthése
a d’abord été appliquée en
biologie. L'ingénierie méta-
bolique utilise des souches
(aussi appelées des chéassis)
pouryintroduire des enzymes
hétérologues® de facon 3
synthétiser une molécule
cible. Lorsqu'on pratique la

3. Lexpression hétérologue est
lexpression d'un géne ou d'un
fragment de géne dans un orga-
nisme hote, qui ne posséde pas
naturellement le géne ou son
fragment.
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Expression_g%C3%A9n%C3%A9tique
https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%B4te_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%B4te_(biologie)
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rétrosynthese, on part d’'une
molécule cible, et on applique
des réactions enzymatiques
de facon a remonter jusqu’aux
métabolites* qui sont naturel-
lement produits par la souche
utilisée (Figure 1).

Ce méme concept peut étre
utilisé pour pratiquer l'ingé-
nierie de biocapteurs (ou bio-
senseurs). Ici, le probléme
est de modifier une cellule de
telle sorte qu’elle soit capable
de détecter une molécule,
par exemple un métabolite.
Une molécule est générale-
ment détectée directement
par une cellule via une inte-
raction allostérique (fixation
de la molécule induisant un
changement de conformation
spatiale de l'enzyme] avec un
facteur de transcription® ou

4. Métabolite : composé stable
issu de la transformation biochi-
mique d'une molécule initiale par
le métabolisme.

5. Facteur de transcription : protéine
nécessaire a linitiation ou a la régu-
lation de la transcription d'un gene
dans 'ensemble du vivant. Elle inte-
ragit avec VADN et UARN polymérase.

un riborégulateur®. Une fois
la molécule cible détectée, on
exprime un géne reporteur,
par exemple un marqueur
fluorescent (protéine GFP,
« Green Fluorescent Protein »).
L'ensemble facteur de trans-
cription, riboregulateur et
gene reporteur constitue un
biocapteur.

Le nombre de molécules
directement détectables par
des facteurs de transcrip-
tion ou des riborégulateurs
est faible. L'idée est alors
d’utiliser la rétrosynthese

6. Riborégulateur (ou « ribo-
switch ») : structure d’ARN pré-
sente sur un ARN messager
(ARNm) qui peut lier directement
un ligand. Tres souvent, le ligand
du riborégulateur est un métabo-
lite de la réaction catalysée par
la protéine codée par TARNm, ce
qui conduit a un mécanisme de
rétroaction directe. Cette fixation
déclenche un effet sur 'expression
du géne porté par LTARNm en blo-
quant ou en activant la traduction
de la protéine correspondante.
Lutilisation des riborégulateurs
est ainsi une des voies possibles
de régulation de la traduction.
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Différents exemples d‘applications de la rétrosynthése en biologie.



pour rechercher l'ensemble
des molécules accessibles.
On étend de cette facon le
nombre de molécules détec-
tables par des cellules.

La troisiéme application
abordée dans ce chapitre est
liée au fait qu'on ne connait
pas tous les métabolites des
souches utilisées en biotech-
nologie. Les méthodes de
rétrosynthese peuvent aider
a trouver de nouveaux méta-
bolites dans nos souches et
rechercher les enzymes res-
ponsables de la synthése de
ces métabolites.

Dans ce chapitre, nous passe-
rons en revue les trois types
d'applications de la Figure 1
qui font toutes appel a des
méthodes de rétrosynthése.

1.2. La rétrosynthese :

un probléme étudié depuis
longtemps mais toujours
d’actualité

La rétrosynthese a été déve-
loppée par Elias James Corey
dans le cas de la synthese
organique, ce qui lui a valu le
prix Nobel de chimie en 1990. IL
a proposé plusieurs méthodes
de mise en ceuvre, notamment
latechnique LHASA (Figure 2),
un logiciel développé a la fin
des années 1960. Lidée est de
partird'une molécule cible, la
molécule que l'on veut synthé-
tiser, etd’'appliquer des regles

de déconnexion des liaisons
dans cette molécule cible
jusqu’a remonter a des molé-
cules disponibles ou qu’on sait
synthétiser.

Dans sa présentation lorsqu'’il
a recu le prix Nobel, Elias
Corey parlait d'intelligence
artificielle. C"était prémoni-
toire car a partir de 2016, une
série d'articles s’inscrivant
dans cette démarche ont été
publiés (Figure 3) : ils utilisent
des méthodes d'apprentis-
sage profond pour calculer
automatiquement les régles
de déconnexion dont parlait
Elias Corey, et plus généra-
lement pour proposer des
regles pour les réactions uti-
lisées en synthese organique.

Les méthodes d'appren-
tissage profond sont d'au-
tant performantes qu'elles
reposent sur un grand
nombre de données. Le
nombre de réactions connues
en chimie organique est
considérable : le Chemical
Abstract Service contient
environ 80 millions de réac-
tions. Dans les applications
en biologie, on en est plutdt
a 30 000 ou 40 000 réactions
stockées dans les bases de
données, l'intelligence artifi-
cielle est toutefois utilisée en
particulier pour larecherche
de séquences enzymatiques,
comme présenté dans le
paragraphe 2.2.
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Modélisation du processus utilisé
par le logiciel LHASA. L'objectif est
de partir d'une molécule cible et
de remonter progressivement vers
des fragments connus en synthése
organique.
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central
2016 science

2017  1Retrosynthetic Design  Chem. Eur. J. 2017, 23, 5966 - 5971

Neural-Symbolic Machine Learning for Retrosynthesis and
Reaction Prediction

Marwin H. 5. Segler” and Mark P. Waller*™ ™

central
science

Retrosynthetic Reaction Prediction Using Neural Sequence-tc

Sequence Models

Bowen Lin,' ¥ Bharath Ramsundar, @ Prasad Kawthekar, Jade Shi, Joseph Gomes,
Quang Luu Nguyen, Stephen Ho, Jack Stoane,” Paul Wender, " and Vijay Pande

Neural Networks for the Prediction of Organic Chemistry Reactions
Jennifer N. Wei,' David Duvenand,” and Alin Aspuru-Gurik*

Série darticles publiés entre 2016 et 2017 qui s'intéressent a lapplication de la rétrosynthése pour la chimie
organique. Lutilisation de la chimie computationnelle est de plus en plus développée pour la prédiction des réactivités.
Aujourd’hui, certains groupes sattachent au développement d'une intelligence artificielle pour la rétrosynthése.

1.3. Etat de lart des
méthodes de rétrosynthése
appliquées en biologie

Un certain nombre de groupes
de recherche développent
les méthodes de rétro-
synthése pour la biologie.
Trois principales méthodes
ont donné lieu a plusieurs
publications avec suivi et

améliorations (Figure 4) : il
s’agit de SimPheny, déve-
loppé par Sang Yup Lee en
Corée, BNICE co-développé
aux Etats-Unis et en Suisse,
et le systéme RetroPath déve-
loppé en France. Comme on
le verra par la suite, ces sys-
temes peu ou prou utilisent le
méme algorithme pour coder
la rétrosynthése.

Generation of an silss bor commedity chessical production
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XTMS: pathway design in an eXTended metabolic
Space

RetroPath.0: A retrosymihesis werkflow for metabalic engineers

RetroPath

~130 000 régles de réactions
métaboliques générées
automatiquement

Régles spécifiques et généralistes

Etat de l'art des méthodes de rétrosynthése utilisées actuellement. Cing méthodes ont été développées. Les trois

principales sont : SimPheny (Corée), BNICE [Etats-Unis/Suisse] et RetroPath.



Fonctionnement
du processus de
rétrosynthése

2.1. Régles de réactions
codant la spécificité/
promiscuité enzymatique

Pour SimPheny et BNICE, les
regles de réactions ont été
générées manuellement a
partir de 'ensemble des réac-
tions et de la classification
des enzymes acquises par le
passé. On utilise environ cin-
quante régles pour SimPheny
et une centaine pour BNICE.
Pour le systeme RetroPath,
les régles sont générées
automatiquement a partir de
bases de données.

Les régles peuvent étre spéci-
fiques, c'est-a-dire concerner
la transformation d'un seul
substrat en un produit, mais
elles peuvent étre aussi géné-
ralistes et sappliquer sur plu-
sieurs substrats, voire un tres
grand nombre. Ainsi les régles
que l'on trouve dans BNICE et
SimPheny sont tres généra-
listes puisqu’elles tentent de
représenter 'ensemble des
réactions métaboliques parau
plus une centaine de régles,
alors qu'il existe entre 30 000
et 40 000 réactions dans les
bases de données.

Le caractére spécifique ou
généraliste des regles est a
rapprocher d'une propriété
des enzymes. En effet, ceux-ci
peuvent étre promiscuitaires’,
c'est-a-dire accepter des
substrats différents de ceux
pour lesquels ils ont été

7. Promiscuité : la capacité, pour
une enzyme, de catalyser efficace-
ment une réaction chimique dis-
tincte de celle(s) principalement
catalysée(s) par cette enzyme.

annotés. Cette caractéristique
estillustrée dans la Figure 5A,
ol une lyase® permet de cata-
lyser la tyrosine’ en couma-
rate'’.

Afin de coder une réaction
enzymatique, dans un pre-
mier temps on numérote les
atomes pour suivre la trans-
formation entre substrat
et produit. Les atomes qui
changent leurs configurations
sont marqués en rouge dans
la Figure 5A ; ils constituent le
centre de la réaction. Si notre
réaction est spécifique, elle
concerne tous les atomes de
la molécule considérée ; on
entoure alors l'ensemble de
la molécule d’'une « sphéere »
de diamétre infini.

Les substrats et produits
inclus dans la sphére sont
ensuite représentés sous
forme de chaines « SMILES »
ou « SMARTS » (un systeme
de codage de molécules et
réaction largement utilisé en
chimie computationnelle]. Le
codage sous forme de chaines
« SMILES » ou « SMARTS »
permet d'utiliser des logiciels

8. Lyase : enzyme capable de cas-
ser des liaisons covalentes, créant
souvent de nouvelles doubles liai-
sons. Comme toutes les enzymes,
les lyases sont des protéines qui
possedent un site actif permettant
la réaction enzymatique, et un site
de reconnaissance des molécules
cibles, assurant la spécificité de
la réaction.

9. Tyrosine : acide aminé, présent
dans le corps humain. Elle parti-
cipe notamment a la synthése de
l'adrénaline, la noradrénaline, la
dopamine et la DOPA. Elle est aussi
précurseur de la mélanine et des
hormones thyroidiennes.

10. Coumarate : enzyme apparte-
nant a la famille des ligases. Cette
enzyme est responsable de forma-
tion des liaisons carbone-soufre.

©
=
1%}
IS)
=
>
L
o
9
o
S
IS)
Q.
2
=
1%}
IS)
Q
)
o
-~
)
(9]
<)
>
=
3]
5]
2
S
1%}
L
S ]
O
D
g
()
o
=
S
=
O
S
3
o
Q
@
>
9
2
S
=
@
)
(9]
-Q
<
s
2
o
e
2
©
—




Chimie et biologie de synthése

182

Modélisation du systéme de
codage utilisé dans le cas de la
transformation de la tyrosine en
coumarate. Les atomes désignés
en rouge vont former le centre

de la réaction. A La sphére

de diamétre infini modélise la
spécificité de la réaction (en noir).
Le diameétre représente les atomes
qui vont étre pris en considération
par le programme. B] Le diamétre
de la sphére peut étre rétréci
autour des atomes désignés

en rouge : le diamétre en bleu

est égal huit et en vert a deux.

CJ La diminution du diamétre

a pour effet d'augmenter la
promiscuité de la réaction.

A partir de la base de données
MetaNetX (www.metanetx.

org), il existe ~25 000 régles de
réactions & diamétre infini, ~20 000
regles a diamétre 8, et ~15 000 a
diameétre 2. Au total, tout diamétre
confondu, le nombre de régle est
d’environ 120 000.

D=o
25k régles _

D=8
20k régles

D=co
25kregles |

D=8 i
20krégles 7 L " [

D=2 N
15k regles - =

A Lyase d'acides aminés
aromatiques

+ NH,
— HO 12
D=co i i
25krégles [0 . e
B Lyase d'acides aminés
aromatiques
+ NH,

C Lyase d'acides aminés
aromatiques

2

calculant automatiquement
les produits possibles a partir
d'un substrat et d'une réac-
tion. Cette procédure est par-
ticulierement intéressante
pour des sphéres de petits
diameétres ou une regle peut
accepter des substrats dif-
férents et donner lieu a un
grand nombre de produits
possibles.

ILexiste des séquences enzy-
matiques qui peuvent cata-
lyser a la fois la tyrosine et
la phénylalanine'. Dans le

11. Phénylalanine : acide aminé,
présent dans le corps humain. La
phénylalanine est notamment un
précurseur de ladrénaline et de
la mélanine. L'aspartame en dérive
également.

cas de la phénylalanine, on
va produire du trans-cinna-
mate'?. On ne peut pas dans
un tel cas utiliser un codage
qui aurait une « sphere » de
diameétre infini car la regle
de réaction doit accepter des
substrats différents. Dans
l'exemple de la Figure 5B, on
réduit le diamétre a huit. Cela
signifie qu’on va prendre en
considération tous les atomes
jusqu’a quatre liaisons du
centre de la réaction. Cette
regle de réaction permet

12. Trans-cinnamate : sel ou ester
de l'acide cinnamique. L'acide cin-
namique est utilisé dans lindustrie
du parfum. Il posséde également
des propriétés antiseptiques et
antifongiques.



de passer la tyrosine et la
phénylalanine (Figure 5B).

On peut continuer et diminuer
le diametre pour obtenir des
regles de réaction encore
plus promiscuitaires. Dans la
réaction de catalyse de l'his-
tidine'®, on utilise un diamétre
de 2 - une réegle de petit dia-
metre permettant d’accepter
un grand nombre de substrats
(Figure 5C).

Lorsque qu’on utilise des
regles qui ont un tres petit
diameétre, ce qui est le cas des
jeux de regles de SimPheny
oude BNICE, on arapidement
une explosion combinatoire du
nombre de composés suscep-
tibles d'étre générés. Comme
décrit ci-dessous, la solution
implémentée dans RetroPath
consiste a utiliser un dia-
metre variable pour limiter
l'explosion combinatoire de
solutions.

2.2. Recherche de séquences
enzymatiques par
apprentissage automatique

Dans le systéeme RétroPath,
les régles sont a diametre
variable : on cherche dans un
premier temps une solution
avec des regles de diametre
infini ; siaucune solution n'est
trouvée, on diminue alors le
diametre de facon a explorer
plus de voies enzymatiques.

RetroPath permet aussi
d’effectuer une recherche
automatique de séquences
enzymatiques capables de
catalyser les réactions pro-
duites par le programme de

13. Histidine : acide aminé précur-
seur de Uhistamine et de la carno-
sine. ILn’est pas essentiel au corps
humain sauf durant Uenfance et la
grossesse.

rétrosynthese. Pour ce faire,
on utilise des méthodes
d'apprentissage automa-
tique. Les techniques mathé-
matiques utilisées par ces
méthodes sont complexes et
nous n'allons pas les expo-
ser. Nous donnons ici sim-
plement quelques éléments
qui peuvent faire saisir leur
esprit.

Les méthodes d'apprentis-
sage automatique manipulent
des objets mathématiques (ici
des vecteurs). Dans notre cas,
nous devons d'abord associer
ces vecteurs de maniere non
équivoque aux séquences
d’acides aminés et aux réac-
tions chimiques : cela s’ap-
pelle le codage.

Pour coder les séquences,
une technique bioinforma-
tique est largement utilisée :
elle consiste a décomposer
les séquences protéiques [ici
des enzymes), en k-mer'*. On
déplace une fenétre sur la
séquence et on comptabilise
le nombre d'occurrences de
chacun des k-mers que l'on
rencontre lors du déplace-
ment. Le résultat se repré-
sente sous forme d'un vecteur
(Figure 6, gauche).

Pour coder les réactions, c’est
un peu laméme idée : on place
une sphére sur chaque atome
et on compile 'équivalent du
k-mer, qui est ici l'environne-
ment atomique de cet atome,
et on comptabilise le nombre
d’occurrences de ces environ-
nements. Cela se fait sur les
substrats et sur les produits.
Pour calculer la « signature »
d'une réaction, on soustrait a
la signature des produits la

14. K-mer : sous-séquence pos-
sible, de longueur k, obtenue a
partir du séquencage de UADN.

©
=
1%}
IS)
=
>
L
o
9
o
S
IS)
Q.
2
=
1%}
IS)
Q
)
o
-~
)
(9]
<)
>
=
3]
5]
2
S
1%}
L
S ]
O
D
g
()
o
=
S
=
O
S
3
o
Q
@
>
9
2
S
=
@
)
(9]
-Q
<
s
2
o
e
2
©
—




Chimie et biologie de synthése

184

Produit tensoriel codant les
interactions protéines-molécules
pour lapprentissage automatique.
En entrée, des vecteurs codent
des séquences [k-mers ou spectre
de chaines] et des réactions
(signatures). Il s'agit ensuite

de faire le produit tensoriel de

ces deux vecteurs (séquence et
réaction] qui représente Uensemble
des combinaisons possibles entre
les signatures et les k-mers.

séquence

>sp | Q1LRVS | . MPHAHPADIDGHHLTFDTVA
[FIARGORARIVPEPVLGKVADARRRFEQVARA
NVEIYGVS

TGEFGELVHNWVD IEHGRALQENLLRSHCAGVG
PLFSRDEVRAMMVARANALARGY SAVRP
AVIEQLLEYLEAGITPAVPQVGSLGASGDLAP
LSHVAITLIGEGKVLTEDGETAPTAEVL
RERGITPLALAYKEGLALINGTSAMTGVSCLL
LETLRAQVQQOAETTAATLALEGLSASADA .

Produit tensoriel codant les interactions protéines-
molécules pour 'apprentissage automatique (SVM, GP)

-1 N(H) (H)C
Spectre de chaine -1 C(H) (N)C
1 MPH -1 c(H) (H) (C)C
1 PHA +1 M(H) (H)H
1 HAH +1 C(H)=C
+1 C(H) (C)=C
Produit tensoriel
-1 M{H) (H)C MPH -1 N(H) (H)C PHA -1 N{H) (H)C HAH
-1 C(H) (N)C MFH -1 C(H) (N)C FHA -1 C(H) (N)C HAH
-1 C(H) (H) {(C)C MPH -1 C(H) (H) {C)C PHA -1 C(H) (H) (C)C HAH
+1 W(H) (H)H MFH +1 N(H) (H)H FHA +1 M(H) (H)H HAH
+1 C(H)=C MPEH +1 C(H)=C PHA +1 C(H)=C HAH
+1 C(H) (C)=C MFH +1 C(H) (C)=C PHA +1 C(H) (C)=C HAH

réaction

=

Signature de réactien

signature des substrats. Ainsi,
la Figure é a droite montre
des nombres positifs et les
nombres négatifs : les nombres
négatifs sont les configurations
que L'on trouve dans les subs-
trats mais pas les produits, et
les nombres positifs sont les
configurations que l'on trouve
dans les produits et pas les
substrats. Ce travail conduit
aussia une représentation vec-
torielle (Figure é, droite).

On est ensuite en mesure de
coder le complexe réaction-
séquence. Cela se fait par
une méthode a noyau nommé
produit tensoriel. Le produit
tensoriel prend en compte
toutes les combinaisons entre
les k-mers des séquences et
les signatures des réactions
(Figure é, en bas). Le résul-
tat est un vecteur qui repré-
sente le complexe : réaction,
séquence enzymatique.

On peut alors utiliser plu-

sieurs techniques d'apprentis-
sage automatique : machine a

vecteurs de support, forét aléa-
toire ou processus gaussien.
Dans tous ces cas, on obtient
de bons résultats pour la clas-
sification de séquences enzy-
matiques et réactions (Figure 7,
gauche). Ces méthodes per-
mettent aussi de prédire des
constantes cinétiques (telle
que la constante de Michaelis)
pour certaines classes d’en-
zymes (Figure 7, droite).

Les méthodes que nousvenons
de présenter nous permettent
de construire des cartes de
rétrosynthese en appliquant
les regles de réactions et de
prédire les séquences enzy-
matiques catalysant ces réac-
tions. Nous avons ainsi tous
les éléments en place pour
décrire le « workflow »"° de
rétrosynthése.

15. Workflow : processus d’auto-
matisation des tdches permettant
un enchainement automatisé des
différentes opérations et étapes
de validation d'une tache plus ou
moins complexe.
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Gréce au produit tensoriel, il est possible de classifier les enzymes et les
réactions. A gauche, une courbe ROC" montrant que le taux faux positif
est faible en utilisant des machines & vecteur de support [SVM] ou des
processus gaussiens (GP). En utilisant des processus gaussiens, il est
aussi possible de prédire des constantes cinétiques comme la constante
de Michaelis dans U'équation de Michaelis-Menten (pour les enzymes de la

classe EC 3.1.3, & droite).

* Une courbe ROC (« Receiver Operating Characteristic ») est une courbe sensi-

bilité/spécificité.

2.3. Rétrosynthése :
le workflow

Le paragraphe précédent
présente le systéme de
codage des régles de réac-
tions gouvernant la rétrosyn-
thése. Nous décrivons ici le
déroulement du processus :
le workflow. Celui-ci encode
un algorithme de rétrosyn-
thése général pouvant étre
utilisé avec tout type de jeux
de regles telles que celle
développées dans SymPhenie,
BNICE ou RetroPath.

Le workflow présenté dans la
Figure 8A a été développé sur
la plateforme KNIME ; il est
stocké dans labase de données
MyExperiment.org et peut étre
téléchargé sur Internet™.

En entrée du workflow, on

donne la molécule que l'on
désire synthétiser. Il s’agit ici

16. www.myexperiment.org/work-
flows/4987.html

d'une flavanone, la pinocem-
brine'’, qui est un précurseur
des flavonoides. Les flavo-
noides sont des molécules
intéressantes pour l'indus-
trie pharmaceutique par leurs
nombreuses propriétés

anti-inflammatoires, anti-
oxydantes, antibactériennes,
anticancéreuses... La pino-
cembrine est l'un des trois
précurseurs de l'ensemble
des flavonoides. En entrée
du worflow, on donne éga-
lement le jeu de regles : ici
il s'agit d’'un jeu de régles a
diamétre 4 autour des centres
de réactions extraites de la
base de données MetaNetX'®.
On donne aussi un « sink »,
c'est-a-dire un ensemble de
métabolites vers lequel la
rétrosynthése doit aboutir.
Le « sink » est l'ensemble
des métabolites du chassis

17. Pinocembrine : antioxydant
présent dans le miel ou le propolis.
18. www.metanetx.org
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A) Modélisation du workflow
avec les différents paramétres
d’entrée : les métabolites
d’Escherichia coli, le nombre
de régles de rétrosynthése

et le ch3ssis de la réaction ;

BJ 2¢ itération ; C) 3¢ itération.

« Source » est la molécule que
l'on désire synthétiser (ici la
pinocembrine] ; « sink » est
l'ensemble des molécules de la
souche chéssis [ici Escherichia
coli. MarvinSketch est un logiciel
de ChemAxon* permettant de
dessiner une molécule.

*https://chemaxon.com/products/
marvin

. Pheg 2o Arata.

Metabolites de E. coli

23k régles (D=4) de rétrosynthése

;




de production (c’est-a-dire
Escherichia coli).

En faisant fonctionner le
workflow, on applique les
regles inversées de la syn-
thése - ce sont des regles de
rétrosynthése - sur le pro-
duit final. On remonte itéra-
tivement jusqu'au métabolite
d’'Escherichia coli. La Figure 8A
montre la premiére itération,
la Figure 8B la seconde ité-
ration, et la Figure 8C la troi-
siéme.

Ce faisant, on construit une
carte de rétrosynthése.
Cette carte étant complexe,
le premier probléme est de
répondre a la question « com-
bien de voies de synthése y-a-
t-il dans la carte ? ». En effet,
ily a probablement plusieurs
facons de synthétiser la pino-
cembrine.

Le probléme a résoudre
est donc l'énumération des
voies métaboliques dans les
cartes de rétrosynthése. Ici,
il ne s'agit pas simplement de
trouver un chemin dans une
carte puisque lorsqu’on parle
d’une réaction, cette réaction
peut avoir plusieurs subs-
trats et lorsqu’on remonte le
chemin, il va falloir remonter
cette propagation sur tous les
substrats. On a en fait a faire
a ce qu'on appelle technique-
ment un hyperchemin dans un
hypergraphe. Pour résoudre
ce probleme, nous avons
développé une méthode basée
sur les modes élémentaires.
Cette méthode, développée
dans le cadre de l'étude du
métabolisme en général, per-
met ici d’énumérer les diffé-
rentes voies. Il y a onze voies
différentes pour produire la
pinocembrine (Figure 9). Le
nombre de voies pouvant étre
élevé, on peut étre amené a

les classer et ne construire
que les premiéres du clas-
sement.

Le classement se base sur
plusieurs criteres, tout
d'abord au niveau des génes
codant les enzymes, car les
enzymes peuvent étre plus ou
moins efficaces en fonction de
leurs séquences. Pour classer
les séquences enzymatiques
on utilise les méthodes d'ap-
prentissage abordées plus
haut (voir le paragraphe 2.2 ;
en effet, ces méthodes per-
mettent de calculer les scores
des différentes séquences
enzymatiques.

Le second critere est basé
sur les flux théoriques des
voies. Les différentes voies
métaboliques peuvent avoir
différents flux vers le pro-
duit final car elles utilisent
différents cofacteurs, par
exemple différentes quantités
d’ATP", ou autres métabolites
essentiels a la pousse de la
souche chéassis. Le troisieme
et dernier critére est lié a la
toxicité du produit final et des
produits intermédiaires de la
voie. Si ceux-ci sont toxiques,
alorsiln'est pasrecommandé
de construire cette voie car
méme si les enzymes sont
efficaces et les flux élevés, la
souche chéassis ne poussera
pas a cause de la toxicité. A
partir de ces trois critéres,
les voies peuvent étre clas-
sées, ce qui permet de passer
al'étape suivante : la vérifica-
tion expérimentale.

19. ATP : Adénosiné TriPhosphate,
nucléotide formé a partir d’adé-
nine liée a un ribose attaché a
un triphosphate. Il fournit U'éner-
gie nécessaire aux réactions
chimiques du métabolisme a tra-
vers les membranes biologiques.
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Apres plusieurs itérations, des
chemins de synthése sont obtenus
lici représentés en couleur),

et constituent une carte de
rétrosynthése. Chacune de ces
voies [onze au total] permettrait de
synthétiser la pinocembrine ; elles
ne vont pas toutes étre exploitées.
L'énumération des voies est un
probléme non trivial : il faut en
effet remonter la propagation pour
chaque substrat, et le nombre de
substrats peut savérer élevé.

Une fois énumérées, les voies de
synthése vont étre classées en
fonction du score des séquences
enzymatiques retourné par la
méthode d'apprentissage. A
gauche, les graphiques montrent
qu’il y a une bonne corrélation
entre le score prédit par les
méthodes d‘apprentissage et

la productivité. En effet, les
séquences avec un score élevé
donnent une quantité de produit
final plus importante que celles
avec un score bas.

J Enumération des voies

Classement des voies

Cantronel ot al. ACS Synth, Bied, 2013

Carbonelct ol BMC Sya Bio 2012 fevelable @ Githiub)

] + Corbonel et ol MAR 2034 favailable @ hire

Pour vérification expérimen-
tale, nous avons pris systé-
matiquement, toujours dans
la voie de la pinocembrine, des
séquences quiavaient un score
élevé et d'autres avec un score
plus bas d'apres les méthodes
d’apprentissage (Figure 10,
partie droite). La Figure 10,
haut gauche, montre que les
séquences avec un score bas
donnent moins de produit final

que les séquences au score
plus élevé. Nous avons testé le
classement des voies pourune
autre molécule, le Malonyl-
CoA, un cofacteur de la voie
de production de la pinocem-
brine. Onalaencore une assez
bonne corrélation entre les
scores retournés des classe-
ments des voies et la quan-
tité de pinocembrine obtenue
(Figure 10, bas gauche).

? productivité mesurée e
HR L
score prédit

=l

= A48h apris inducti ion de pi ine: 27 mg/L
(Feher T et al. Biotech . 2013)

Fnayme 6.2.1.12 [41)
Lt Strptomyees mantims
e Arabidkpnis thelang

W Streptomyces covboolor

Enayme 2.3.1.74 [CHS)

L: Bocilus subrifs

e mbidopuin thationa
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Exemples

d’applications
de ce dispositif de
rétrosynthese

3.1. Application a lingénierie
métabolique

Les méthodes développées
en rétrosynthése se révelent
trés précieuses pour l'ingé-
nierie métabolique, ol l'on
veut construire des banques
combinatoires, en variant par
exemple les promoteurs?, les
origines de réplication, ou les
séquences des sites de fixa-
tion du ribosome. D'une facon
compléetement robotisée, nous
avons construit une banque de
41 plasmides?, ol nous avons
varié le nombre de copies des
plasmides, la force des pro-
moteurs et l'ordre des génes
en prenant les séquences
enzymatiques de la Figure 10
ayant le meilleur score. Pour
l'une de ces constructions,
nous avons obtenu environ
cinquante milligrammes par
litre de pinocembrine - a com-
pareral’étatde l'artactuel qui
estde quarante milligrammes
par litre. Le chassis utilisé
était la aussi Escherichia coli
(Figure 11).

La Figure 12 montre d’autres
exemples d'applications de
ces mémes méthodes de
rétrosynthese. La Figure 12A
correspond a la produc-
tion de téréphtalate (TPA),

20. Promoteur : courte séquence
d’ADN, généralement situé en
amont du gene, qui en contrdle
l'expression, notamment en régu-
lant sa transcription.

21. Plasmide : molécule d’ADN
circulaire double brin, naturelle
ou modifiée artificiellement, dans
le but de lutiliser en recherche
biologique.

©4

Construction de 41 plasmides variant
-Forigine de réplication L CM:OH: @
- I force des promoteurs L[~ Mz ™

4

R

O

HHH

ee

- Fordre des génes J\'O
£ op T e T 0p 10 Frayme £.2.1.17 [41]
= kol - s Streplomyors mantimes:
P - pidoyssis thakiang
I x M Aol
Fog T T T e ——
= = .13 _.‘_‘ W Sreptorpem coskcolr
o ‘V‘(j el e A
ro T T
a3 Tr‘ T £
= = -
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= - B
_n."r'a.Tr:n. op T 1Lt Bociius subtivs
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A gauche, modélisation de la construction de 41 plasmides en faisant
varier l'origine de réplication, la force des promoteurs et l'ordre des
génes. Cette banque permet de tester toutes les combinaisons possibles ;
pour faire un premier tri, on ne garde que celles qui ont un score élevé.
Une des combinaisons a montré un taux de production trés élevé, 50 mg/L
de pinocembrine, représenté a droite.

. . XyIMA @ Tam g e a
Voie produite e wic '-"J"““ T5aB o~ rl.m TaC LA TsaD o 0N
. g e = = O Ot
par RetroPath : pylene = Z-methyl- 2-(hydroxy- 4-carboxy- &
benzoate methyllbenzoate benzaldehyde

Une seule construction (dans E. coli) e

Comamonas testosteroni

E P putidaP. putida -

S ‘o _ o
/ 7
Voie pr i TAL CH Ji comr . .
oie produite cy — [:\, - F - "y 24 constructions dans (E. coli JIM109)
par RetroPath: . - A e A
T T [ [ Arabidopsis thaliana
LTyr P-coumarate Caffeic acid Ferulic acid
ix epanaensi
il i C roseu:
Rhodobacter sphaeroides Bacillus megaterium
Zeamays (Maize)
Flavobacterium johnsoniae
B > 60 mg/L dacide félurique

Exemples d'utilisation de RetroPath pour trouver des voies de synthese.
Pour le TPA, en haut, une voie de synthése est proposée en utilisant
quatre enzymes (xyIMA, xylC, tsaMB, tsaCD). Cette voie a montré une
bonne productivité dans le chdssis Escherichia coli. Pour lacide férulique,
une voie a été proposée avec plusieurs constructions possibles (24 au total
dans Escherichia coli). La construction avec les trois enzymes [Tal, Comt
et C3H] donne une production supérieure a 60 mg/L d‘acide férulique.
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un monomere utilisé dans
le polyéthyléne téréphta-
late (PET) et aussi dans le
kevlar®? La méthode de
rétrosynthese nous donne une
voie a partir du xyléene, en uti-
lisant quatre enzymes. Cette
voie a effectivement été mise
en ceuvre dans Escherichia coli
avec succes.

L'exemple de la Figure 12A
est la production de l'acide
férulique, un précurseur de
la vaniline, qui est un ar6me
artificiel mais aussi un pré-
curseur d'autres molécules
intéressantes pour l'industrie
cosmétique comme le malate
de synapoyle, intervenant
dans les crémes anti-UV. lci,
nous avons une voie et plu-
sieurs séquences enzyma-
tiques possibles. Nous les
avons toutes construites (soit
24).Lune d’entre elles adonné
plus de 70 mg/L d’acide féru-
lique (Figure 12).

Parmi les autres vérifications
expérimentales que nous avons
menées, nous avons utilisé le
workflow RetroPath2.0 pour
des molécules de la base de
données LASER, quiréférencie
toutes les constructions d’'in-
génierie métabolique de diffé-
rents groupes académiques et
industriels. Nous avons donné
au workflow de rétrosynthese
seulement la molécule finale
et la souche utilisée. Dans
80 % des cas, RetroPath2.0 a
retrouvé les voies de synthéses
stockées dans la base de don-
nées LASER.

22. Kevlar® : marque déposée
d'une fibre d’aramide (produite par
Uentreprise Dupont de Nemours).
Le kevlar® est recherché pour ses
propriétés spécifiques, sa transpa-
rence aux ondes radar, son com-
portement linéaire et sa tolérance
élevée aux chocs et a lusure.

3.2. Application a lUingénierie
de biocapteurs

Nous présentons dans ce
paragraphe des applications
de la rétrosynthése liées aux
biocapteurs. Nous rappelons
qu’il s’agit ici de modifier au
travers de réactions enzyma-
tiques une molécule en une
autre détectable par un fac-
teur de transcription ou un
riborégulateur.

Pour ce faire, nous avons uti-
lisé le workflow RetroPath2.0
présenté plus haut avec,
comme donné d’entrée, les
molécules que l'on aimerait
détecter (« source ») - ici des
molécules thérapeutiques
(médicaments) répertoriées
dans la base de données
DrugBank?®, des biomar-
queurs issus de la base de
données HMDB?* et des pro-
duits toxiques pour l'environ-
nement de la base de données
Tox21%%. Dans ces trois cas,
les molécules sont modifiées
pour étre détectées par les
regles de réactions présen-
tées plus haut (Figure 13).

Afin d’augmenter les chances
de succes expérimentaux,
nous avons choisi des dia-
metres infinis pour s’assurer
qu'ily avait bien une séquence
enzymatique capable de cata-
lyser les réactions. Les molé-
cules finales recherchées
(« sink ») sont ici des effec-
teurs, c’est-a-dire des molé-
cules détectables directement
par des facteurs de transcrip-
tion ou des riborégulateurs.
Malheureusement cette infor-
mation n'est pas disponible
directement dans une base de

23. https://www.drugbank.ca/

24. http://www.hmdb.ca/

25. https://ntp.niehs.nih.gov/results/
tox21/index.html



données, et tout un travail a
été nécessaire pour compiler
une liste de ces effecteurs au
travers différentes bases de
données comme RegulonDB%,
qui s’intéresse au réseau de
régulation chez Escherichia
coli. Toujours est-il qu'a partir
du workflow présenté dans la
Figure 13, on est capable de
concevoir le design d’environ
mille biocapteurs.

A partir de ce travail, nous
avons développé un site web?’
ou l'on peut rentrer n'importe
quelle molécule et obtenir
les voies métaboliques qui
la transforment en effecteur,
ainsi que les informations sur
les facteurs de transcrip-
tion et les séquences enzy-
matiques. A partir du site
http://sensipath.micalis.fr/, on
dispose de toutes les informa-
tions nécessaires pour passer
a la construction, ce que nous
avons réalisé pour une dou-
zaine de biosenseurs.

Dans nos constructions, nous
utilisons deux plasmides : un
plasmide quiva coder pour les
enzymes quivont transformer
la molécule non détectable
en effecteur, et un plasmide
comprenant le senseur lui-
méme, c’est-a-dire le facteur
de transcription ainsi qu’un
marqueur fluorescent.

Une application expérimen-
tale de ces techniques est
illustrée sur la Figure 14. Le
but est de détecter 'acide hip-
purique, qui est un biomar-
queur du cancer de la prostate
et de diverses intoxications,
par exemple par le toluéne.
L'acide hippurique, indétec-
table, peut se transformer
en acide benzoique qui, a

26. http://regulondb.ccg.unam.mx/
27. http://sensipath.micalis.fr/

SINK

RegulanDB

RegTransBase B
RegPrecise
BioNema

RULES )
askriges o) I ER

SOURCE """’"""_"j
DrugBank

HMODB {biemarqueurs) -
Tox21 -

A gauche, la modélisation du workflow montre les différentes sources
d'entrée possibles : DrugBank, HMDB, Tox21. Les pourcentages de
molécules détectables sont donnés pour chacune des sources choisies.
Par exemple, pour DrugBank, 7,9 % des molécules sont détectables
aprés transformation enzymatique, ce qui constitue une augmentation de
+118 % par rapport aux molécules directement détectables. Le graphe
en bas & droite est un visuel extrait du site http://sensipath.micalis.fr,

la molécule a détecter est ici la cocaine et les effecteurs sont en vert
(benzoate, benzaldehyde...].

son tour, active le facteur de
transcription BenR permet-
tant d'exprimer une protéine
fluorescente.

Linsertde la Figure 14 montre
les courbes dose-réponse de
d'acide hippurique (qui ne
présente qu’'une fluorescence
négligeable] et de l'acide ben-
zoique (qui présente une fluo-
rescence importante) lorsque
le module métabolique est
absent. Comme attendu,
l'acide hippurique n’est pas
détecté par le biosenseur.

La Figure 14 montre qu’en pré-
sence du module métabolique,
la fluorescence de l'acide hip-
purique suit celle de l'acide
benzoique, montrant que la
transformation est compléte.
On vérifie donc que l'acide hip-
purique est bien détectable
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Molecule. Modul staboli Module de détection

non & - pa ?ﬁ'""' .

détectable\- - mal : o - -'.; - .
= s 4_“",4\ % Signal

A o feh, [ S
"

1 EC:386132 L;’:A*]Bmﬁ

—=— Acide hippurique Acide benzoique

Fluorescence relative (A.U.)

Concentration (uM)

AJ La molécule non détectable est d’abord transformée par réactions
enzymatiques, ensuite le produit de ces réactions est détecté par un
facteur de transcription qui a son tour permet d’exprimer une protéine
fluorescente ; B] en bas, la flurorescence est donnée en fonction de la
concentration en acide hippurique et en acide benzoique. Sans module
métabolique, l'acide hippurique n’est pas transformé en acide benzoique
(insert] et aucune fluorescence n’est observée pour l'acide hippurique.
Lorsque du module métabolique est ajouté, les courbes relatives a l'acide
benzoique et a l'acide hippurique sont superposées, ce qui signifie que
lacide hippurique a totalement été consommé en acide benzoique.

lorsque que le module méta-
bolique est introduit dans la
construction du biosenseur.

La Figure 15 donne d’autres
exemples de détection :

- le parathion : un polluant
environnemental, qui est aussi
un produit de dégradation du
cyclosarin®, un gaz de combat.
La encore on a une belle courbe
dose/réponse (Figure 15), le
parathion est completement
transformé en une molécule-
effecteur détectable ;

- le chloronitrophénol : on
a besoin de deux enzymes

28. Cyclosarin : substance
chimique extrémement toxique
utilisée comme arme chimique
(il entraine la mort par asphyxie).
C’est un agent organophosphoré
neurotoxique dérivé du sarin.

pour transformer ce polluant
en une molécule détectable
directement par un facteur
de transcription. Les deux
courbes sont quasiment iden-
tiques, indiquant la encore que
la molécule est completement
transformée.

La Figure 16 présente d'autres
exemples de détection de bio-
marqueurs du cancer de la
prostate. Dans les exemples
choisis, nous avons cherché a
augmenter la spécificité de nos
biosenseurs, en faisant coexis-
ter plusieurs transformations
ol un méme biomarqueur
est transformé en plusieurs
effecteurs. Nous avons aussi
cherché a faire une détection
multiplexe de différents bio-
marqueurs, car souvent dans
les cancers, la mesure de la
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A) Modélisation des dispositifs électroniques utilisés dans la biologie de synthése : transducteur et additionneur.
Dans le cadre des transducteurs, les biomarqueurs vont étre transformés en effecteurs ; B] ce tableau permet
de répertorier les effecteurs relatifs aux biomarqueurs. Les graphiques au centre montrent la fluorescence
observée en fonction de la concentration en biomarqueur en utilisant différents facteurs de transcriptions [oxySp
et katGp). Dans le cadre de l'additionneur, on va coupler deux biomarqueurs en un effecteur, ici la sarcosine et

le L-Sorbose tous les deux transformés en H,0,. En sortie, on obtient une cartographie de la fluorescence en
fonction de la concentration des deux biomarqueurs ; on peut aisément vérifier que la fluorescence est bien
proportionnelle a la somme des concentrations des biomarqueurs.

s pour le diagnostic
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concentration d'une seule
molécule n'est pas suffisante
a diagnostiquer la maladie.

Pour réaliser des détections
spécifiques et multiplexes,
nous avons construit plu-
sieurs dispositifs, et en par-
ticulier des transducteurs et
des additionneurs (Figure 16,
gauche). Il est a noter que nos
dispositifs sont différents de
ceux réalisés de facon cou-
rante en biologie de synthese,
ou l'on a souvent affaire a des
dispositifs génétiques-numé-
riques, par exemple des
portes logiques, ol l'on doit
exprimer des protéines ou des
séquences d’ARN. Ici, nous
parlons de dispositifs méta-
boliques-analogiques.

L'avantage de travailler de
facon analogique au niveau
du métabolisme, c’est d’évi-
ter d'avoir a discrétiser nos
entrées. En effet, un méta-
bolique n’est jamais ON ou
OFF dans une cellule mais est

présente dans une certaine
concentration. D’autre part,
les circuits métaboliques,
basés sur des transformations
enzymatiques, sont beaucoup
plus rapides que les circuits
génériques-numériques.
En effet, un circuit géné-
rique prend au minimum une
demi-heure pour exprimer
les protéines sur chacune de
ces couches, donc l'exécu-
tion d'un circuit a plusieurs
couches peut étre trés longue.
Lacinétique des circuits méta-
boliques-analogiques est celle
des réactions enzymatiques,
donc beaucoup plus rapide.

3.3. Application a la
métabolomique

La derniéere application pré-
sentée dans ce chapitre est une
tentative de pallier a Uinsuffi-
sance de la connaissance des
métabolites des souches uti-
lisées en biotechnologie. En
effet, la Figure 17 montre la

D sink:

vide

RULES|  FRE  OPENMS Rules:

[:}‘ H:}, ,[:] Sympheny (~50 régles) -
- BNICE (100 régles) v —
\ - RetroPath (~1000 régles) j';" o
mn‘ Source: % T a
- Modéle £, coli /01366 Nombre d
= Systeme de ragles | O™ reé e &néré
. OpenMs: composés générés
Source Rost, H.L, et al. Proteomics, 2014 E. colf madel 751
ymphe iy 9448
BNICE 842
RetroPath D=16 1230
RetroPath D=4 31450

Y ek, Petol
Y Analchem, 57,
N s s

Distribution des masses d’Escherichia coli. En noir, la courbe correspond
au modeéle et en rouge au résultat de spectrométrie de masse d’un extrait
cellulaire d’Escherichia coli. Les différences entre les deux courbes
s’expliquent par le manque de certains métabolites dans le modele.

En dessous, le tableau montre le nombre de composés générés par
RetroPath2.0 en fonction des systemes de regles choisis.



distribution des masses dans
un modeéle d’Escherichia coli
(courbe noire en haut a gauche).
Des bases de données comme
EcoCyc? donnentle méme type
de courbe. La courbe en rouge
est une courbe calculée a par-
tir du spectre de masse d'un
extrait cellulaire d'une cellule
d’'Escherichia coli. On observe
une différence entre la distri-
bution expérimentale et la dis-
tribution du modele montrant
ainsi que certains métabolites
sont absents du modeéle.

Ne peut-on pas alors utiliser
des programmes de rétro-
synthése pour trouver les
molécules manquantes dans
les modeles ? Effectivement,
en utilisant le workflow
RetroPath2.0 avec les regles
de réactions de SimPheny,
BNICE ou Retropath, on
obtient un certain nombre
de molécules qui ne sont pas
initialement dans le modele
d’'Escherichia coli.

L'intérét d'utiliser des sys-
témes de workflows est de
pouvoir facilement les coupler
entre eux. Ainsi RetroPath2.0
peut étre couplé avec le work-
flow OpenMS qui permet de
faire de l'annotation des
spectres de masse et aider
a la confirmation ou non de
la présence d’'une molécule a
partir de sa masse.

La Figure 18 (haut gauche)
montre le résultat obtenu
par OpenMS en utilisant
en entrée un spectre de
masse d’'un extrait cellulaire
d'Escherichia coli téléchargé
apartir de la base de données
MetaboLights®.

La Figure 18 (haut droite)
montre que les métabolites

29. https://ecocyc.org/
30. www.ebi.ac.uk/metabolights/

du modeéle d’Escherichia coli
ne couvrent que de 12 % des
masses. En utilisant les régles
de réactions de RetroPath
d’'un diametre de 16, 23 % des
masses du spectre sont cou-
vertes (Figure 18, bas gauche)
avec un diametre 4, la couver-
ture est de 60 %. Il est ainsi
possible de proposer une (ou
plusieurs) molécule(s) pour
60 % des masses du spectre.

Le couplage RetroPath2.0-
OpenMS nous a permis de
détecter la présence dans
l"échantillon de LU'Acétyl-
Leucine®, qui n'est pas un
métabolite connus dans les
modeles d'Escherichia coli
(Figure 19).

Afin de confirmer la pré-
sence d'Acétyl-Leucine dans
Escherichia coli, |'étape sui-
vante de notre travail a été de
vérifier par spectrométrie de
masse que le pic observé était
effectivement celui de U'Acé-
tyl-Leucine (Figure 20, haut).
Nous avons ensuite recherché
les enzymes chez Escherichia
coli responsables de la syn-
these de L'Acétyl-Leucine.
Pour ce faire, nous avons
utilisé une des méthodes
d’apprentissage automatique
présentées au paragraphe 2.2
(c'est-a-dire un processus
gaussien). L'étude a montré
que les enzymes ECBD4067
et ECDB4269 étaient respon-
sables de la synthése d'Acétyl-
Leucine (Figure 20). Il est bon
de noter que de tels exemples
d'utilisation de méthodes
d'apprentissage automatique
en biologie de synthése ne
sont pas si fréquents.

31. Acétyl-Leucine : substance
chimique qui est notamment uti-
lisée comme médicament contre
les vertiges.
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Spectre de masse d'un extrait cellulaire
représentent les données expérimentale

l|l!8|l|ln:‘!:8|l|8|§

d’Escherichia coli obtenu par le workflow OpenMS. Les points noirs
s. On peut ensuite corréler ce graphique avec les masses des molécules

d’'un modéle d’Escherichia coli (en bleu), ou seulement 12,3 % des masses expérimentales sont couvertes.
On augmente cette couverture en utilisant les masses des molécules produites par RetroPath2.0 [en rouge].
En diminuant progressivement le diamétre, la partie du spectre couverte augmente : pour un diamétre de 16 :
23,1 %, et pour un diamétre de 4 : 60,6 %.

Figure 19 '|_ be lea [l & [B] %) v+
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Detection de [Acétyl-Leucine [en
haut & gauche] dans le spectre de
masse. Les données retournées
montrent que la masse trouvée
correspond bien a celle de Acétyl-
Leucine.
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" ELC. 3.5.1.16 [FCRDADST} Acetyl-Cof + Lghatamate L-Leucine

EC.2311 4T

25 | CoA + M-acetyh-Lghitamate N-Acetyl-L-Leucine

24

§ EL.2.6.1.42 [ECBD4269)  Acetate +I.-oul‘thlu L-Leucine
[ER IS EC.3.51.16 4T
H;0 + Ni2}-acetyl-L-omithine N-Acetyl-L-Levcine

1
0% 7| ke 2301 (ecuvosen) 4-methyl-2. 3 acid + & N-Acetyl-L-Gl

o EC. 26142 4T

: + ine N-Acetyl-L-Leuc
4 L5 2 28 3 28 2-gxoglutarate + k-bewsine N-Acetyl-L-Leucine
N-Acetyl-L-Levone fokd induction
(engineered strain / wide type]

Recherche par apprentissage automatique et vérification expérimentale
des séquences d’Escherichia coli responsables de la synthése d’Acéty!-
Leucine. La recherche par apprentissage automatique retourne trois
séquences possibles [ECBD0907, ECBD4067, et ECBD4269) correspondant
a trois voies métaboliques différentes. Dans chaque cas, les enzymes

ont été surexprimées pour mesurer laugmentation d’Acétyl-Leucine.

On a ainsi pu démontrer que les enzymes ECBD4067 et ECBD4269 étaient
responsables de la production d’Acétyl-Leucine. Le spectre de masse

(en haut ; couplage « MS-MS »] de UAcétyl-Leucine permet de vérifier

le produit obtenu.

La rétrosyntheése, aujourd’hui
et demain

Ce chapitre a montré que la rétrosynthese
pouvait étre performante dans diverses applica-
tions biologiques. Nous avons vu explicitement
trois exemples, mais il en existe d'autres : la
biorémédiation®” ou la dégradation de compo-
sés, le métabolisme alternatif, pouvant étre
utilisé pour fabriquer de facon plus efficace
des molécules en utilisant moins d’énergie,
ainsi que la combinaison des régles de réac-
tions de synthese chimique avec des regles de
biosynthése. On peut aussi envisager de déve-

32. Biorémédiation : technique consistant a augmenter la biodégradation
ou la biotransformation, en introduisant des micro-organismes spéci-
fiques ou en stimulant l'activité de populations microbiennes, par apport
de nutriments et par ajustement des conditions de milieu.
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lopper des approches de criblage de l'espace
chimique consistant a faire évoluer des popu-
lations de molécules au moyen de réactions
chimiques et/ou enzymatiques.

Nous avons aussi montré que la rétrosyn-
these pouvait étre codée sous forme de work-
flows scientifiques, trés simples d’utilisation.
Des workflows, encore en développement,
permettent déja de piloter des robots destinés
a étre utilisés dans les processus d’ingénierie.
Ainsi, a terme, le processus d’ingénierie de
souches pourrait étre completement piloté et
controlé par un systeme automatique basé sur
la technologie des workflows.

Finalement, nous avons montré que l'apprentis-
sage automatique était utile dans les méthodes
de rétrosynthese telles quappliquées en biolo-
gie, pour la recherche des séquences enzy-
matiques, mais aussi pour les prédictions de
toxicité et le classement des voies de syntheses.
L'étape suivante est le développement d'un
apprentissage actif ou le cycle construction,
mesure, apprentissage est itéré une premiere
fois, puis relancé avec les mesures obtenues a
la premiére itération. Finalement, pourquoi ne
pas utiliser ces méthodes d’apprentissage pour
faire directement de lingénierie de génome,
pour rechercher par exemple automatiquement
les niveaux d’expression de genes permettant
l'optimisation d'une souche de bioproduction ?
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