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Abstract Cyclodextrin glycosyltransferase (CGTase; EC 219}l catalyzes the cyclodextrin
formation starting from malto-oligosaccharides tarch as well as the transglycosylation reactions.
In this paper, we described the glycosylation eftilesperidin by the CGTase frd@acillus circulans
produced byBacillus subtilistransformed with plasmid pDP66K. Glycosylatiortledé hesperidin was
achieved in the organic solvents and validatedgusite reaction products analysis by thin-layer
chromatography (TLC) on silica gel and fast atom bardment/mass spectrometry (FAB-MS). By
glycosylation, the hesperidin solubility increas@%is latter aspect leads to enhancing of the
hesperidin applications fields in the medical pcact

Résumé Cyclodextrine glycosyltransferase (CGTase ; EC1219) catalyse la formation de
cyclodextrines a partir de malto-oligosaccharides dlamidon mais également des réactions de
transglycosylation. Dans le présent travail, oréeridl la glycosylation de I’hespéridine par la CGdas
de Bacillus circulans produite chezBacillus subtilis transformé avec le plasmide pDP66K. La
glycosylation de I'hespéridine a été faite en solgaorganiques et validée par I'analyse des preduit
de réaction par chromatographie sur couche mince (C&Mgel de silice et par spectrométrie de
masse (FAB-MS). Par glycosylation, la solubilité Itespéridine augmente, ce qui va grandir par
conséquent leurs applications médicales.

Mots clés hespéridine, transglycosylation enzymatique, &ty organiques, cyclodextrine
glycosyltransferaseBacillus circulans

INTRODUCTION

Les flavonoides sont des métabolites polyphéndigggétaux qui interviennent
dans les processus de pigmentation des fleurgptagbion de plantes contre les
radiations UVAB et aussi dans leurs mécanismeséfiende contre les herbivores
et les attaques microbiennes. L’obtention de cesposés présente un intérét
clinigue majeur concernant leur activité anti-atisétérose, anti-inflammation,
anti-thrombose, anti-ostéoporose, anti-tumorale.
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Particulierement I'hespéridine est reconnu pourcapacité a inhiber des
enzymes spécifiques, a stimuler certaines hornetretains neurotransmetteurs [2].

Dans la classe des flavonoides il y a des repi@s®s glycosylés
('hespéridine, la neohésperidine et la naringieeylies membres non glycosylés
(la catéchine et la lutéoline) qui se différencée lgur solubilité en milieu aqueux.
En fait, la solubilité des ces flavonoides est actdur déterminantdans leurs
applications thérapeutiques et peut étre améliarér@actions de condensation
avec de donneurs hydrophiles.

La condensation peut étre réalisée par glycosylati par voie chimique ou
enzymatique — avec un glucide au niveau des redyaroxyles libres. Les
méthodes chimiques présentent certaines désavantageernant le temps de
réaction, et aussi la fréquence d'utilisations stelsants organiques chlorurés et des
catalyseurs métalliques. Par ces raisons les mé&thdd glycosylation par voie
enzymatique ont commencé a étre abordées récenpaiedé nombreuses équipes
de recherche.

La nouvelle glycosylation des flavonoides natifoglgylées va augmenter la
solubilité en milieu aqueux des celles-ci. La idtéire mentionne notamment la
glycosylation de [I'hespéridine, la neohésperidine I naringine par une
cyclodextrine glycosyltransferase (CGTase) prodpde une souche dBacillus
alcalophil [3, 4].

Dans cette étude nous présentons la glycosylat®nl’'leespéridine en
solvants organiques par l'action catalytique de&C@Tase deBacillus circulans
L'enzyme a été obtenue par techniques de biologikculaire et produite chez
Bacillus subtilis

MATERIEL ET METHODES

La cyclodextrine glycosyltransferag€GTase) deBacillus circulansa été
obtenue en utilisant le vecteur d’expression : pi¥§6]. Ce vecteur navette
(Fig. 1) est employé pour l'expression de la CGTases le contrdle d'un
promoteur p32 inductible par I'érythromycine. Iit éstroduit par transformation
dans la souche d@acillus subtilis sous sélection pour la résistance a la
kanamycine et a I'érythromycine.

La souche utilisée pour I'expression de la CGTasBatillus circulansest :
Bacillus subtilisDB104A déficiente en protéasesoeamylase &my npR2 nprE18
aprA3) [5]. La souche et le vecteur d’expression noas été donnés par le Dr
Hans LEEMHUIS (Groningen, Pays-Bas). La préparatioes cellules
compétentes, dans lesquelles I'enzyme a été exprietéla transformation de
Bacillus subtilisont été réalisées d'aprés le protocole décrit Bam [1]. La
souche deBacillus subtilisDB104A transformée avec le plasmide pDP66K est
cultivée sur un milieu de culture Luria-Bertani. C&Tase présente dans le milieu
de culture est purifiée par chromatographie d'@#inSépharose 6B (Sigma)
activée par Bi-cyclodextrine.
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Fig. 1. Carte de restriction du plasmide pDP66K déagPenninga [6].
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L'accepter flavonoidique, I'hespéridine (Fig. 2llisée dans le présent travail
est un préparé commercial produit de Sigma. Lactire chimique de
I'hespéridine est la suivante :
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Fig. 2. L’hespéridine.

HO

L’ a-fluorure de 4tétra-hydropyrano-maltosyle a été synthétisé aRIGEV
par le Dr Istvan Bajza.

Les solvants organiques testés comme milieu de tioac DMSO
(dimethylsulfoxide), DMF (N, N’-dimethylformamidet CH,CN (acétonitrile)

TRANSGLYCOSYLATION HESPERIDE

Le donneur d'unités glucosyles, aifluorure de 4'-tétra-hydropyrano-
maltosyle (0.5 mg; 1.17umol) a été incubé avec I'hespéridine (0.3 mg;
1.05umol) en présence de la CGTaseuffj pendant 2h & 50 °C dans un volume
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final de 250uL de tampon phosphate 10 mM, pH 7, contenant 25#8CN ou
30% DMSO ou 38% de DMF. Les produits de réactiont sanalysés par
chromatographie sur couche mince de gel de silberk F254), élués avec un
mélange acétonitrile/f® (8/2 viv) et révélés par trempage dans une soluti
d’Orcinol (725 mL d’éthanol + 225 mL deau + 30 nmde HSO, + 1 g
d’Orcinol), puis par chauffage a 300°C avec urapétpréliminaire de révélation
sous lumiére UV.

Dans la Fig. 3 est présenté schématique le trarsianités glucosyles sur
I'accepteur flavonoidique.
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Fig. 3. Réaction de couplage entre I'hespéridineuefiuorure de 4'-tétra-hydropyrano-maltosyle
réalisée par 'action catalytique de la CGTas®deillus circulans

EVALUATION DE L’ACTIVITE DE TRANSGLYCOSYLATION DE LA CGT DEBACILLUS
CIRCULANSEN MILIEUX DE SOLVANTS ORGANIQUES

L'évaluation de l'activité de transglycosylation tie CGTase deBacillus
circulansen milieux de solvants organiques a été faiteupar méthode originale,
dedosage des cyclodextrines résiduelles en présenpgkéaholphtaléine.

La Fig. 4 présente schématique le principe de aa#thode, qui suive la
réaction de couplage entre facyclodextrine et le maltose. La quantité @le
cyclodextrine qui a été consumée pendant la réad@ocouplage catalysée par la
CGTase est quantifiée avec I'aide de la phénolgintal La phénolphtaléine a la
capacité de former avecflacyclodextrine un composé d’inclusion stable ebadl
La concentration de phénolphtaléine libre est déite¥e par lecture de
I'absorbance a 552 nm.
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La B-cyclodextrine (0.567 mg; 0.pmol) a été incubé avec le maltose
(0.18 mg ; 0.5umol) en présence de la CGTase (dgy pendant 60 minutes a 50°C
dans un volume final de 5Q0 tampon phosphate 10 mM, pH 7, contenant 0-50%
DMSO ou 0-70% CECN ou 0-70% DMF. Apres la période d’incubation 100de
milieu réactionnel sont préleves et ajoutés aj208'une solution de phénolphtaléine
(0.075 M) préparée dans le tampon carbonate deraddiil M pH 9.7.

CGTase

+ 0—O

(ORC>

Fig. 4. Réaction de couplage entr@dayclodextrine et le maltosO—Q ao-D-Glcp-(1- 4)-D-
Glcp ; ®® : phénolphtaléine.

La concentration de phénolphtaléine libre est ddétere par lecture de
I'absorbance a 552 nm, apres 10 minutes a températobiante.

Les spectres de masse sont réalisés sur un apgareiag 10-10 C. Le type
d’'ionisation utilisé est le bombardement par atonaxélérés fést atom
bombardment FAB).

RESULTATS ET DISCUTIONS

L’analyse des produits de réaction, obtenue pentiatansglycosylation
enzymatique de I'hespéridine en milieux organiq(tesis solvants testés), par
chromatographie sur couche mince de gel de silipermis I'identification d’'un
composé Vvisible sous UV et révélé comme un glucfme, une réaction avec
I'Orcinol. Fig. 5, piste C, le spot entouré préseitiespéridine neo glycosylée.

Sur la plaque chromatographique (piste C) on argéset d’autres produits
secondaires qui proviennent probablement de laadégipn spontanée du donneur
d’unités glucosyles, ce qui indique que pendamédetion les deux substrats n’ont
pas été utilisés en totalité. Dans cette modalitep@ut explique le rendement de
glycosylation faible, observé sur la plague chrargeaphique.
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Fig. 5. Analyse par chromatographie sur couche endegel de
silice de la glycosylation de I'hespéridine par&Tase de
Bacillus circulans (A) o-fluorure de 4tétra-hydropyrano-
maltosyle ; (B) I'hespéridine (C) réaction de transfieéalisée en

- . w présence de la CGTase |(§), pendant 2h a 50°C, en utilisant
1,17 pmol (0,5 mg) de donneur et 1,1dmol (0,7 mg)
d’accepteur.
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Fig. 6. L'analyse par la spectrométrie de masda déaction de transglycosylation de I'nespéridine
par I'action catalytique de la CGTaseRigcillus circulans

En réalisant I'analyse des milieux réactionnelslpapectrométrie de masse
ont a vérifié que le produit de couplage obtenwe egtaiment I'hespéridine
glycosylée ([M+Na] = 1041). On a donc montré que la CGTaseBaeillus
circulans accepte ce flavonoide dans son site actif. Dafdga6 est présente le
spectre de masse, qui a été réalisé sur un appiamilang 10-10 C.

Les testes de solubilité réalisés pour la I'hesjigei on a montré que ce
flavonoide présente la meilleure solubilité en DME@3 mg/ml), suivi de DMF
(96.0 mg/ml) et de CKCN (0.90 mg/ml).
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Dans le Tableau 1 sont présenté les résultatsidésqgcies enzymatiques de
couplage entre Ig-cyclodextrine et le maltose par I'action catalyggde la
CGTase deBacillus circulansen milieux organiques testés. En absence de
solvant organique l'activité enzymatique de la C&T ast égale a 6.38) -CD
couplée/ml/minute. Les activités enzymatiques réslds dans chaque milieu
organique sont exprimées en pourcentage par rappette valeur de référence.

Tous les tests réalisés pour trouver le meilledvastd pour effectuer les
réactions de transglycosylation en milieu organiaqueis ont montré que la
CGTase garde une bonne activité résiduelle (57e3%¥espectivement 50.6%) dans
un milieu contenant 50% GREN et respectivement 40% DMSO par comparaison
au DMF dans lequel pour un pourcentage de 50% isblea milieu l'activité
enzymatique décroitre rapidement (24.0%).

Les tests de solubilité de I'hespéridine avec lesstsolvants nous ont
démontré une meilleure solubilité de ce flavonadidas le DMSO (123 mg/ml),
par rapport a DMF (96.0 mg/ml) ou @EN (0.90 mg/ml).

Considérant que I'hespéridine, le flavonoide queisn@avons essayeé le
glycosyler présente la meilleure solubilité dandDEISO et que la CGTase de
Bacillus circulans garde une bon activité résiduelle (50.6%) dansmilieu
contenant 40% de celui-ci, on a démontré que Idleneisolvant pour effectuer la
glycosylation de I'hespéridine est le DMSO.

Il nous reste a réussir d'améliore le rendemertetie réaction. Ceci devrait
étre possible en jouant sur les conditions deticdra¢quantité de donneur, quantité
d’accepteur, quantité d’enzyme, temps de réaction).

Tableau 1
Les activités de transglycosylation de la CGTasBalgllus circulans
DMSO CH:CN DMF
.. .| Activité ... | Activité Activité | Activité
[D%I/S)O] enécm/gt? u résiduelle [C?(;C):N] enécm/gt? u résiduelle [D(!,\/A;: ] enzymatiqu(résiduelle

: ymatiath o) ’ ymatat o) | (%)

0 6.38 100 0 6.38 100 0 6.38 104
10 3.96 62.2 10 5.7 89.3 14 3.75 58.8
20 3.78 59.2 20 4.7 74.0 2( 3.63 56.9
30 3.61 56.9 30 4.2 66.0 30 2.89 46.B
40 3.23 50.6 40 3.75 58.9 40 2.67 419
50 1.74 27.2 50 3.65 57.3 5( 1.53 24.0
60 ND ND 60 2.10 33.0 60 0.96 15.2
70 ND ND 70 1.39 21.9 70 0.95 15
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CONCLUSIONS

Les études effectuées pour I'obtention de glycacgungs polyphenolique
ont montré que I'hespéridine eatceptée dans le site actif de la CGTase de
Bacillus circulans mais le rendement de la glycosylation reste enfaible.

Parmi tous les solvants testés, DMSO présente téméinparticulier pour
notre étude. Les testés de [I'évaluation de lagtivde couplage entre la
B-cyclodextrine et le maltose en présence de la G&TdeBacillus circulans
réalisés dans le DMSO, le DMF ou le €&HN ont montré que I'enzyme conserve
plus de 50% de son activité en milieux contenafb 4OMSO. En méme temps
I'hespéridine présente la meilleure solubilité denBMSO.
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