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INTRODUCTION GENERALE






Introduction générale

La transcétolase (TK, EC 2.2.1.1.) est une transférase a thiamine diphosphate (ThDP),
¢tudiée depuis plusieurs années par I’équipe Synthése Et Etude de Systemes a Intérét
Biologique (SEESIB) de I’Institut de Chimie de Clermont-Ferrand (ICCF). Cette enzyme
issue de Saccharomyces cerevisiae, ou encore d’Escherichia coli, est utilisée in vitro pour son
potentiel synthétique car elle conduit a la synthése de polyols chiraux par formation d’une
liaison C-C de fagon hautement stéréosélective. Cette enzyme est présente dans tous les
organismes et elle participe au cycle des pentoses phosphates pour la synthése de cétoses
phosphorylés, notamment le D-ribose-5-phosphate, jouant un role clé¢ dans le métabolisme des
nucléotides.

Depuis peu, des travaux ont montré que chez ’Homme la TK est impliquée dans de
nombreuses maladies telles que le diabéte, certains cancers ou encore certaines maladies
neurologiques comme le syndrome de Wernicke-Korsakoff et la maladie d’Alzheimer. Dans
un but thérapeutique, des inhibiteurs spécifiques de cette enzyme sont actuellement congus et
synthétisés au niveau académique et industriel. Il s'agit essentiellement d'analogues du
cofacteur, le ThDP.

Dans le but de déterminer 1’effet de ces inhibiteurs sur 1’activité de la TK, il est
nécessaire de disposer de tests spécifiques et sensibles. Ceux décrits dans la littérature, sont
basés sur des modes de détection spectrophotométrique, ou fluorométrique, mais aucun ne
permet d’allier rapidité, sensibilité, faible coft.

Nous avons envisagé un mode de détection ampérométrique via un biocapteur,
systéme encore jamais exploré avec la TK. Un biocapteur est défini comme un outil
analytique associant intimement un composé biologique, comme une enzyme, a un
transducteur, dans notre cas une ¢lectrode. En effet, les biocapteurs ampérométriques sont des
dispositifs simples, sensibles et compacts permettant la reconnaissance spécifique et le dosage
d’une espece chimique en traduisant sa concentration en courant €lectrique mesurable. Le
principal verrou technologique dans la fabrication des biocapteurs demeure 1’immobilisation
des biomolécules a la surface du transducteur. L’encagement d'une forte densité¢ de
biomolécules dans une matrice hote apparait comme une méthode assez efficace tout en
veillant a maintenir la structure de la biomolécule et son accessibilité par les substrats.

Le développement des biocapteurs envisagés dans le cadre de cette these s’appuit sur
les compétences de I’équipe Matériaux Inorganiques (MI) de ’'ICCF dans les domaines des
biocapteurs enzymatiques et de I’immobilisation d’enzymes dans des matériaux inorganiques
lamellaires, les hydroxydes doubles lamellaires (HDL), étudiées par cette équipe depuis

\

plusieurs années. L’intérét accordé a ces matériaux se justifie par leur porosité, leur



Introduction générale

biocompatibilit¢ et leur capacité d’échange anionique. Cette derni¢re propriété les rend
favorable a la chimisorption d’une grande variété d’enzymes dont les points isoélectriques
sont généralement bas. De plus, la préparation de matériaux biohybrides notés enzyme@HDL
dans des conditions de « chimie douce » permet de conserver les propriétés structurales et
biologiques de I’enzyme. Ces matériaux s’avérent donc étre de trés bonnes matrices
d’immobilisation d’enzymes pour la réalisation de biocapteurs ampérométriques.

Ce projet collaboratif pluridisciplinaire, qui fait 1’objet de cette thése, implique a la
fois la biocatalyse, la chimie des matériaux inorganiques, et 1’électrochimie. Il a donc été
développé grace a la complémentarité des équipes SEESIB (production, étude et utilisation de
la TK) et MI (immobilisation d’enzymes et développement de biocapteurs ampérométriques)
de I'ICCF.

Des travaux antérieurs réalisés au sein de I’ICCF par les équipes SEESIB et MI ont
permis de développer un premier systeme électro-enzymatique pour la détection de I’activité
de la TK de S. cerevisiae en solution. La réaction catalysée par la TK ne conduisant pas a un
signal mesurable directement en €lectrochimie, le systéme de mesure envisagé fait appel a une
enzyme auxiliaire, la polyphénol oxydase (PPO, EC 1.14.18.1), qui fournit un signal
ampérométrique proportionnel a 1’activité de la TK.

Sur la base de ces premiers résultats, nous envisagerons dans un premier temps,
d’optimiser ce premier biocapteur. Le substrat de la TK nécessaire au développement de ce
systéeme n’étant pas commercial, sa synthése par voie chimio-enzymatique sera optimisée.
Enfin, dans le but d’amplifier le signal généré par le biocapteur a PPO, différents parametres
seront étudiés, la source de TK, la concentration en substrat, la nature du tampon.

Afin d’augmenter les performances de cette stratégie, une alternative au biocapteur a
PPO sera envisagée pour proposer un systeme susceptible de conduire a une réponse
ampérométrique plus élevée et plus simple a mettre en ceuvre grace a des substrats
physiologiques de la TK et, de plus, commerciaux. Ce nouveau systeme consistera en
’utilisation d’une autre enzyme auxiliaire, la galactose oxydase (GAOx, EC 1.1.3.9). La
détection de I’activité de la TK libre en solution sera tout d’abord envisagée. De plus, dans le
but de détecter des inhibiteurs de la TK et de développer un systeéme réutilisable, la
co-immobilisation de la TK a la surface de I’électrode sera étudiée. Pour cela la TK sera
immobilisée dans les HDL. En effet, des travaux préliminaires réalisés au sein de I’Institut ont
montré la faisabilit¢ de I’immobilisation de la TK de S. cerevisiae sur ces matériaux
conduisant a des biohybrides réutilisables et treés stables dans le temps en termes d’activité

enzymatique.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Nomenclature_EC
http://www.expasy.org/enzyme/1.14.18.1
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Au laboratoire nous disposons de plusieurs souches qui surexpriment la TK,
notamment la TK de S. cerevisiae, la TK d’E. coli. A la fin de cette thése, une collaboration
avec le Pr. Sprenger (Stuttgart, Allemagne) nous a permis de produire au laboratoire la TK
humaine surexprimée dans E. coli. Ces enzymes ont une forte homologie structurale entre
elles. Dans le cadre de ce travail, nous avons choisi d’utiliser la TK d’E. coli comme mod¢le
car nous pouvons 1’obtenir pure et sous sa forme d’apo-enzyme avec une activité spécifique
bien supérieure aux autres sources de TK disponibles.

Le premier chapitre de ce mémoire sera consacré a une étude bibliographique. Nous
présenterons tout d’abord la TK puis nous nous intéresserons tout particulierement a
I’implication de cette enzyme dans certaines maladies et nous recenserons les différents
inhibiteurs de la TK et les différents tests d’activité décrits dans la littérature. Les différentes
stratégies proposées pour immobiliser des enzymes, plus particulicrement celles développées
en utilisant les HDL comme matrice héte seront exposées. Une revue des modes
d’immobilisation de la TK sur divers supports sera présentée. Nous terminerons par la
description du principe de fonctionnement d’un biocapteur ampérométrique. Nous nous
intéresserons aux deux types de biocapteurs ampérométriques qui seront utilisés dans le cadre
des travaux de thése, les biocapteurs a PPO et a GAOx et au role des matrices
d’immobilisation, sur leurs performances.

Dans le second chapitre, nos résultats concernant la détection ampérométrique de
I’activité de la TK libre en solution via les deux biocapteurs envisagés seront présentés. Nous
indiquerons le principe, les conditions de mise en ceuvre, les limitations ainsi que les
avantages des biocapteurs ampérométriques a PPO et a GAOx. Enfin, nous nous attacherons
plus particulierement aux conditions de détection des activités des TKs d’E. coli et humaine
avec le biocapteur ampérométrique a GAOX.

Le troisiéme chapitre sera consacré a ’immobilisation de la TK dans les HDL. Nous
présenterons 1’étude physico-chimique des HDL en présence de solutions tampons et de
molécules phosphorylées, nécessaire a la TK. Nous comparerons deux modes
d’immobilisation soit ’adsorption de la TK sur les HDL préformés, soit la formation d’un
matériau biohybride noté TK@HDL par la méthode de coprécipitation. Puis, dans le but de
mettre au point le biocapteur TK-GAOx, I’activité enzymatique de la TK immobilisée dans

les HDL et déposée a la surface de 1’¢électrode sera évaluée.
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Dans le dernier chapitre, nos travaux dédiés a la détection d’inhibiteurs de la TK
seront présentés. Nous décrirons tout d’abord le principe et les conditions de mise en ceuvre
du biocapteur bi-enzymatique pour lequel la GAOx et la TK sont co-immobilisées a la surface
de I’électrode. Finalement, les résultats concernant la détection d’inhibiteurs de la TK avec le
systeme développé seront discutés.

Nous conclurons en dressant le bilan des résultats obtenus et indiquerons les

perspectives offertes par ces travaux.
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I.1. La transcétolase

La transcétolase (TK) appartient a la famille des enzymes dépendantes de la thiamine
diphosphate (pyrophosphate de thiamine, ThDP). Le ThDP est le dérivé diphosphorylé de la
vitamine B; ou encore appelée thiamine (Figure 1.1). Ces enzymes utilisent le ThDP comme
cofacteur pour la rupture ou la formation de liaisons carbone-soufre, carbone-oxygene,
carbone-azote et surtout carbone-carbone. Malgré le large éventail de réactions catalysées par
ces enzymes, de remarquables similarités au niveau de leur site actif et du mécanisme
réactionnel sont observées. Cette étude bibliographique montrera que les TKs issues de
sources différentes qu’elles soient microbiennes, animales, végétales ou humaine présentent

toutes les mémes structures et propriétés, ce qui permet d’utiliser le terme TK au singulier.
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Figure 1.1 : La vitamine B, et le pyrophosphate de thiamine

I.1.1. Caractérisation et production de la TK

I.1.1.1. Réaction catalysée in vivo et in vitro par la TK

La TK (EC 2.2.1.1) est une transférase qui catalyse a la fois la rupture et la formation
d’une liaison C-C. In vivo, cette enzyme catalyse le transfert réversible d’un groupement
hydroxyacétyle ou « cétol » d’un cétose phosphate donneur (D-xylulose-5-phosphate (D-X5P),
D-fructose-6-phosphate (D-F6P) ou D-sédoheptulose-7-phosphate (D-S7P) sur un aldose
phosphate accepteur (D-érythrose-4-phosphate (D-E4P), D-ribose-5-phosphate (D-R5P) ou
D-glycéraldéhyde-3-phosphate (D-G3P). La réaction est stéréospécifique et la configuration du

carbone asymétrique formé est S (Figure 1.2).

HO _ M _A_OPOs> H__~ )’ H.__~_ OPOs* HO - .
- OPO. = - 2
Y T oPs ThDP, Mg?* i * 7 {n OPOs
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n=2: D-R5P n=2:D-S7P

Figure 1.2 : Réaction catalysée in vivo par la TK
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Deux cofacteurs sont essentiels a D’activit¢é de la TK. Il s’agit de la thiamine
diphosphate (ThDP) et d’un cation divalent, Mg®" ou Ca®". Le ThDP est constituée de trois
domaines : le cycle 2-méthyl-4-aminopyrimidine (A), le cycle 4-méthyl-thiazolium (B) et un
groupement diphosphate (Figure 1.3). Le carbone 2 (*) du cycle B intervient directement dans

le mécanisme catalytique de la TK (cf. paragraphe 1.1.1.3).

2

Figure 1.3 : Structure et conformations du ThDP dans le site actif de la TK

In vitro, la spécificité de substrat des TKs issues de S. cerevisiae et d’E. coli'™ ainsi
que récemment celle de Geobacillus stearothermophillus® ont été étudiées par divers groupes
dont celui du prof. L. Hecquet. De nombreux substrats non physiologiques et notamment
non-phosphorylés ont €galement été décrits. Les constantes de Michaelis (Ky) de ces
substrats pour différentes sources de TKs sont comparées a celles obtenues avec les substrats

physiologiques phosphorylés®’ (Tableau I.1).

Tableau 1.1 : Constante de Michaelis (Ky;) de différents substrats pour les TKs de S. cerevisiae, d’E. coli et
humaine déterminées a 30°C et a pH 8,5 (ND : non déterminé et NS : non substrat)

Ku TK S. cerevisiae™® KuTK E. coli® Ku TK humaine’

(mM) (mM) (mM)
Substrats donneurs
D-xylulose-5-phosphate 0,21 0,16 0,49
D-fructose-6-phosphate 1,8 1,1 0,34
D-sédoheptulose-7-phosphate ND 4 ND
Hydroxypyruvate 33 18 NS
L-érythrulose 5 ND ND
Substrats accepteurs
D-ribose-5-phosphate 0,4 1,4 0,53
D-érythrose-4-phosphate ND 0,09 0,36
D-glycéraldéhyde-3-phosphate 4,9 2,1 ND
Glycolaldéhyde 21 14 ND
D-glycéraldéhyde 40 48 ND
D-érythrose 214 150 ND

L’hydroxypyruvate (HPA) est le substrat donneur de la TK le plus utilis¢ dans les
réactions de synthese car la décarboxylation de ce substrat au cours de la réaction catalysée
par la TK rend la réaction irréversible (Figure 1.4). Cette découverte a permis d’exploiter le
potentiel synthétique de la TK pour la synthése de nombreux cétoses et analogues® . Plus

récemment des études analytiques ont montré que des analogues du pyruvate (bromo,
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dibromo, chloro, dichloro et fluoro pyruvate) sont des substrats donneurs de la TK d’E. coli'*.
Cependant ces composés n’ont pas été utilisés en présence de substrats accepteurs a des fins

synthétiques pour accéder aux analogues de cétoses correspondants.

TK

(0] OH ol OH
Mg?*, ThDP
HO e :
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O =
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Figure 1.4 : Réaction catalysée par la TK basée sur I’utilisation du HPA

Une large variété de substrats accepteurs a été testée en présence d’HPA comme
substrat donneur’”. Le meilleur substrat accepteur non phosphorylé pour les TKs de
S. cerevisiae et de E. coli est le glycolaldéhyde6. La TK accepte tres préférentiellement des
o-hydroxyaldéhydes de configuration (2R) conduisant ainsi a des cétoses de configuration
D-thréo (3S,4R). Cette propriété est exploitée pour dédoubler des mélanges racémiques
d’o-hydroxyaldéhydes afin d’obtenir des (25)-hydroxyaldéhydes'®. Les aldéhydes
aliphatiques et éthyléniques sont également transformés par la TK, mais avec une moindre
activité comparée a celle des aldéhydes polyhydroxylés. La TK de S. cerevisiae accepte aussi
quelques aldéhydes aromatiques et hétéroaromatiques, contrairement a la TK d’E. coli.
Actuellement, les études portent sur la modification de la spécificité de substrat de la TK
d’E. coli'” et de G. stearothermophillus (travaux actuellement en cours dans le groupe du

prof. L. Hecquet) essentiellement par mutagenese, afin d’élargir son champ d’application.
I.1.1.2. Structures tridimensionnelles des transcétolases

Les structures tridimensionnelles des TKs issues de microorganismes (S. cerevisiae'™
20, E. coli21’22, Leishmania mexicana23, Bacillus anthracis24, Mycobacterium tuberculosiszS,
Burkholderia  pseudomallei®, Burkholderia thailandensis®’, Campylobacter jejuni™,
Francisella tularensis® et Thermus thermopilus30) de végétaux (mai’s“) et la TK humaine®
ont €té résolues en présence des cofacteurs seuls, mais aussi en présence de certains substrats
donneurs ou accepteurs.

Les structures tridimensionnelles des TKs montrent une forte analogie. De fagon
générale, les TKs se présentent toutes sous forme de dimere avec des nombres d’acides

aminés et des poids moléculaire trés proches. De plus, elles possédent un site actif pour

chaque sous unité situé¢ a I’interface entre les deux monomeres.
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En particulier, la TK de S. cerevisiae est constituée de deux sous-unités identiques de
74 kDa (Figure 1.5-A) comportant chacune 680 acides aminés. Chaque monomere comporte
un site actif qui est situé a ’interface entre les deux sous-unités et deux sites de fixation pour
ses cofacteurs, le ThDP et le cation divalent (Mg”" ou Ca®"), localisés a proximité du site
actif. Chaque monomeére est caractérisé par trois domaines distincts : le domaine N-terminal
(domaine PP), le domaine intermédiaire (domaine Pyr) et le domaine C-terminal (Figure
1.5-B). Les trois domaines sont interconnectés par des régions flexibles qui n’adoptent pas une
structure secondaire définie. Le domaine PP lie la partie pyrophosphate du ThDP et le
domaine Pyr est en contact avec la partie aminopyrimidine. Les domaines PP et Pyr sont
impliqués dans la stabilisation du dimere et englobent également le site actif. Aucune

implication dans la catalyse enzymatique n’a été démontrée pour le domaine C-terminal.

B/ — N
X

Domaine Pyr =
(intermédiaire)

A : structure de I’homodimere ; B : les trois domaines N-terminal (PP), intermédiaire (Pyr) et C-terminal

Figure 1.5 : Structure de la TK avec deux molécules de ThDP

Des études cristallographiques, couplées a des expériences de mutagenese dirigée ont
permis d’identifier les résidus clés du site actif des TKs qui sont impliqués dans la
reconnaissance des substrats. Par ailleurs, ces études ont également permis de définir les
interactions entre les cofacteurs et les résidus du site actif pour proposer un mécanisme

o 18,21,32
réactionnel de catalyse .

12



Chapitre I : Etude bibliographique

Etude du site actif de la TK en présence du ThDP et des cations divalents

Le ThDP est enchassé dans une cavité profonde qui est située a ’interface des deux
sous-unités protéiques. Son groupement diphosphate interagit avec le cation Ca®", trois
molécules d’eau et trois résidus pour la TK de S. cerevisiae (His69, His263 et Glyl58)
(Figure 1.6) et sept résidus pour la TK humaine (Ser40, Lys75, His77, Asnl85, Lys244,
Gly156 et Glul57). Le cycle thiazolium (B) du ThDP, quant a lui, forme des liaisons de type
de Van Der Waals avec certains résidus du site actif. Les résidus Asp382 (TK de
S. cerevisiae) et GIn189 (TK humaine) interviennent dans la stabilisation de la charge du
cycle thiazolium (B) et sont indispensables a la liaison du ThDP a I’enzyme. Le cycle
4-aminopyrimidine (A) est stabilisé¢ dans la zone hydrophobe par les résidus Phe442, Phe445
et Tyr448 pour la TK de S. cerevisiae et Glu366, Gly123, GIn428, Phe389 et Phe392 pour la

TG e
S i o e
B

TK humaine.
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Figure 1.6 : Interactions entre les cofacteurs et les résidus du site actif de la TK de S. cerevisiae

Les données cristallographiques montrent que le cation divalent Ca*” interagit avec les
acides aminés Asp157, Asnl87 et Ile189 du site actif de la TK S. cerevisiae (Figure 1.6) et les
acides aminés Aspl55, Asnl85 et leul87 de celui de la TK humaine. Le Ca”" interagit
¢galement avec le groupement pyrophosphate du ThDP. Sa présence est essentielle pour que

le ThDP se lie a I’apoenzyme.
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Etude du site actif de la TK en présence des substrats physiologiques

L’étude du site actif de la TK de S. cerevisiae en présence de ses substrats a fait 1’objet
de nombreux travaux.

La TK accepte des cétoses et des aldoses phosphates comportant trois a sept carbones.
Parmi eux, seul le D-érythrose-4-phosphate (D-E4P, un des substrats accepteurs) a été
co-cristallisé avec la TK de S. cerevisiae, avec une résolution de 2,4 AP, Les études
cristallographiques couplées a des expériences de mutagenése dirigée ont permis de proposer

un mode¢le des interactions entre les résidus du site actif et le D-E4P (Figure 1.7).
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Figure 1.7 : Mise en évidence des acides aminés du site actif de la TK de S. cerevisiae impliqués dans la
fixation du substrat accepteur (D-E4P) et dans la catalyse

Arg528

L’ Asp477 interagit par une liaison hydrogene avec le groupe hydroxyle en position a
de la fonction aldéhydique du D-E4P et contrdle ainsi 1’énantiosélectivité vis-a-vis des
aldéhydes a-hydroxylés de configuration R.** De plus, les deux Arg359 et 528 stabilisent les
groupements phosphates des substrats ayant une chaine carbonée supérieure ou égale a quatre
unités tandis que I’His469 et la Ser386 stabilisent les groupements phosphates des cétoses

comportant trois ou quatre carbones.
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Comparaison des résidus clés intervenant dans le site actif des TKSs de S. cerevisiae,

E. coli et humaine

Il apparait que les résidus clés notamment les deux His30 et His263 chez
S. cerevisiae" intervenant dans la catalyse jouent le méme role chez E. coli’* et chez
’homme™ (Tableau L1.2). Pour les trois TK, trois résidus Arg, Ser et His sont retrouvés pour
stabiliser le groupement phosphate. Pour la stabilisation des groupements hydroxyles du
substrat donneur, les résidus His jouent un role majeur. De plus, nous avons vu précédemment
que I’énantiosélectivité est controlée chez la TK de S. cerevisiae par I’ Asp477 et récemment
chez E. coli il a été montré qu’un résidu Asp469 a la méme fonction. Toutefois, la TK
humaine comporte quelques différences, la GIn428 remplace une histidine (His481 chez
S. cerevisiae et His473 chez E. coli) qui pourrait jouer un réle dans la liaison du substrat. Le
résidu GIn189 remplace une Ile au niveau de la liaison avec le cycle thiazolium. Ce résidu
GIn189 pourrait empécher par son encombrement stérique, la dissociation du cofacteur,
expliquant ainsi la liaison quasi-irréversible du ThDP a 1’enzyme. Le résidu Lys260 non
retrouvé chez S. cerevisiae et E. coli, est quant a lui situé¢ a I'entrée de la poche contenant le

substrat et il pourrait interagir avec le groupement phosphate du substrat.

Tableau L.2 : Résidus intervenant dans le site actif des TKs

Réle du résidu S. cerevisiae" E. coli®* Humaine®’
His30 His26 His37
Catalyse ) ) )
His263 His261 His258
Enantiosélectivité Asp477 Asp469 -

His469 His461 His461

Ser386 Ser385 Ser345

Stabilisation du groupement phosphate

du substrat Arg359 Arg358 Arg318
Argd74

- - Lys260

Liaison avec le cycle thiazolium Ile Ile GIn189
Alignement orbitalaire des Hisd81 Hisd73 GIn428

intermédiaires
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1.1.1.3. Mécanisme réactionnel de la TK

D’aprés les expériences de mutagencse dirigée et aprés analyse des données
cristallographiques, un mécanisme catalytique pour la TK de S. cerevisiae'’ a été proposé.
Celui-ci peut étre adapté aux TKs d’E. coli** et humaine®>™, les sites actifs étant similaires,
comme nous I’avons vu précédemment dans le paragraphe 1.1.1.2.

La premicere étape commune a toutes les enzymes qui utilisent le ThDP consiste en la
déprotonation du C, du cycle thiazolium qui conduit a la forme activée du ThDP. Le résidu
Glu418 (Glu336 pour la TK humaine) protone I’atome d’azote N1’ du cycle pyrimidine (a)
conduisant a la formation du groupe iminium (b). Le C, du cycle thiazole est alors déprotoné
(¢) par le résidu His481 (His110 pour la TK humaine et His473 pour la TK d’E. coli) (Figure
1.8). Bien que la conformation en V du ThDP ne soit pas favorisée thermodynamiquement,

elle permet la stabilisation du carbanion du C, du cycle thiazolium par le groupement iminium

du cycle pyrimidine.
Glu418 /EGIUMS /EGIUMS
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Figure I.8 : Mécanisme d’activation du ThDP

Puis, le carbanion ¢ formé attaque le groupe carbonyle du D-X5P (d) qui peut étre
protoné soit par le groupe iminium du cycle pyrimidine ou bien par le résidu His481 (cette
dernicre hypothése est retenue dans le mécanisme décrit dans laFigure 1.9).

Ensuite, I’His263 (His261 pour la TK d’E. coli et His258 pour la TK humaine) est
parfaitement positionnée pour arracher le proton du groupement hydroxyle du C; du substrat
donneur li¢ au ThDP (e). Le D-G3P est alors libéré. La charge négative de I’intermédiaire
o,B-dihydroxyéthyl-pyrophosphate de thiamine (f) est stabilisée par effet mésomere (g).

Le carbanion (f) attaque alors la face Re de la fonction aldéhyde du substrat accepteur,
I’oxygene étant protoné par 1’His263. Le nouveau carbone asymétrique formé est de

configuration S. La rupture de la liaison qui lie le C, du cycle thiazolium (h) via la
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déprotonation du groupement hydroxyle conduit a la libération du produit final de

configuration (3S,4R) et du ThDP (i).
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Figure 1.9 : Mécanisme réactionnel

1.1.1.4. Production des TKs

Quelques TKs, essentiellement issues de S. cerevisiae, d’E. coli, de Geobacillus
stearothermophilus, Leishmania mexicana et la TK humaine, ont été surexprimées et
produites en grande quantité en raison de leur intérét pour la biocatalyse dans le cas des TK

microbiennes, ou pour le domaine médical dans le cas de la TK humaine.

TK de S. cerevisiae

Deux genes codant des enzymes ayant une activit¢ TK, 7KL/ et TKL2, ont été
identifiés chez S. cerevisiae. Les deux enzymes correspondantes présentent 71 % d’homologie
de séquence mais semblent jouer des roles différents au sein de la cellule. En effet, le geéne

TKL2 est peu exprimé et ne semble pas indispensable au métabolisme de S. cerevisiae®®,
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contrairement a la TK codée par le gene TKLI. Tous les travaux décrits dans la littérature
concernent la TK codée par le géene TKLI.

La TK de S. cerevisae a été la premicre a avoir été clonée et surexprimée. Sundstorm
et ses collaborateurs ont construit le plasmide pTKLI1, contenant le géne tk/1, a partir d’une
banque génomique de S. cerevisize dans le vecteur pHR81. Ce vecteur navette a la
particularité de se répliquer dans E. coli et dans S. cerevisiae. Grace a l'utilisation de ce
vecteur, les auteurs obtiennent un taux de surexpression de la TK qui représente 15 % de la
quantité de protéines cellulaires.

Une méthode de purification de la TK produite dans S. cerevisiae H402 (pTKLI1) est
décrite par 1’équipe de Schneider®®. Elle fait intervenir successivement une précipitation au
sulfate d’ammonium, trois chromatographies d’exclusion moléculaire (Sephadex G-25,
Sephacryl S-300 et Sephadex G-50) et une chromatographie sur résine anionique (Mono-Q
HR). Cette méthode permet d’obtenir la TK avec une activité spécifique de 37 U.mg”,

déterminée en présence des substrats naturels et un rendement de 32 %.

TK d’E. coli

Deux genes tktA et thkfB ont été identifiés chez E. coli. Les séquences protéiques des
deux TK présentent 70 % d’homologie et sont indispensables a la survie cellulaire.

La TK issu du gene tktA est ’enzyme la plus exprimée dans E. coli et aussi la plus
¢tudiée. Woodley et ses collaborateurs ont cloné le géne tktA dans un plasmide multicopie de
type pBGS18 portant un géne de résistance a la kanamycine. Aprés transformation dans
E. coli, des cultures a grande échelle (20 et 1000 litres) en réacteur ont été réalisées afin de
produire la TK. La lyse des bactéries par un homogénéisateur haute-pression a permis
d’obtenir un extrait cellulaire clarifié¢ avec une activité spécifique de 26,4 U.mg™, déterminée
en présence des substrats naturels. La TK représente 40 % de la quantité totale de protéines
dans Iextrait™.

La purification des protéines a ¢été facilitée par le greffage d’une étiquette six
histidines (His-Tag) en position N-terminale. Cet oligopeptide présente une grande affinité
pour le nickel et a permis de purifier la TK par chromatographie d’affinité sur une résine

Ni-NTA (nickel-acide nitriloacétique)™.
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TK de Leishmania mexicana

La TK de Leishmania mexicana a également été clonée dans un vecteur sous le
controle d’un promoteur T7 et d’un opérateur /acZ, avec une étiquette six histidines. Apres
transformation dans E. coli et induction par I'IPTG, la TK représentait 5 a 8 % des protéines
de D’extrait cellulaire issu de la culture. Une chromatographie d’affinité sur résine Ni-NTA a
permis d’obtenir une TK avec une activité spécifique de 1,65 U.mg” déterminée en présence

des substrats naturels, et un rendement de 10 & 15 mg par litre de culture®'.

TK de Geobacillus stearothermophilus

Un seul geéne tkl a été identifi¢ récemment a partir du génome de Geobacillus
stearothermophillus®. Ces travaux ont été développés par le groupe du prof. L. Hecquet en
collaboration avec le Génoscope d’Evry. La séquence protéique présente 70 % d’homologie
avec celle de Bacillus anthracis. Un geéne synthétique de cette TK a été obtenu et a été
surexprimé dans E. coli.

La purification des protéines a été facilitée par le greffage d’une queue six histidines
(His-Tag) en position N-terminale. Une purification par choc thermique peut étre envisagée
comme alternative compte-tenu de la thermostabilité¢ de cette TK. En présence des substrats
naturels, ’activité spécifique a 25°C de la TK purifiée par choc thermique est de 0,9 U.mg.
Elle est similaire a celle de la TK purifiée par chromatographie d’affinité sur résine Ni-NTA.
Cette technique de purification plus rapide et plus simple & mettre en ceuvre a donc été retenue

De plus, I’activité spécifique a 50°C est de 2,8 U.mg.
TK humaine

La TK humaine a été clonée tout d’abord par Wang et ses collaborateurs dans un
vecteur de surexpression sous le controle d’un promoteur T7 et d’un opérateur lacZ, avec une
étiquette six histidines en position N-terminale®. Cette stratégie a conduit aprés purification,
en présence des substrats naturels, & une activité spécifique de 6 2 10 U.mg™' et un rendement
de 0,8 a 1,5 mg par litre de culture. Plus récemment, Nixon et ses collaborateurs ont utilisé le
vecteur pCLA76, ce qui a permis aussi 1’introduction d’une étiquette His-Tag®. Le promoteur
est inductible par la chaleur. Le vecteur pCL476/TK a été transformé dans une souche
d’E. coli. La souche obtenue a été cultivée a 30°C, puis la production de la TK a ét¢ induite en

placant la culture a 42°C. Apres purification par chromatographie sur hydroxyapatite, suivie
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d’une chromatographie d’affinit¢ au nickel, la TK recombinante humaine exprimée dans
E. coli a été obtenue avec une activité spécifique de 13,5 U.mg™, déterminée en présence des

substrats naturels, et un rendement de 2,5 %.

I.1.2. Role métabolique de la TK

La TK est ubiquitaire. Chez les végétaux la TK intervient dans le cycle de Calvin en
relation avec la photosynthése, et chez les microorganismes et les organismes supérieurs, la
TK est présente dans la voie des pentoses phosphates plus précisément dans le segment non
oxydatif. Nous limiterons cette étude au role de la TK dans cette derniere voie métabolique

(Figure 1.10).
I.1.2.1. Réle de la TK dans la voie des pentoses phosphates

La voie des pentoses phosphate commence par une phase oxydative durant laquelle le
D-glucose-6-phosphate (D-G6P) provenant de la phosphorylation du D-glucose est transformé
en D-ribulose-5-phosphate avec production de deux molécules de NADPH et d'une molécule
de CO,. Dans le segment non-oxydatif de la voie des pentoses phosphates, la TK catalyse la
transformation du D-ribose-5-phosphate (D-R5P) et du D-xylulose-5-phosphate (D-X5P) en
D-glycéraldéhyde-3-phosphate (D-G3P) et D-sédoheptulose-7-phosphate (D-S7P) ainsi que la
transformation du D-érythrose-4-phosphate (D-E4P) et du D-X5P en D-fructose-6-phosphate
(D-F6P) et D-G3P (Figure 1.10).
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D-glucose-6-P

¢ ¢ Voie oxydative

D-ribulose-5-P

D-S7P D-G3P

transaldolase

D-E4P

( )

D-G3P D-F6P

Figure 1.10 : Segment non oxydatif de la voie des pentoses phosphates

Les monosaccharides phosphorylés jouent un rdle essentiel comme précurseurs de

différentes voies métaboliques (Figure 1.11).

Acides nucléiques
et histidine

A

D-G3P + D-S7P

D-X5P + D-R5P

v v

Cycle de Krebs Glycolyse

A A

D-X5P + D-E4P _

D-G3P +  D-F6P

:

Y
Acides aminés
aromatiques

Figure 1.11 : Importance de la réaction catalysée par la TK dans la cellule

Notamment, le D-RSP généré par la voie des pentoses phosphates est phosphorylé par
la ribose phosphate pyrophosphokinase en présence d’une molécule d’adénosine triphosphate
(ATP) pour donner le 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate (PRPP). Ce précurseur est impliqué
dans la biosynthése de I’histidine, des nucléotides et du nicotinamide adénine dinucléotide

(NAD").
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Le D-F6P et le D-S7P permettent de faire un lien entre la voie des pentoses phosphates
et la glycolyse. Le D-F6P et le D-S7P sont phosphorylés par la phosphofructokinase 1 (PFK1)
en présence d’ATP pour accéder au  D-fructose-1,6-bisphosphate et au
D-sédoheptulose-1,7-diphosphate. Le D-S7P est aussi un précurseur des lipopolysaccharides

des parois bactériennes.

1.1.2.2. Implication de la TK dans les maladies humaines

Les différents monosaccharides phosphorylés du segment non-oxydatif de la voie des
pentoses phosphates, substrats de la TK, sont impliqués dans de nombreuses voies
métaboliques, notamment la glycolyse (Figure 1.12). De plus, lors d’une déficience en
thiamine, I’activit¢ de la TK comme celles des autres enzymes ThDP dépendantes, est
diminuée chez les organismes supérieurs et notamment chez ’Homme. Ces facteurs peuvent

engendrer des maladies séveres.
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Figure 1.12 : Implication de la glycolyse dans le segment non oxydatif de la voie des pentoses phosphates**
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Maladies neurologiques

Le syndrome de Wernicke-Korsakoff est une maladie souvent rencontrée chez les
alcooliques chroniques et chez les patients ayant une maladie gastro-intestinale ou le
syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) associé a une malnutrition. Ce syndrome
génere une paralysie des muscles moteurs et des troubles de la conscience. Cette maladie est
provoquée par une déficience en thiamine qui se traduit par une diminution de I’activité des
enzymes ThDP dépendantes. Parmi ces enzymes, il a ét¢ montré in vivo que I’activité de la
TK diminue en premier et celle-ci est totalement restaurée en présence d’un exces de
thiamine®. La thiamine est prescrite chez ’homme pour le traitement de cette maladie*®*.
Cependant, ces études ont montré que la neuropathologie ne dépend pas uniquement du role
de la TK mais aussi d’autres facteurs encore peu connus***.

Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, une diminution de ’activité¢ de la TK a été
¢galement montrée lors d’un examen post-mortem des cerveaux et autres tissus des patients
atteints*®. Chez ces malades, la structure de la TK identifiée dans les fibroblastes est différente
de celle des patients sains. Cette anomalie serait due a une protéolyse partielle de la TK
produisant une plus petite sous-unité présentant une faible activité TK. Cette caractéristique
peut représenter un marqueur pour cette maladie. Des études ont montré que les cathepsines
lysosomales, plus précisément les cystéines protéinases, seraient impliquées et pourraient étre
des cibles pour le traitement de cette maladie™.

Dans le cadre des maladies neurologiques, I’activité enzymatique de la TK peut étre
dosée post-mortem dans les différents tissus du corps humain dont le cerveau mais aussi dans
le sang des malades permettant d’évaluer aussi la déficience en thiamine. La TK a été isolée et

purifiée a partir des érythrocytes humains®'. Son activité a été détectée selon le test

conventionnel qui sera développé par la suite dans le paragraphe 1.1.4.1.

Cancer

Le glucose est une source de carbone lors de la synthése des acides nucléiques dans les
cellules tumorales. La branche non oxydative de la voie des pentoses phosphates dans laquelle
intervient la TK joue donc un rdle important pour la synthése de D-R5P dans les cellules
cancéreuses. Dans certaines cellules tumorales, plus de 85 % du D-R5P nécessaire a la
synthese nucléosidique dérive directement ou indirectement de cette branche. Ces cellules

montrent une utilisation accrue de glucose, utilisé dans le segment non oxydatif de la voie des
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pentoses phosphates conduisant & une sur-régulation de la TK (Figure 1.12)°**. D

e
nombreuses ¢tudes montrent que la TK et la thiamine ont effectivement un haut coefficient de
controle dans la croissance des cellules tumorales, du cancer du colon, des hépatomes, des
carcinomes ¢épithéliaux des poumons, des carcinomes de la thyroide et des adénocarcinomes

7 De plus, un apport nutritionnel en thiamine permet la survie et la

pancréatiques
prolifération des cellules cancéreuses’°. Ces résultats ont été confirmés par I'utilisation
d’inhibiteurs de la TK. L’oxythiamine induit ainsi la suppression de la prolifération tumorale
ce qui se traduit par un arrét de la phase G1 du cycle cellulaire dans les cellules cancéreuses
d’Ehrlich®. Récemment une étude a montré l'expression de la TK dans les cellules tumorales
sous hypoxie®".

L’activité de la TK dans des cellules tumorales est détectée in vitro dans des extraits
cellulaires. Ceci a été réalisé dans le cas de cellules tumorales ascitiques d’Ehrlich™®. De

plus, ’influence de la TK in vivo sur la prolifération des cellules cancéreuses est étudiée soit

en présence d’inhibiteurs soit avec un apport en thiamine™.
Diabéte

La TK joue également un réle important dans le diabéte*. Un haut niveau de glucose
dans le sang induit simultanément une forte concentration en glucose dans les cellules
rétiniennes, endothéliales et neuronales. Quand la concentration en glucose est ¢levée dans le
sang, le glucose et d’autres sucres réagissent de fagon non enzymatique avec les groupements
amino des protéines. Cela conduit a une modification post traductionnelle appelée glycation
non enzymatique qui diminue ’activité des enzymes et notamment celle de la TK. Cette
glycation peut étre diminuée dans le cas de la TK par la prescription de vitamine B; ce qui
active la TK et permet de remédier en partie a I’accumulation de glucose dans le sang. Il a été
aussi montré que la benfotiamine en activant indirectement ’activité de la TK via la
glucokinase responsable de la conversion du glucose en glucose-6-phosphate, active la voie

des pentoses phosphate et prévient du diabéte (Figure 1.12)*%*

. La TK peut donc étre une
nouvelle cible pour la prévention et le traitement du diabéte chronique. L’activité

enzymatique de la TK est dosée dans le sang comme dans le cas des maladies neurologiques.
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Paludisme

Dans le cas de cette maladie, la TK humaine n’est pas impliquée comme dans le cas
des autres maladies citées ci-dessus. En revanche, la TK du parasite Plasmodium falciparum
ayant moins d’homologie avec la TK humaine, elle est envisagée depuis peu comme une

nouvelle cible dans le traitement du paludisme®.
I.1.3. Inhibiteurs de la TK

La littérature recense de nombreuses molécules ayant des activités inhibitrices sur des
TKs provenant de différentes sources. Les travaux dans ce domaine ont pris de I’ampleur ces
dernicres années, comme nous venons de le voir, des études ont montré I’implication de la TK
dans de nombreuses maladies, notamment dans les cancers et plus récemment dans le

paludisme. De nouveaux inhibiteurs de cette enzyme ont été ainsi découverts.
1.1.3.1. Inhibiteurs de la TK de S. cerevisae

Les premiers inhibiteurs de la TK ont ét¢ mis en évidence avec I’enzyme de

S. cerevisiae. 11 s’agit d’inhibiteurs compétitifs, analogues du ThDP, ou de substrats.

Inhibiteurs analogues du ThDP

La premicre étude portant sur 1’inhibition de la TK en présence d’analogues du ThDP
a été effectuée en 1971% en présence de la TK de S. cerevisiae sous forme d’apoenzyme. Les
auteurs de ces travaux ont étudié I’influence des trois éléments structuraux caractéristiques du
ThDP (cycle A aminopyrimidine, cycle B thiazolium et groupement pyrophosphate) a 1’aide
des composés présentés dans le Tableau 1.3.

Le role de ces molécules en tant qu’inhibiteurs a été évalué d’apres leurs constantes
d’inhibition (K;). Ainsi, I’affinité d’un inhibiteur est d’autant plus grande que le K; est petit.
Cette constante d’inhibition Kj, correspond aussi a la constante de dissociation (Kp) du
complexe enzyme-inhibiteur ou du complexe enzyme-substrat-inhibiteur.

> = [E][I]
E+IK:_ El Kb (K;) L
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Les valeurs de K; obtenus avec les composés non phosphorylés (1), mono (3) et
diphosphrorylés (6) et avec le pyrophosphate (5), permettent d’en déduire que le groupement
pyrophosphate en présence du cycle B contribuerait de fagon significative a 1’effet inhibiteur.

En effet, les composés comportant un groupement diphosphate ont des K; plus petit.

Tableau 1.3 : Les premiers inhibiteurs de la TK analogues du cofacteur (K; déterminés a température
ambiante et a pH 7,4 ou 7,6)

Inhibiteurs K;(mM)
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Pour mieux comprendre 1’influence des cycles A et B, deux autres molécules ont été
étudiées® : la néopyrithiamine (2) et Ioxythiamine (4) (Tableau 1.3). Leurs constantes
d’inhibition, respectivement de 1,4.10° et 4,3.10°nM, sont meilleures que celles de la
thiamine. Ainsi I’introduction d’une modification sur le cycle aminopyrimidine (4) a un effet
plus marqué pour I’inhibition qu’une modification sur le cycle thiazolium (2). Mais ces
molécules sont de mauvais inhibiteurs par rapport au composé 6.

Sur la base de ces travaux, une trentaine d’années plus tard la recherche de nouveaux
inhibiteurs, analogues du ThDP de type aminopyridine, tel que le pyrophosphate de
N3’-pyridyl-thiamine (7) (Tableau 1.3) a été étudié avec la TK de S. cerevisiae®. Cet
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analogue interagit avec les mémes acides aminés de I’enzyme que le ThDP, excepté¢ la liaison
entre le Glu418 et ’atome d’azote en position 1 du cycle aminopyrimidine du ThDP. Cet
analogue est un trés bon inhibiteur compétitif de la TK avec une constante d’inhibition de

1,3 nM.

Inhibiteur analogue du substrat donneur

L’hydroxyphénylpyruvate est un analogue de 1’hydroxypyruvate (HPA), substrat
donneur de la TK, car il présente un groupement hydroxyacétyle, et c’est aussi un métabolite
cellulaire précurseur de la tyrosine (Figure 1.13). Son rdle d’inhibiteur compétitif de la TK de
S. cerevisiae a été étudié. Il conduit a une constante d’inhibition de 3,0 mM (a 25°C et a
pH 7,6) proche de la constante de Michaelis (Ky) du D-F6P. Cette molécule pourrait

intervenir dans la régulation de la biosynthése de la tyrosine®”.

OH
O
HO

O

Figure 1.13 : Structure du p-hydroxyphénylpyruvate

1.1.3.1. Inhibiteur de la TK d’E. coli

Le D-arabinose-5-phosphate (D-AS5P) est un aldose qui a ¢été envisagé comme
inhibiteur de la TK d’E. coli en tant qu’analogue du substrat accepteur (Figure 1.14). Dans le
cas de la TK de S. cerevisiae, il est décrit comme substrat accepteur malgré sa configuration R
au niveau du C,. Cependant, il a été démontré qu’il agit comme un inhibiteur compétitif de la

TK &’E. coli avec un K; de 6 mM (& température ambiante et a pH 7,6)°.

OH OH
H O.OH

O OH (I)H
Figure 1.14 : Structure du D-ASP
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1.1.3.2. Inhibiteurs de la TK humaine

Ce domaine est largement exploré a I’heure actuelle en raison du rdle clé joué par la
TK dans de nombreux cancers. Les stratégies consistent a réaliser des études de type
structure-activité in vitro (en présence de I’enzyme isolée) et in vivo (en présence de cellules
tumorales) en présence d’antagonistes, analogues du ThDP. Depuis peu, des études in silico
sur des modéles de la TK humaine, en présence de bibliotheque de composés non
antagonistes, permettent de mettre en évidence de nouvelles molécules ayant des activités

inhibitrices.

Inhibiteurs analogues du ThDP

Une série d’analogues du ThDP a été €laborée dans le cadre d’études visant a inhiber
la TK humaine impliquée dans certains cancers. Les molécules envisagées, différent par la
structure du cycle A et/ou du cycle B et/ou par I’absence ou la présence du groupement

pyrophosphate. (Figure I.15).

Figure 1.15 : Modifications apportées aux éléments structuraux du ThDP

La stratégie qui a été publiée par les sociétés Array BioPharma Inc. et AVEO
Pharmaceuticals Inc., repose sur [’¢laboration de pro drogues, analogues du ThDP,
comportant un alcool primaire libre sur la chaine latérale du cycle B qui in vivo sera

phosphorylé par la thiamine pyrophosphokinase (TPPK)**%

par analogie avec le processus
physiologique de phosphorylation de la thiamine en ThDP par la TPPK qui a lieu dans les
cellules.

Pour détecter in vitro I’activité de la TK en présence de ces pro-drogues et déterminer
les constantes d’inhibition (Kj), les auteurs de ces travaux ont congu un test couplant la TPPK
avec 1’apo-TK. De plus, des études in vivo ont été réalisées sur des lignées cellulaires
humaines de cancer du colon (HCT-116). Ces dernic¢res études ont permis d’obtenir les

concentrations efficaces médianes (CE50) qui représentent la concentration plasmatique
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nécessaire pour obtenir 50 % d'un effet maximal in vivo. Les valeurs des Kj et des CE50 sont
indiquées dans le Tableau 1.4 et le Tableau 1.5.

Les premiers essais ont montré qu’en présence de I’apo-TK seule, le Kp de la thiamine
(1) qui est non phosphorylée est bien supérieur a celui de son analogue phosphorylé le ThDP
(8) montrant ainsi la nécessité de la phosphorylation de 1’alcool primaire pour améliorer
I’affinité®® (Tableau 1.4). La stratégie basée sur des pro-drogues non phosphorylées a été
validée in vitro avec des analogues du ThDP, les composés (9) et (7), modifiés au niveau du
cycle A. Lorsque 1’apo-TK est couplée in vitro avec la TPPK, la valeur de K; (22 nM) du
composé non phosphorylé (9) est proche de celle obtenue avec ce méme composé
phosphorylé (7) en présence de 1’apo-TK seule (K; =33 nM). Le composé (7) avait déja été
décrit comme meilleur inhibiteur de la TK de S. cerevisiae (K;= 1,3 nM, page 10, Tableau

L1).

Tableau 1.4 : Analogues de la thiamine et du ThDP modifiés au niveau du cycle A (Kp déterminés a
température ambiante et a pH 8)

Apo-TK TPPK/apo-TK

Inhibiteurs Kp (nM) Ky (nM)
NH
1 N SO 6,8.10° -
Ay e
P2 S
N
NH, o o
@
8 N‘ N N\\ o\lFul,,o\lFli,o\H 170 -
)\N/ g 0 O
NHy
9 N ltl N OH B 22
L \d
NH, 0. o
D
7 NN O\IF':/O\IF'T”O‘H 33 )
L J Y 0 0

Selon cette stratégie, deux approches ont ét¢ menées en parallele avec des composés
dont le cycle B est chargé, de type thiazolium (séries 10 et 11), ou non chargé, de type
thiazolone (12) ou thiophéne (13) (Tableau L.5).

Avec la série de composés chargés (10), il apparait que la modification du cycle A
permet de diminuer le Kp par rapport a celui du ThDP (170 nM). En effet, in vitro en
présence du couple TPPK/apo-TK, le composé de la série 10 substitué en position R4 du cycle

A par un hydrogéne donne le meilleur K; (7,0 nM) mais celui-ci n’a pas I’effet attendu sur les
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cellules HCT-116%® (EC = 1600 nM) (Tableau 1.5). En revanche, les meilleures CE50 avec
cette série (CES50=28,3-9,0nM) ont été observées avec les composés dont le R4 est un
groupe amino et R, est un groupe méthyl, éthyl, ou un atome de chlore.

L’étude a été complétée par une deuxieme série d’analogues chargés (11) comportant
un cycle A de type aminopyridine et un cycle B chargé modifié sur les trois positions 2°, 4’ et
5°%% (Tableau 1.5). Les K; obtenus in vitro sont globalement inférieurs a ceux des composés
(10) mais ne permettent pas d’obtenir des valeurs inférieures a 7 nM comme dans le cas
précédent. En revanche, la protection de 1’alcool primaire en position 5’ par un acétate permet

d’améliorer la CE50 (4,7 nM) par rapport a I’analogue libre (9) (CE50 = 26 nM). L’influence

du groupement acétyle n’a pas été élucidée.

Tableau L5 : Inhibiteurs de la TK humaine antagonistes du ThDP (K, et déterminés a température
ambiante et a pH 8)

Inhibiteurs Apo-TK TPP;(I/;pO_ HCT-116
Kp (nM) Ky (nM) CE50 (nM)
®J§/\/
. . N7 N
Composés charges : | /'\/
10 Cycle A pyridine - 7,0 - 1460 8,3 - 38000
Cycle B thiazolium
:H,1,Me R;:Me, CF3 H
R4 NH2 H RG H, CF3 Me NH2
NH, Ry
. . ® R
Composés chargés : N N\/S/ 5
11 Cycle A aminopyridine S s - 25-120  4,7-25000
Cycle B thiazolium R
Ry :H,Me,Et.. R, :Me,H,Et CH,0OH
Rs' : CH,CHZ0H, CH,CH,0COCH; ...
Composés non chargés : %/V 170
. e NTX N - _ 3
12 Cycle A amlnopyrlmldme )I\ )‘ 3.4.10* 2,71.10
Cycle B thiazolone NG g S
Composés non chargés: N N Sk 3 3
. Lo | \ 1,1.10° - 0,66.10° -
13 Cycle A aminopyrimidine R/LN S ~500.10° 3,0-64 52 10°

Cycle B thiophéne

R : H, Me, NH,, CF3,
NHCOCHj, i-propyl et c-propyl

D’autres analogues comportant un cycle B non chargé ont été¢ envisagés notamment le
composé 12, dans lequel le cyle B de type thiazolium est remplacé par un cycle a 5 chainons
de type thiazolone®

Enfin, une derniére série de composés non chargés (13) a été testée dans laquelle les
cycles A et B sont modifiés respectivement par un cycle aminopyrimidine substitué¢ en

position 2, et par un noyau thiophéne. Globalement, in vitro et in vivo les valeurs de K; et les
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CES50 sont meilleures que pour les autres séries. Le caractére hydrophobe du noyau thiophene
pourrait expliquer ces résultats mais cette hypothése nécessiterait des études plus précises.

En conclusion, in vitro les composés non chargés comportant un cycle thiophéne (13)
présentent les K les plus bas, et donc les plus fortes affinités pour la TK. /n vivo, la série de
composés (11) comportant un cycle aminopyridine (A), et chargés au niveau du cycle

thiazolium (B), semblent &tre la plus prometteuse.

Autres inhibiteurs

Un criblage sans a priori d’une bibliothéque de 64320 composés a été effectué sur la
TK humaine, sur deux lignées cellulaires de cancer du colon et sur une lignée de carcinome
pancréatique pour déterminer de nouveaux inhibiteurs de cette enzyme’". Les concentrations
inhibitrices médianes (CI50) ont été déterminées in vitro. Elles représentent la concentration
de la molécule qui est requise in vitro pour une inhibition de 50 % de ’activité de I’enzyme.
Les plus faibles CI50 (4,0 et 3,9 uM) sont obtenues respectivement avec les composés 15 et
16 (Tableau 1.6). Le rdle des éléments structuraux de ces composés dans le processus

d’inhibition de la TK n’a pas été étudié.

Tableau 1.6 : Structures des deux composés les plus actifs apres le criblage d’une bibliothéque de
64320 composés (CI5S0 déterminés a température ambiante et a pH 7,5)

Inhibiteurs CI50 (nM)

AL
N N

s lN/

Cl

3,9

(@]
H
H
N
T
\
(0]

Une autre stratégie basée cette fois sur un criblage virtuel de différents composés

présentant une structure commune de type diphényle urée a été réalisé avec le modele de la
TK humaine’'. L’activité de ces composés est confirmée in vitro par I'inhibition de la TK et
in vivo par I’inhibition de la croissance des cellules de deux lignées tumorales humaines de
colon. Les meilleurs candidats (17, 18, 19) conduisent in vitro a des CI50 de 100 a 200 uM

(Tableau 1.7). Les auteurs ont montré que ces compos€s interagissaient avec la séquence
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Asp200-Gly201 de I'hélice alpha au niveau de la TK. Ceci contriburait certainement a

modifier le processus de dimérisation de I’enzyme.

Tableau 1.7 : Activité des composés diphényles urées (CI50 déterminés a 37°C et a pH 7,6)

Inhibiteurs CI50 (nM)
0.3OH
17 o 200
cl NJ\N
HOHo on
0.2.0H

N
18 150
L8
H H

?
9 @\ o /©/N\UOH 100
NJJ\N
H H

1.1.3.3. Inhibiteurs de la TK de P. falciparum

Tout récemment, 1’inhibition de la TK de P. falciparum a été¢ envisagée en vue du
traitement du paludisme. En effet, cette enzyme ayant peu d’homologie avec la TK humaine,
la TK de P. falciparum peut donc étre une cible pour la conception d’inhibiteurs spécifiques.
Les stratégies développées consistent tout d’abord en des criblages in silico puis in vitro et

in vivo en présence d’inhibiteurs potentiels de la TK de P. falcipamm“’72

. Pour le criblage
virtuel, un modele de la structure de la TK de P. falciparum a été construit par homologie
avec la TK de S. cerevisiae (la structure tridimensionnelle de la TK humaine n’étant pas
connue au moment de cette étude). Ce modele a permis de définir par « docking » les liaisons
de I’enzyme avec le cofacteur (ThDP), avec le substrat (D-F6P) puis avec les inhibiteurs pour
la recherche de nouveaux pharmacophores. Deux approches ont été envisagées, la premicre
avec divers composés et la deuxiéme approche a partir de molécules développées pour la
chimiothérapie du paludisme.

Une premicre étude repose sur le criblage in silico d’une bibliothéque de 5784
composés issus du « Central Drug Research Institute » (C.D.R.L) de Lucknow en Inde®. Les

modeles obtenus par « docking » en présence du ThDP ou en présence du D-F6P ont été

utilisés et ont permis de sélectionner respectivement huit et treize composés. Ces composés
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ont été ensuite criblés in vitro et les pourcentages d’inhibition sont comparés avec ceux
obtenus en présence de deux inhibiteurs témoin : le pyrophosphate d’oxythiamine 20 et
I’hydroxyphénylpyruvate 21 qui ont montré au préalable des activités anti-paludiques in vivo.

Le composé 22 provenant du criblage in silico réalis¢ avec le modele construit en
présence du ThDP conduit a une concentration de 200 pM a une inhibition de 37 % de
I’activité¢ de la TK de P. falciparum, le composé 22 reste un moins bon inhibiteur que la
molécule de référence 20 (inhibition de 74 % de Dlactivité de la TK de P. falciparum a la

méme concentration) (Tableau 1.8).

Tableau 1.8 : Inhibition de la TK de P. falciparum avec le modéle construit en présence de ThDP
(% Inibition déterminés a température ambiante et a pH 7,6)

. o —n
Inhibiteurs Concentration % Inhibition

(uM) TK P. falciparum
QH o 0
NN Osp-Osp-Osy
20 N s o 0 200 74
22 cl 200 37

Tableau 1.9 : Inhibition de la TK de P. falciparum avec le modéle construit en présence de D-F6P
(% Inibition déterminés a température ambiante et a pH 7,6)

Inhibiteurs Concentration % Inhibition
(M) TK P. falciparum
HO o
21 O\)‘\WOH 200 56

23 ; oYy o 200 45

25 OJ\OWHKO 200 34
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De plus, trois composés 23, 24 et 25, provenant du criblage in silico réalisé avec le
modele construit en présence du D-F6P, ont conduit a une concentration de 200 uM a des
inhibitions de 34 a 45 % de Pactivité de la TK de P. falciparum inférieures la encore a celle
obtenue avec le témoin, I’hydroxyphénylpyruvate 21 (Tableau 1.9). Les études de « docking »
ont permis aux auteurs de montrer que ces composés ont les mémes sites d’interaction avec
I’enzyme que le D-F6P, le substrat donneur physiologique.

Une deuxiéme étude a été effectuée par la méme équipe’” & partir d’une bibliothéque
de molécules déja développée pour la chimiothérapie du paludisme. Aprés un criblage
in silico, sept composés (de 26 a 32) ont été sélectionnés pour le criblage in vitro (Tableau
1.10). Tous les composés ont des CIS0 de 72 a 85 uM et ils sont plus actifs que le témoin,
I’hydroxyphénylpyruvate 21 (CI5S0 =103 uM), ce qui en fait des candidats intéressants. Le
role des €éléments structuraux de ces composés dans le processus d’inhibition de la TK de

P. falciparum n’a pas été encore étudié.

Tableau 1.10 : Inhibition de la TK de P. falciparum (CI50 déterminés a température ambiante et a pH 7,6)

= | Re
cl SN
Inhibiteurs CI50 (uM)
in vitro
R] RZ
26 ) 75,0
: O m0-
27 N\ 76,7
o N HN—
/
cl
28 H /\ 80,2
N— NN
29 NIV 74,5
_/
30 76,4
31 72,7
MeO*@*H—
MeO
32 H 85,5
MeO N—
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En conclusion sur cette partie consacrée aux inhibiteurs de la TK, il apparait que pour
toutes les sources de TKs envisagées actuellement dans la littérature, les analogues du ThDP
sont de meilleurs inhibiteurs in vitro par rapport aux analogues de substrats et aux molécules
non antagonistes. Cependant, les valeurs des constantes d’inhibition des analogues du ThDP
obtenues en présence de cellules, principalement des cellules cancéreuses ne sont pas
suffisantes pour envisager de les utiliser a des fins thérapeutiques. Les recherches doivent se

poursuivre pour mieux comprendre les mécanismes d’inhibition au niveau cellulaire.
I.1.4. Tests permettant de déterminer ’activité de la TK

L’activité spécifique d’une enzyme est définie en U.mg'1 ce qui correspond a la
transformation d’une micromole de substrat par minute par milligramme d’enzyme. Les tests
d’activité in vitro décrits dans la littérature sont basés sur des modes de détection

’ o 1
707980 ou ampérométrique®’. Avec ces modes de

spectrophotométrique” '*, fluorométrique
détection, les substrats ou les produits de la réaction catalysée par la TK ne peuvent pas étre
détectés directement et nécessitent donc 1’utilisation d’enzymes ou de réactifs auxiliaires. Ces
tests d’activité sont effectués en présence de divers substrats donneurs physiologiques ou non,
commerciaux ou spécialement synthétisés qui vont grace a des réactions auxiliaires permettre

de détecter 1’activité de la TK. Les tests peuvent donc étre classés en fonction de la nature du

substrat donneur utilisé.
1.1.4.1. Tests in vitro en présence de substrats donneurs non modifiés

Tests spectrophotométriques

La méthode conventionnelle pour doser I’activité de la TK est I'utilisation des
substrats naturels le D-X5P, substrat donneur et le D-R5P, substrat accepteur73. Le D-G3P
généré est converti en dihydroxyacétone phosphate (DHAP) par la triose phosphate isomérase
(TPI) (Figure 1.16). Le DHAP est ensuite converti par la glycérol-3-phosphate
déshydrogénase (GPDH) en D-glycérol-3-phosphate. La variation de la concentration en
NADH peut étre mesurée par spectrophotométrie a 340 nm ou le dosage par fluorimétrie
(FLINT) avec une excitation a 330 nm et une émission a 450 nm. Cette stratégie a été utilisée

pour le criblage in vitro d’inhibiteurs de la TK'". Parmi tous les tests qui sont décrits dans la
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littérature et présentés ici, ces deux stratégies sont les seules a étre utilisées pour le criblage
in vitro d’inhibiteurs de la TK.

Le D-X5P étant devenu commercialement indisponible, de nouveaux tests ont été
développés. IlIs mettent tous en jeu des déshydrogénases, et sont basés sur la production de
D-X5P in situ ou I’utilisation d’autres substrats donneurs.

L’originalité de cette nouvelle approche, qui reprend le principe du test classique en
présence du D-X5P comme donneur, repose sur 1’utilisation de la xylulose-5-phosphate kinase
recombinante de S. cerevisiae, clonée et exprimée dans E. coli. cette enzyme va générer

in situ le D-X5P a partir du D-xylulose, en présence d’ATP’® (Figure 1.16, partie gauche).

O OH OH OH TK OH
Ho M _A_opros> " _A_OPOZ___ " 2 _0oPO HO
+ D
; (\‘/\/ ThOP. Mg?* (\/ +
OH O OH O
D-X5P D-R5P D-G3P
ADP lTPI
X5PK o
ATP
2-
o oH HO\)JVOPoe,
Ho LA _ow NADH, H*
GPDH
OH NAD*
D-xylulose
o)

H

HOJ\/OPo&

Figure 1.16 : Test basé sur I’utilisation des substrats naturels

Un autre test repose sur 1’utilisation du D-F6P comme substrat donneur et du D-G3P
comme accepteur en présence de 1’érythrose-4-phosphate déshydrogénase. La TK catalyse
alors la formation du D-X5P et du D-E4P. La réaction est rendue irréversible par la conversion
du D-E4P en D-érythronate-4-phosphate par I’érythrose-4-phosphate déshydrogénase en
présence de NAD™" (Figure 1.17).

O OH OH O OH OH
- - z M > :
HOMOP032_+ (\/OPOS l» HO Y OPOs + “/Y\OPO32'
£ | ThDP = O OH
OH OH o) oz OH
D-F6P D-G3P 9 D-X5P D-E4P
Erythronate-4- NAD*
phosphate
déshydrogénase
NADH, H*
OH
_O B
Y ToPos”
O OH

D-érythronate-4-phosphate

Figure 1.17 : Test basé sur I'utilisation du D-F6P comme substrat donneur

36



Chapitre I : Etude bibliographique

Dans le test mis au point par le groupe du prof. L. Hecquet, le L-érythrulose (L-éry)
remplace les substrats donneurs phosphorylés physiologiques des tests précédents. La réaction
devient irréversible lorsque le glycolaldéhyde (GA) libéré est réduit par 1’alcool

déshydrogénase de S. cerevisiae (YADH, EC 1.1.1.1) en présence de NADH'* (Figure 1.18).

o) R o R o)

|
o OH
L-érythrulose NADH, H* NAD*

Figure I.18 : Test basé sur I'utilisation du L-érythrulose comme substrat donneur

Ces quatre tests sont basés sur 'utilisation d’oxydoréductases NADH-dépendantes
ayant pour substrat 1’aldéhyde a-hydroxylé formé. L’utilisation du NADH rend ces tests
coliteux notamment si de nombreux échantillons sont a analyser. C’est le cas lors du criblage

de banques d’inhibiteurs.

Tests colorimétriques

Un autre substrat donneur non physiologique a été envisagé, 1’hydroxypyruvate. Ce
substrat est commercial ou peut aussi étre synthétis¢ facilement en une étape a partir du
bromopyruvate. Ces tests ne font pas appel a des enzymes auxiliaires mais a des

chromophores introduits dans le milieu réactionnel.

Test bas¢ sur la formation du formazan. L’activité de la TK en présence de
I’hydroxypyruvate (HPA) et de différents aldéhydes non o—hydroxylés a été déterminée par la
formation du formazan (composé¢ rouge) a partir d’'un sel de tétrazolium (le chlorure de
2,3,5-triphényltetrazolium, incolore) (Figure 1.19). Cette méthode repose sur 1’utilisation d’un
exces de tétrazolium et de soude en fin de réaction afin d’évaluer la quantité de cétose formée.
Cette méthode est rapide, peu colteuse et relativement sensible mais 1’utilisation de ce test est

ey r : : 77
limitée aux substrats accepteurs non hydroxylés en a et c’est un test discontinu’".
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Figure 1.19 : Test colorimétrique basé sur la formation du formazan

Test basé sur la variation du pH. Ce test développé par le groupe du prof. L. Hecquet
est basé sur le suivi direct du pH avec comme indicateur colorimétrique le rouge de phénol.
Cette méthode repose sur 1’utilisation du Li-HPA comme substrat donneur. Celui-ci étant
décarboxylé par la réaction catalysée par la TK. Les ions bicarbonates générés par la réaction
entrainent une augmentation du pH du milieu réactionnel (Figure 1.20). L’utilisation d’une
faible concentration en tampon est nécessaire afin de ne pas masquer les variations de pH. La
méthode est peu coliteuse, facile a mettre en ceuvre et peut permettre la détermination des
parameétres cinétiques. De plus, DPactivit¢ de la TK peut étre évaluée avec un panel
d’analogues de substrats accepteurs78. Cependant, la détection de faibles activités reste

délicate. Dans ce cas la variation de couleur est lente et nécessite quelques dizaines d’heures.

o Rs TK Q R T
HOQJ\COOLi * K\R“ —_— Hovu\:ﬂ& + LiHCO; ——— pH
o}

ThDP, Mg2* OH

Figure 1.20 : Test colorimétrique basé sur la variation du pH

1.1.4.2. Tests in vitro en présence de substrats donneurs modifiés

Ces tests développés par les équipes du Dr. C. Mousty et du Prof. L. Hecquet font
appel a des substrats donneurs modifiés qui portent un motif reconnu par la TK et un
groupement partant qui va générer un signal physique (fluorimétrique ou ampérométrique)
permettant de détecter I’activité de la TK. Dans ces tests, une protéine auxiliaire, 1’albumine

de sérum bovin (BSA) catalyse la 3-élimination du groupement partant.
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Test fluorogénique

Une des méthodes les plus largement utilisées dans le cadre des dosages enzymatiques
consiste & utiliser un substrat fluorogénique™. Un test stéréospécifique développé par le
groupe du Prof. L. Hecquet repose sur I’utilisation d’un substrat modifi¢ préalablement
synthétis€ comportant un motif reconnu par la TK (cétose D-thréo) sur lequel est greffé un
groupement partant, I’'umbelliférone, fluorescente lorsqu’elle est libre (Figure 1.21). Celle-ci
est libérée via une p-élimination catalysée par la BSA”#** | Les principaux inconvénients de
cette stratégie sont, d’une part, la faible activité du substrat fluorogénique vis-a-vis de la TK,
due a ’encombrement du groupement partant, et d’autre part, 1’étape catalysée par la BSA,

qui est limitante®.

O R, R; Rz Ry
N 0_0 T K’Q/o 0_0 BSA HO 0._o
1 H |

D-R5P D-S7P OH

Umbelliferone
R4=CH,0H, Ry,=H, R3=OH 7

Ry=H, Ry=H, Ry=OH 0
R4=CH,0H, R,=OH, Ry=H

Figure 1.21 : Test basé sur I’utilisation d’un substrat fluorogénique

Test ampérométrique

Selon la stratégie analogue a celle décrite ci-dessus, un autre substrat a été envisagé
dans lequel I’'umbelliférone est remplacée par I’ester éthylique de la N-acétyl-L-tyrosine
(N-Ac-Tyr-OEt)*. Le N-Ac-Tyr-OEt est détecté ampérométriquement par un biocapteur a
polyphénol oxydase (PPO, EC 1.14.18.1). La PPO oxyde la N-Ac-Tyr-OFEt en orthoquinone,
puis la réduction de celle-ci est détectée a -0,2 V traduisant ainsi une activité de la TK en
courant électrique mesurable® (Figure 1.22). Cette méthode développée conjointement par les
groupes du Dr. C. Mousty et du Prof. L. Hecquet conduit a une détection du groupement
partant N-Ac-Tyr-OEt de fagon plus rapide (quelques secondes) que dans le cas de
I’umbelliférone, ceci avec une trés bonne sensibilité, due au mode de détection
ampérométrique. Cependant, le précurseur de la N-Ac-Tyr-OEt n’est pas commercial et la
stratégie de synthése comporte de nombreuses étapes délicates a mettre en ceuvre, ce qui ne
permet pas d’obtenir des quantités importantes. De plus le substrat utilis¢é dans ce test n’est

pas un meilleur substrat de la TK par rapport a I’analogue comportant 'umbelliférone.
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Figure 1.22 : Test basé sur une détection ampérométrique

En résumé, de nombreux tests permettant de détecter 1’activité de la TK in vitro ont été
développés. Cependant aucun n’allie toutes les qualités requises pour 1’analyse d’un grand
nombre d’échantillons : rapide, sensible, peu colteux, facile a mettre en ceuvre et
miniaturisable. Les méthodes ampérométriques via un biocapteur enzymatique étant tres
sensibles, rapides et miniaturisables pourraient étre optimisées afin de détecter 1’activité de la
TK en présence de substrat donneur physiologique. Ces méthodes impliquent
I’immobilisation d’enzymes a la surface du biocapteur. Le paragraphe suivant dresse un bilan

des méthodes d’immobilisation.
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I.2. Immobilisation d’enzymes

L’utilisation d’enzymes est de plus en plus fréquente dans les secteurs industriels.
Cependant le colit de production des enzymes est souvent excessif et, de plus, les enzymes se
dénaturent dans le temps. Il est donc essentiel de trouver des méthodes simples qui permettent
de les réutiliser et les stabiliser. L’immobilisation dans des matrices permet la réutilisation de
I’enzyme en la séparant du milieu réactionnel et peut conduire a la stabilisation de son
activité. Les principes d’immobilisation des enzymes ont évolué et trois grandes étapes se
sont succédé®®. La premiére a commencé au XIX™ siécle, avec I'utilisation d’enzymes
immobilisées pour le développement d'un filtre bactérien pour clarification des eaux usées. La
deuxieme étape, a partir des années 60, a permis de déterminer les bases des techniques
d’immobilisation actuelles. Les années 70 marquent la troisiéme étape avec I’immobilisation
de plusieurs enzymes couplées entre elles permettant le développement de réactions en
cascade et incluant parfois la régénération des cofacteurs. Les applications visées touchent
plusieurs disciplines, telles que 1’industrie alimentaire, la chimie fine, le développement de
biocapteurs ou de biopiles, la production de biodiesel... Dans les années 80, I’immobilisation
de cellules enticres (bactéries) a également été décrite avec des applications similaires a celles
des enzymes isolées (bioréacteurs, biopiles). Le mode d’immobilisation développé doit étre
adapté aux applications visées.

Différents modes d’immobilisation sont rapportés dans la littérature, ils peuvent étre
divisés en trois catégories : I'immobilisation sur un support a deux dimensions, la réticulation
chimique et I’encapsulation dans une matrice hote. Ces différents modes d’immobilisation ont

largement été décrits dans la littérature®

et je n’en ferai ici qu’une présentation succincte
(Figure 1.23). Certaines de ces méthodes d’immobilisation, notamment le greffage chimique,
ont été¢ appliquées a I’immobilisation de la TK. Cet aspect sera abordé dans le paragraphe
1.2.3. Je m’attarderai d’avantage sur 1’encapsulation des enzymes dans une matrice hote, en
particulier dans les Hydroxydes Doubles Lamellaires (HDL). En effet, cette méthode

d’immobilisation fait partie intégrante de mon travail de these.
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Figure 1.23 : Les différentes méthodes d’immobilisation des enzymes

1.2.1. Modes d’immobilisation

1.2.1.1. Immobilisation sur un support a deux dimensions

Les interactions d’une enzyme avec une surface du type polymere, carbone, silice,
peuvent étre de différents types, comme par exemple la simple adsorption qui met en jeu des
liaisons faibles du type Van der Waals, hydrophobes ou des liaisons hydrogeénes et des
liaisons ioniques. Cette méthode est la plus simple a mettre en ceuvre, I’enzyme est en
solution et le support est placé en contact avec celle-ci et I’adsorption se produit de fagon
spontanée. Avec cette technique, l'activité enzymatique n’est généralement pas détruite et le
support n’a pas besoin d’étre fonctionnalisé. Cependant les liaisons sont généralement trop
faibles pour conserver 1’enzyme fixée au support pendant son utilisation surtout avec des
conditions industrielles drastiques. En effet, leur désorption peut se produire suite a des
changements de température, de pH et de force ionique du milieu.

Le greffage covalent est réalisé par la formation de liaisons fortes entre ’espece
biologique et la surface du support en présence des groupements fonctionnels, tels que les
groupements carboxylique (-COOH), amine (-NH;), hydroxyle (-OH) ou thiol (-SH), situés a
la surface du solide. Ces groupements doivent €tre activés avant leurs interactions avec
I’espece biologique. Les principaux agents d’activation sont les carbodi-imides (-N=C=N-) et
le bromure de cyanogéne (CNBr). Cette technique d’immobilisation permet d’obtenir des

liaisons stables pouvant parfois dénaturer la biomolécule. Une autre contrainte de cette
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méthode est de trouver une surface de solide facilement fonctionnalisable. Ainsi, des résines
échangeuses d’ions tel que 1’Amberlite® qui a une grande surface spécifique permet
I’adsorption d’enzyme mais pas la création de liaisons covalentes avec 1’enzyme. Celle-ci
peut donc étre facilement désorbée du support. Pour éviter ce désagrément, I’Eupergit-C*, une
résine fonctionnalisée en surface, permet la formation de liaisons covalentes avec I’enzyme.

Enfin, ’'immobilisation par affinité consiste en la création de liaisons entre un support
activé par un groupement fonctionnel qui permet une interaction spécifique avec un
groupement de I’enzyme. Citons par exemple les interactions entre des enzymes ayant une
étiquette histidine et le complexe nickel-acide nitrilotriacétique (Ni-NTA). Une autre
alternative consiste 2 marquer I’enzyme avec un motif biotine ou avidine qui interagit avec le
motif complémentaire fixé sur le support. En raison des fortes interactions affines entre la
biotine et I’avidine, la fixation de I’enzyme sur le support fonctionnalis¢ se fait spontanément
par simple immersion de la surface dans une solution aqueuse d’enzyme marquée.

La quantité d’enzyme immobilisée par ces méthodes est généralement limitée par des

problémes d’encombrement stériques sur la surface.
1.2.1.2. Immobilisation d’enzymes par réticulation

Il y a un accroissement d’intérét pour I’immobilisation par réticulation d’enzymes car
cette méthode permet de s’affranchir d’un support et offre de nets avantages : une forte
activité enzymatique, une grande stabilité¢ et un coit de production faible. La réticulation des
agrégats d’enzymes réticulées (CLEAs)”® ou des cristaux d’enzymes réticulées (CLECs)”!
avec un réactif bifonctionnel généralement par glutaraldéhyde est utilisée pour préparer des
macroparticules enzymatiques. Ces derniéres sont robustes et la taille des particules est
controlable. Les CLEAs sont quant a eux préparés par précipitation. Cette technique est

simple a mettre en ceuvre, peu coliteuse et c’est une alternative a la cristallisation.

1.2.1.3. Immobilisation par encapsulation

\ \

Cette méthode consiste a incorporer 1’enzyme dans une matrice hote a trois
dimensions. Les interactions entre I’enzyme et la matrice hote sont identiques a celles décrites
pour les surfaces 2D, mais contrairement a celle-ci, cette méthode permet d'immobiliser une
plus grande quantité d’enzymes. Cependant, la matrice d’immobilisation doit étre

suffisamment poreuse pour permettre la diffusion des especes (substrats et produits de la
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réaction enzymatique) tout en évitant le relargage de la biomolécule. Outre les interactions
¢lectrostatiques, I’immobilisation de 1’enzyme dans la matrice hote peut étre stabilisée par une
réticulation chimique avec le glutaraldéhyde ou par des liaisons covalentes, par exemple. La
matrice hote est choisie pour protéger I’enzyme de 1’environnement en minimisant par
exemple les effets des solvants hydrophobes. Cette méthode permet aussi 1’immobilisation
simultanée de I’enzyme et d’autres molécules telles que les cofacteurs ou des médiateurs
redox.

Les matrices hotes utilisées sont des polymeéres organiques synthétiques comme le
polypyrrole, la polyaniline. Des polymeres naturels sont également utilisés pour
I’immobilisation d’enzymes, principalement des polysaccharides insolubles dans I’eau,
comme [’alginate, le chitosan, le carraghénane, mais aussi la cellulose qui est le polymere
naturel le plus abondant, I’agarose, ’amidon, la pectine et la sépharose. Les protéines les plus
exploitées sont le collagéne, la gélatine et I’albumine.

Des matériaux inorganiques sont ¢galement utilisés pour I’immobilisation d’enzyme
tels que les matériaux amorphes siliciés préparés par voie sol-gel, des zéolithes qui sont des
solides tridimensionnels microporeux, des matériaux lamellaires comme les argiles

cationiques et les hydroxydes doubles lamellaires.

1.2.2. Immobilisation d’enzymes dans les Hydroxydes Doubles

Lamellaires (HDL)

Les hydroxydes doubles lamellaires (HDL) appelés aussi argiles anioniques sont en
majorité des matériaux synthétiques constitués de plaquettes hexagonales. Dans la nature on
trouve toutefois les hydrotalcites ayant une composition chimique : MggAl,OHsCO3.4H,O0.

Les feuillets des HDL sont constitués de cations métalliques entourés de six atomes
d’oxygeéne des groupes hydroxyles et forment des octacdres M(OH)s. Ces derniers
s’assemblent par leurs arétes de fagon co-planaire et constituent alors un feuillet plan. La
substitution d’une partie des cations divalents (Mg, Zn, Ca, Co, Ni...) par des cations
trivalents (Al, Cr, Fe...) génére une charge positive variable du feuillet. Pour permettre
1’¢lectroneutralité de 1’édifice des anions, (NO3", CI, Cng'...) s’insérent entre les feuillets,
Des molécules d’eau complétent 1’édifice. Ces composés sont définis par la formule générale :
M"x M, (OH)T* [X™ ym. nH,0T* ou M" et M™ sont les cations divalents et trivalents
respectivement et X I’anion intercalé (Figure 1.24). Les HDL ont des propriétés physico-

chimiques et morphologiques modulables. Leur diversit¢ dépend de la nature des cations
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métalliques divalents et trivalents constituant les feuillets, de leur rapport, des conditions de
précipitation, ainsi que de la nature de I’anion intercalé. En comparaison avec les argiles
cationiques, les HDL ne présentent pas de propriétés de gonflement et ont une densité de
charge plus importante. Leur capacité d’échange anionique (CEA), qui dépendent de la valeur

de x dans la formule, est comprise entre 200 et 400 meq/100 g.

= Feuillet charge positivement
[M”1 XM\HX(OH]Q]}H
MI'=Zn, Mg, Ni ; M= Al
——"> Interfeuillet charge negativement
[X,/q.NH,0]* %= €5, NO57, CO

o g Ce 0 Tp 0
Ceetee o0 oo te o Or, O,
S5 0% %0 %0 %0 2

Figure 1.24 : Représentation schématique des HDL

Une réaction d’échange anionique permet de remplacer I’anion intercalé par un autre
anion, le choix de I’'HDL précurseur joue donc un role important. La réaction d’échange peut

étre résumée par 1’équation suivante :
M)« M (OH) ' [X™ . nH,0T*+ NaY <M M (OH) " [Y™ ym- nH,0T+ NaX

L’échange est favorisé pour un anion ayant une forte affinité pour le feuillet HDL. L’affinité
des anions pour les HDL dépend de leurs densité de charge, plus elle est élevée, plus sa
stabilité dans 1’espace interlamellaire est importante. Des listes d’affinité décroissante pour
I’HDL ont été établies’ pour les anions monovalent : OH > F > CI"> Br > NO3 > T et les
anions divalents : Cng' >C 10H4N20882' > SO42'. Ces résultats confirment la forte affinité des
anions carbonates.

Les matériaux HDL peuvent étre également délaminés sous certaines conditions”. Les
plaquettes d’HDL exfoliées peuvent étre ré-empilées en présence d’anions a intercaler. Il est a
noter qu’une trés grande variété d’anions plus ou moins volumineux peut ainsi étre intercalée
dans I’espace interlamellaire des HDL, comme des polyrnéresg4_96, des porphyrinesc”, des
molécules organiques électroactives”™”, des médicaments'®’, des acides aminés'”', des brins

d’ADN'??, .
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1.2.2.1. Préparation des HDL

Différentes voies de synthéses sont décrites dans la littérature'%'*

. Elles font appel
pour la plupart a des procédés de chimie douce, ce qui va permettre la synthése des HDL en
présence d’enzymes, comme nous le verrons par la suite.

La méthode de coprécipitation est une des voies les plus utilisées pour préparer des
HDL (Figure 1.25). La coprécipitation a pH constant est recommandée pour favoriser
I’obtention de phases chimiquement homogénes, c'est a dire dont la composition globale du
précipité correspond a celle attendue et ne contient pas de phases secondaires. Le pH est donc
maintenu constant pendant la réaction par 1’addition simultanée d’une solution basique

(NaOH, KOH, NH,OH, Na,CO;) et d’une solution de sels de M" et M. La réaction qui se

produit est la suivante :
(1-x)M"X¥ + xM"X T3 + 2NaOH + nH,0 —»M"|_ M" (OH),X%,/.nH,0 + 2NaX®,,

Le choix de la valeur du pH dépend de la nature des cations métalliques utilisés. Cette
méthode permet aussi de choisir la nature de I’anion a intercaler lors de la formation du
matériau (chlorure, nitrate, carbonate). D’autres paramétres peuvent influencer les propriétés
morphologiques des HDL tels que la température, le pH, la vitesse d’ajout des sels et
I’agitation. L’utilisation d’une base retard telle que 1’'urée comme agent de précipitation
permet d’empécher 1’agrégation des particules et conduit a 1’obtention de trés grandes
particules monodispersées (0,5 a 20 um). Un traitement par microonde pendant la synthése va
accélérer les étapes de croissance et d’agrégation. En général, la surface spécifique et la
porosité sont augmentées avec le temps de traitement. La cristallinité du matériau peut étre
aussi améliorée sous ultrasons. Des traitements hydrothermaux sont également utilisés pour
améliorer la cristallinité¢ et augmenter le taux d'échange anionique vis-a-vis d’anions ayant

une faible affinité.
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Figure 1.25 : Dispositif expérimental de la synthése des HDL par coprécipitation

La méthode calcination/reconstruction est liée a la propriété unique d’effet mémoire
structurale. La méthode consiste a calciner un HDL contenant un anion volatil pour obtenir
des oxydes métalliques mixtes amorphes. Ensuite une étape de réhydratation / reconstruction

du matériau HDL dans une solution aqueuse contenant 1’anion a intercaler, est effectuée.

[.2.2.2. Immobilisation d’enzymes dans les HDL

Les HDL apparaissent comme des matériaux uniques pour I’immobilisation
d’enzymes. En effet, les enzymes présentent dans la majorité des cas des points isoélectriques
bas et donc des charges de surfaces globalement négatives a leur pH optimum en général
voisin de 7, ce qui va étre favorable aux interactions avec les feuillets d’HDL, chargés
positivement. De plus, ces matériaux sont fortement hydratés, ce qui procure un
environnement trés favorable, notamment pour les enzymes. Différentes méthodes ont été
développées pour la préparation des matériaux biohybrides enzyme@HDL. La plupart de ces
méthodes de préparation est effectuée dans des conditions douces (pression, pH,
température...) pour conserver les propriétés structurales et biologiques de I’enzyme. Comme
décrit par Mousty et al, deux stratégies sont développées : d’une part I’immobilisation de
I’enzyme sur le matériau HDL déja formé et d’autre part la formation du matériau en présence

10519 Des ¢tudes structurales par diffraction des rayons X ont montré que quelle

de I’enzyme
que soit la méthode utilisée, I’immobilisation des enzymes dans les phases HDL ne modifie
pas la distance interlamellaire mais provoque une désorganisation de la structure
d’empilement des feuillets. Ce qui signifie que les enzymes ne sont pas intercalées entre les

feuillets mais que des amas de feuillets s’organisent autour de 1’enzyme (Figure 1.26).
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107 (au

Figure 1.26 : Image par microscopie électronique a transmission du biohybride HDL@hémoglobine
centrede ’image : aggrégat de protéines recouvert de petites plaquettes hexagonales d’HDL)

Immobilisation de I’enzyme sur le matériau HDL déja formé

Cette méthode est basée sur I’interaction de 1’enzyme avec le matériau HDL (Figure
1.27, dans ce schéma la taille respective des objets n’est pas respectée).

L’immobilisation par adsorption de I’enzyme a la surface des plaquettes d’HDL est le

108,109

procédé le plus étudié. De fait, de nombreuses enzymes (la glucose oxydase , la

110-112 113,114

. 7 115 Ay
peroxydase de raifort , l'uréase ~...) et protéines

107,116

, la polyphénol oxydase
(I’hémoglobine ...) ont été adsorbées sur les HDL. Des études par diffraction de rayons
X (DRX) ont montré, qu’aprés immobilisation de la protéine, la structure du matériau n’est
pas modifiée. Pendant I’adsorption, le paramétre crucial est le pH. Une forte capacité
d’adsorption est généralement obtenue a des valeurs de pH supérieures au point isoélectrique
de I’enzyme, en raison des interactions électrostatiques favorables entre 1’enzyme et les
feuillets chargés positivement de I’HDL. De plus, la nature des cations métalliques des
feuillets de ’HDL conduisant & un pH de surface, le rapport entre les cations divalents et
trivalents déterminant une densité de charge et la nature de I’anion interlamellaire jouent un
role dans les propriétés d’adsorption de I’enzyme. L’agrégation, la taille et la cristallinité des
particules qui sont différentes selon le mode de préparation et de stockage ont également un
effet sur le rendement d’adsorption. Habituellement, aprés immobilisation, la désorption de
I’enzyme n’est pas observée, traduisant des paramétres thermodynamiques trés favorables au
phénomene d'adsorption. La désorption peut €tre plus prononcée lors de la conservation du
biohybride dans des milieux tamponnés. En effet, les molécules constituant le tampon peuvent

rentrer en compétition avec 1’enzyme.
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Figure 1.27 : Méthodes d’immobilisation des enzymes dans les HDL préformés

La reconstruction a partir de phases HDL délaminées ou calcinées sont des méthodes
de préparation des HDL qui ont été décrites pour I’immobilisation d’enzymes telles que

11 119
et la glucose oxydase

I'uréase''''® la peroxydase de raifort . Apres délamination des
HDL, I’auto-assemblage du biohybride s’effectue en présence d’enzymes qui sont piégées
lors du réempilement lamellaire. Apres calcination des HDL, la reconstruction s’effectue par
simple réhydratation des oxydes métalliques mixtes en présence d’enzymes. En paralléle,
I’assemblage couche par couche de nanofeuillets d’HDL en présence de deux protéines
différentes I’hémoglobine et la peroxydase de raifort a été également réalisé sur une €lectrode
en oxyde d’indium-étain'*’. Dans ce cas unique, des biohybrides ont été élaborés en films
minces et les analyses par DRX ont montré une intercalation des protéines entre les feuillets.
Le greffage par liaisons covalentes a également été testé. La pénicilline G-amidase''
et la glucose oxydase'** ont été immobilisées selon cette méthode en trois étapes. La premiére
¢tape consiste dans I’intercalation du glutamate dans I’HDL, ensuite les amines libres
réagissent avec le glutaraldéhyde. Et la derni¢re étape est la formation de la liaison covalente
entre les fonctions amine de I’enzyme et les aldéhydes intercalés dans 1I’HDL.
L’immobilisation de I’anhydrase carbonique'” quant & elle est effectuée sur des

HDL/hydrogel activé par le N-hydroxysuccinimide. Dans ce cas, 1’activité enzymatique est

largement diminuée, cela pourrait provenir d’une dénaturation partielle du site actif.

49



Chapitre I : Etude bibliographique

Formation du matériau HDL en présence de I’enzyme

La deuxieme stratégie développée est 1’encapsulation des enzymes dans les HDL lors
de leur préparation. Au laboratoire, la méthode de coprécipitation a pH constant a été adapté a
des petites quantités de solution d’enzyme (5-10 mL). Selon la nature des cations métalliques,
la coprécipitation des HDL peut s’effectuer dans une grande gamme de pH, ce qui permet
I’immobilisation d’une grande variété d’enzymes (1’uréase''®, la phosphatase alcaline'®, la
fructose-6-phosphate aldolase'®...) et de protéines (I’hémoglobine'®’...) ayant des points
isoélectriques différents. Pendant la préparation du biohybride le processus de nucléation et de
croissance des cristaux et 1’agrégation des particules inorganiques sont modifiés par la
présence de I’enzyme. Selon la nature de I’enzyme et de ’HDL, le taux d’immobilisation et la
conservation de [’activité enzymatique varient. En comparaison avec [’adsorption, les
biohybrides enzyme@HDL préparés par coprécipitation sont obtenus en une seule étape, ils
sont généralement stables dans le temps et peuvent étre stockés sous forme de poudre

lyophilisée, ou en suspension dans une solution aqueuse.

1.2.3. Immobilisation de la TK sur divers supports

L’immobilisation de la TK a été trés peu rapportée dans la littérature 21

. Quelques
articles décrivent son immobilisation sur des supports polymériques. D’autre part, récemment
au laboratoire, nous avons immobilisé pour la premiere fois avec succés la TK sur un support
inorganique, a savoir les hydroxydes doubles lamellaires (HDL) par adsorption et par

encapsulation'>’.
1.2.3.1. Greffage de la TK sur des polyméres

Les premiers travaux ont été décrits avec la TK de S. cerevisiae en 1978. La TK a été
immobilisée par des liaisons covalentes sur un support organique naturel : le gel de Sepharose
activé par le bromure de cyanogéne (CNBr)'?°. Lactivité spécifique de I’enzyme immobilisée
correspond a 70 % de 1’activité initiale.

La TK a ensuite ét¢ immobilisée par des liaisons covalentes sur des support
synthétiques, les résines acryliques : I’Eupergit-C* et I’ Amberlite” XAD-7"2"'*%, Ces résines
ont été choisies pour leur faible colt et leur stabilité. Les billes d’Eupergit-C sont

fonctionnalisées en surface par I’addition d’un groupe oxirane. L’ Amberlite® XAD-7, quant a
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elle est activée par le glutaraldéhyde. Les procédés d’immobilisation sur ces deux résines
permettent de limiter I’inactivation de la TK due a la formation de bases de Schiff entre les
acides aminés a la surface de la TK et son substrat aldéhydique, le glycolaldéhyde (GA). La
formation de bases de Schiff peut entrainer un changement de la structure tridimensionnelle
de I’enzyme et peut donc I’inactiver de facon irréversible. Il semblerait que I’immobilisation
réduise significativement cette interaction et rigidifie la structure de la protéine.

La TK a aussi été immobilisée par des liaisons covalentes sur des billes de nylon en
utilisant un carbodi-imide (-N=C=N-), lel,3-dicyclohexylcarbodi-imide comme agent
d’activation des groupements carboxyliques de la surface'*’. Dans ce cas 85 % de activité
est retrouvée apres immobilisation.

Plus récemment, I’immobilisation réversible de la TK portant une étiquette 6-Histidine
a été effectuée par création de liaisons de coordination avec le complexe Ni-NTA, situé sur
une surface de capillaire en silice fondue. L’immobilisation de la TK conduit & la formation
d’une simple couche a la surface. L’application visée est le développement de microréacteurs

PO Cette méthode d’immobilisation permettrait d’offrir une plus grande

enzymatiques
facilit¢ d'utilisation en vue d’applications en synthése, un faible coft, et une réutilisation du
microréacteur.

En 1986, la TK a été également immobilisée de fagon covalente par encapsulation

P2 Lors de ’immobilisation, la présence du substrat est

dans des gels de polyacrylamide
nécessaire pour protéger le site actif de ’enzyme. Apres immobilisation, seulement 60 % de
I’activité est retrouvée, mais 1’enzyme est stable et ne montre aucune perte d’activité sur une

période de neuf mois.
1.2.3.2. Immobilisation de la TK sur les HDL

Un extrait brut de TK de S. cerevisiae a été immobilisé par adsorption sur les HDL de
type Mg, Al-NO; et Zn, AI-NO; avec un taux d’immobilisation de 95 et 98 % respectivement.
Pour le meilleur rapport TK/HDL = 0,38, 100 % de I’activité de I’enzyme est retrouvé par
rapport a I’enzyme libre. Le biohybride ainsi obtenu a été utilisé en biocatalyse dans une
réaction modele. Les taux de conversion des substrats sont similaires a ceux obtenus avec
I’enzyme libre. La réutilisation du biohybride a été étudiée mais apres six cycles d’utilisation
successifs une perte de 80 % d’activité est observée qui peut étre imputée a la désorption de
I’enzyme. De plus, I’enzyme immobilisée peut étre stockée sous forme de poudre lyophilisée,

I’¢tude de la stabilité de I’enzyme montre une perte de 15 % d’activité au bout de trois mois.
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Les équipes SEESIB et MI ont aussi immobilisées 1’extrait brut de TK de S. cerevisiae
par encapsulation dans les HDL Mg, Al-NO; et Zn,Al-NOj par la méthode de coprécipitation
en présence d’enzyme. Le taux d’immobilisation est respectivement de 96 et 97 %, ce qui est
comparable a ’adsorption. De méme, il est retrouvé 97 et 100 % d’activité par rapport a
l'enzyme libre. Par contre, lors de 'utilisation en biocatalyse, il a été observé une stabilité de
I’activité du biohybride sur six cycles. L’étude de stabilité dans le temps a également été
effectuée pour ce mode d’immobilisation. Il a été observé seulement 8 % de perte d’activité
sur trois mois.

En conclusion, par comparaison avec les autres supports de nature organique étudié¢
pour I’immobilisation de la TK, les HDL (support inorganique) conduisent a un meilleur taux
d’immobilisation de 1’enzyme, sans perte d’activité¢ lors de I’immobilisation, et au cours du

temps, lors de son utilisation.
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1.3. Les biocapteurs ampérométriques

1.3.1. Généralités sur les biocapteurs

D’apres I'TUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) un biocapteur
est un dispositif intégré capable de fournir des informations spécifiques quantitatives ou semi-
quantitatives grace a un €lément de reconnaissance d’origine biologique en contact direct avec
un élément de transduction. Ainsi, un biocapteur est constitué¢ de macromolécules biologiques
(enzyme, anticorps...), appelées aussi biorécepteur, immobilisées a la surface d’un
transducteur qui convertit le signal de reconnaissance biologique d’une substance cible en un
signal électrique mesurable aprés amplification (Figure 1.28)"**.

Le premier biocapteur a ét¢ développé dans les années 60 par Clark et Lyons pour le

dosage du glucose par une électrode a glucose oxydase'’’. Depuis la recherche sur les

biocapteurs a connu un essor important dans le domaine médical, environnemental et

agroalimentaire.
A O [ - Enzyme - Electrode
P A D - Cellule - Fibre optique Amplificati
o P D® - ADN mmp - Thermistance - : ‘111)A“1%at1011 et
- Anticorps - Transistor a effet de champ MO,
P A @ Du Microorganisme - Cristalpiezo-¢électrique
Analytes Biorécepteur Transducteur Signal

Figure 1.28 : Principe de fonctionnement d’un biocapteur

1.3.1.1. Les biorécepteurs

Les biorécepteurs permettent la reconnaissance biologique d’une espece a identifier
et/ou a quantifier. Les avantages d’utiliser un biorécepteur par rapport a un récepteur
chimique sont la sélectivité et la sensibilité. Les biomolécules utilisées peuvent étre des
enzymes, des brins d’acides désoxyribonucléiques (ADN), des anticorps ou des
microorganismes. Les brins d’ADN et les anticorps permettent une reconnaissance par une
interaction spécifique avec des structures complémentaires cibles telles que les antigénes. La
détection nécessite en général un marquage d’une biomolécule. Les enzymes ou les
microorganismes vont catalyser des réactions de biotransformation spécifiques des molécules
a doser. Les biocapteurs les plus utilisés sont de types enzymatiques. En effet, une large

gamme d’enzymes est commercialisée et leurs lots sont reproductibles. Les enzymes peuvent
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étre immobilisées a la surface du transducteur selon les différents modes d’immobilisation

décrits précédemment.
1.3.1.2. Les transducteurs

Le transducteur est un systetme physique qui convertit en un signal électrique la
modification biochimique survenue au niveau du biorécepteur. Le transducteur est choisi en
fonction de la modification biochimique. Les plus courants sont de type ¢électrochimique ou le
transducteur est une électrode, mais d’autres modes de détection existent : les transducteurs
optiques, thermiques et piézo-¢électriques.

Les transducteurs électrochimiques peuvent étre divisés en trois catégories selon la
mesure effectuée :

- Les biocapteurs potentiométriques reposent sur la mesure de la différence de
potentiel entre le transducteur et une électrode de référence. Ces transducteurs sont soit des
¢lectrodes sélectives a ions (ISE) ou des transistors a effet de champ (FET-Field-Effect
Transistor). En milieu aqueux, les électrodes de références les plus utilisées sont I’¢lectrode
au calomel saturé (ECS) ou I’¢électrode argent/chlorure argent (Ag/AgCl).

- Les biocapteurs conductimétriques sont basés sur la mesure de variation de
concentration en especes chargées générées au cours des bio-réactions.

- Les biocapteurs ampérométriques reposent sur la mesure de I'intensité de
courant obtenu lors d’une réaction d’oxydoréduction se produisant a un potentiel donné. Le
courant enregistré est proportionnel a la concentration de 1’espéce électro-active générée au
cours d’une réaction enzymatique, par exemple. Les biocapteurs ampérométriques impliquant
des enzymes du type oxydoréductase comme par exemple la glucose oxydase (GOx), sont
répartis en trois générations selon les réactions électro-enzymatiques se produisant a la

surface de Iélectrode (Figure 1.29)'.
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Figure 1.29 : Les trois générations de biocapteurs ampérométriques A/ 1% génération, B/ 2°™ génération
et C/ 3°™ génération (Med. : médiateur rédox)
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D’une maniére générale avec les biocapteurs ampérométriques de premiere génération,
l'espece enzymatiquement générée (P,) est directement oxydée ou réduite a la surface de
I'¢lectrode. Les biocapteurs ampérométriques de deuxieme génération utilisent des médiateurs
rédox. Ces médiateurs rédox transportent les électrons entre 1’électrode et le centre rédox de
I’enzyme, pour permettre la régénération du cofacteur enzymatique (comme la flavine
adénine dinucléotide (FAD) pour la GOx). Ils ont été¢ développés pour abaisser le potentiel de
détection a 1’¢lectrode et réduire ainsi les phénomenes d’interférences. Enfin, les biocapteurs
ampérométriques de troisieme génération, plus rares, mettent en jeu le transfert direct des
électrons entre 1’¢électrode et le site actif de I’enzyme.

Un biocapteur est définit généralement par sa sensibilité, sa gamme dynamique de
concentration, sa limite de détection et son temps de réponse. La sensibilité correspond a la
pente de la partie linéaire de la droite d’étalonnage. Pour un biocapteur ampérométrique elle
s’exprime en mA M~ cm™. La limite de détection est généralement définie comme étant la
valeur de la concentration correspondant a un signal égal a trois fois le bruit de fond.

Dans la suite de ce chapitre, nous nous intéresserons plus particulierement a deux
types de biocapteurs ampérométriques qui seront utilisés dans le cadre de mes travaux de
thése, les biocapteurs a polyphénol oxydase (PPO) et a galactose oxydase (GAOx). En effet
comme nous 1’avons décrit précédemment, un biocapteur a PPO a déja été utilisé par les
équipes MI et SEESIB, pour détecter ’activité de la TK libre en solution®'. Dans ce travail

nous allons proposer une alternative a ce biocapteur en utilisant la galactose oxydase.
1.3.2. Biocapteurs ampérométriques a polyphénol oxydase

La polyphénol oxydase (PPO, EC 1.14.18.1) est une enzyme contenant du cuivre. Elle
catalyse 1’hydroxylation et 1’oxydation des mono-phénols et 1’oxydation des o-diphénols en
o-quinones. Les quinones formées peuvent étre réduites électrochimiquement en substrat

phénolique a un potentiel faiblement négatif (-0.2 V/Ag-AgCl) (Figure 1.30).
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Figure 1.30 : Principe d’un biocapteur ampérométrique a PPO

Différentes méthodes d’immobilisation de cette enzyme sur la surface du transducteur
A Ak " 113,114,137-146 . -
ont été décrites dans la littérature™''>""*13714¢ " Citons par exemple I’encapsulation dans
différentes matrices hotes, parmi lesquelles des polyméres synthétiques comme le
138 N . 139 , . .
polypyrrole ™, des polymeéres naturels comme le chitosan *°, des matériaux inorganiques
. N iys , P . 142 . ..
comme des matériaux a base de silicium préparés par voie sol-gel ", une argile cationique, la

113,143,145 . L 113,114,146 .
7 et une argile anionique, les HDL ™ . Le Tableau I.11 résume les

laponite
caractéristiques de ces différents biocapteurs pour la détection du catéchol comme molécule
modele, en comparant leur sensibilité et/ou leur limite de détection. Il apparait clairement que
le biocapteur bas¢ sur I’immobilisation de la PPO dans les HDL présente de trés bonnes
performances. Ces performances sont encore améliorées lorsqu’on remplace la matrice
ZnAl-Cl par des HDL hybrides Zn,Al-Alginate'''. En effet, il existe une synergie trés
marquée entre les propriétés de porosité des HDL et la biocompatibilité de I’alginate qui

fournit un environnement favorable a I’activité de la PPO.
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Tableau I.11 : Performances des biocapteurs ampérométriques a PPO pour le catéchol

. ' e e Sensibilité Gamme linéaire limite de Lo
Matrices d'immobilisation (mA.M".cm™) (M) détection (M) Références
Polymere
organique Polypyrrole 680 - 10.10” 138
synthétique
Chitosan 2113 1,0.10"-2,3.10° 5,0.10™" 1
Polymeres
naturels Agarose ) 6.10° - 8.10 6.10° 140
et gomme de guar
Nanoparticules 10 1.10° - 6.10° 3,010 4
d'or
Silice/nafion 200 1.10°-1.10* 0,35.10° 142
TiO, 2000 2,2.107-0,13.10° 9.10°® 144
. Brushite 46000 1,0.10® - 3,0.10° 3,0.10” 143
Materiaux -8 -5 -10 113,145
inorganiques Laponite 2729 6,5.107 - 8,0.10 7.10 ’
Laponite/chitosan 674 - 5.3.107 1
Zn;Al-Cl 7807 1,7.107 - 13,3.10° 1,7.10° 1
Zn;Al-Cl/chitosan 2750 3,6.107 - 4.107 0,36.10” 146
Zn,Al-Alginate 73600 2.107-3.10° 0,5.10” e

Comme nous avons vu dans le paragraphe 1.1.4, un couplage entre 1’activité de la PPO
et celle de la TK a permis de doser I’activité de la TK en solution (Figure 1.22)"'. Le
biocapteur utilise la PPO immobilisée dans un HDL MgAl-Cl a la surface de 1’¢lectrode de
carbone vitreux. Dans un premier temps, la détection I’ester éthylique de la
N-acétyl-L-tyrosine (N-Ac-Tyr-OEt) a été étudiée avec ce type de biocapteur. La sensibilité
est de 969 mA.M'.cm™ sur une gamme de concentration comprise entre 8,0.10% et 1,5.107
M. Dans un deuxiéme temps, il a été montré que la quantité de N-Ac-Tyr-OEt formée était
proportionnelle & la concentration en TK (U.mL™) présente dans la solution d’électrolyte.
Ainsi, cette méthode a permis la détection rapide de I’activité de la TK et de facon sensible
sur une gamme de concentration allant de 0,25 a 1,25 U.mL". Cependant, elle comporte
quelques inconvénients tels que la synthése du substrat précurseur de la N-Ac-Tyr-OEt qui
nécessite plusieurs étapes et dont la purification est délicate. De plus, ’activité de la TK est
faible en présence de ce substrat et I'utilisation d’une protéine auxiliaire, la BSA, est

nécessaire.
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1.3.3. Biocapteurs ampérométriques a galactose oxydase

La galactose oxydase (GAOx) (EC 1.1.3.9) fait partie de la famille de
oxydoréductases. Elle est constituée d’une unité protéique de 68 kDa avec 639 acides aminés
structurée en trois domaines. Elle comporte un site actif contenant un atome de Cu(Il) qui
catalyse une réaction de transfert a deux électrons'*’. Elle catalyse I’oxydation du galactose et
d’un grand nombre d’alcools primaires en aldéhydes correspondants. Cette réaction
s’accompagne de la réduction du dioxygéne en peroxyde d’hydrogene. La transduction
ampérométrique s’effectue généralement par 1’oxydation du peroxyde d’hydrogene sur une
¢lectrode de platine a +0,6 V/Ag-AgCl. Dans certains cas, un médiateur redox (le Bleu de
Prusse, BP) est utilisé pour permettre la réduction électrocatalytique de H,0, a -0,4 V/SCE'*®.

Une dizaine de biocapteurs ampérométriques a GAOx décrits dans la littérature

utilisent essentiellement des polymeres pour encapsuler I’enzyme (Tableau 1.12).

Tableau 1.12 : Performances des biocapteurs ampérométriques 8 GAOxX pour le galactose
(ND : non déterminé)

Gamme
Matrices d'immobilisation Electrodes Sensibilité linéaire Références
(mA.M".cm?) (M)
PPy-ammonium Pt 14,7 5,0.107-2.10° 149
PPy-PHEMA Pt - 5,0.10° - 1.107 150
PEP Au 1,75 2,0.10° - 16.107 11
Polyméres  ppy.pgG Pt 0,106 0-2,4.10 152
organiques
synthétiques PMP Pt 0,162 2,0.10° - 16.10° 153
PEDOT oxyde d'idium-étain 6,4 0-1,0.107 134
PVFc Pt 2,2 1,0.10° - 4.107 133
PGMA-VFc Pt 0,023 2,0.10°-2.107 136
Polymeres ~Chitosan/SWNT Carbone vitreux 16 ND - 2.107 137
naturels ~ Chitosan Bleu de Prusse 1,6 1.10*-1.107 148

En effet, les polyméres organiques synthétiques sont les supports les plus utilisés ;

149 (PPy-ammonium), le

quatre sont a base de polypyrrole : I’alkylammonium de polypyrrole
poly(2-hydroxyethyl — méthacrylate) de polypyrrole'  (PPy-PHEMA), le poly
(N-glycidylpyrrol-co-pyrrole)'>'  (PEP), et le polyanion/poly(éthyléne glycol) de

132 (PPy/PEG). La bioélectrode GAOx/PPy-ammonium apporte les meilleurs

polypyrrole
résultats en termes de sensibilité (de 3,5 a 14,7 mA.M"'.cm™) et de domaine de linéarité de la

courbe d’étalonnage (de 5.107 4 2.10° M).
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Pour I’immobilisation de la GAOx dans le poly(4-methoxyphénol)'> (PMP) sur
¢lectrode de platine, les performances ampérométriques du biocapteur sont diminuées par
rapport aux matrices a base de polypyrrole. Avec le poly(3,4-éthyléne-3,4-dioxythiophéne)'>*
(PEDOT) sur I’électrode d’oxyde d’indium-étain, la sensibilité (6,4 mA.M"'.cm?) et la
gamme linéaire (de 0 a 16.10° M) sont comparables a celles obtenues avec les
PPy-ammonium.

Deux polymeéres contenant un médiateur redox, le ferroceéne (Fc) ont été utilisés pour
le développement de biocapteurs de deuxiéme génération. La GAOx est immobilisée sur le
polyvinylferrocéne'>  (PVFc) et le  poly(glycidylméthacrylate-co-vinylferrocéne)'>®
(PGMA-VFc). Dans ces cas, les sensibilités sont plus faibles que pour les biocapteurs décrits
ci-dessus.

Un polymére naturel, le chitosan a également été utilisén'*™"’. La GAOx est
immobilisée sur une ¢électrode modifiée soit avec un mélange chitosan/nanotube de carbone a
paroi simple (chitosan/SWNT) soit une mélange chitosan/Bleu de Prusse. De tous les

biocapteurs décrits ci-dessus, le biocapteur GAOx/chitosan/SWNT permet d’obtenir la

détection du galactose avec la meilleure sensibilité de 16 mAM " .cm™.
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1.4. Conclusion

Dans ce chapitre, un état de I’art concernant la TK, en particulier son implication dans
les maladies, ses inhibiteurs et les tests déja utilisés pour la détecter a été effectu¢. L’ objectif
de cette thése étant le développement d’un nouveau test sensible et rapide pour la TK via un
biocapteur ampérométrique, cette stratégie implique I’immobilisation d’enzymes a la surface
de D’électrode de mesure. Les différents modes d’immobilisation d’enzymes sur divers
supports notamment les HDL, ont donc été abordés. En effet, les HDL offrent comme
avantages par rapport aux autres supports, un environnement fortement hydraté, ainsi qu’une
méthode de préparation effectuée dans des conditions douces. L’intérét des biocapteurs pour
la détection d’activité enzymatique a ét¢ montrée et deux biocapteurs, I’un impliquant la
polyphénol oxydase et la galactose oxydase pour ’autre, seront développés dans le cadre de

mes travaux de thése.
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Chapitre II : Mesure de I’activité de la TK en solution

I1.1. Introduction

Comme nous I’avons vu dans le premier chapitre (cf. 1.1.2.2), la TK est impliquée
dans plusieurs maladies séveres chez ’Homme telles que certaines maladies neurologiques,
certains cancers et le diabéte. Les études qui ont été conduites montrent chez les patients
atteints de ces maladies, une augmentation, ou une diminution, de I’activité enzymatique de la
TK, associée dans certains cas a une déficience en thiamine. Il est donc intéressant de pouvoir
déterminer 1’activit¢é de la TK notamment dans des extraits cellulaires ou des fluides
biologiques. Les tests déja décrits sont essentiellement basés sur 1’utilisation de différents
substrats donneurs conduisant en présence d’un réactif auxiliaire (protéine ou colorant), ou
d’un cofacteur comme le NADH, a une détection spectrophotométrique’ ™’ ou fluorimétrique®.
Le principe de ces tests ne permet pas d’allier rapidité, sensibilité et faible cotit. La mise au
point d’un systeme électro-enzymatique via un biocapteur ampérométrique permettrait
d’envisager la détection d’une activité enzymatique combinant ces avantages.

Dans la littérature, seulement quelques articles décrivent la détermination de I’activité
d’enzymes, notamment dans des fluides biologiques selon des mesures électrochimiques’ .
Par exemple, dans les années 80, I’activit¢ de [’alcool déshydrogénase (ADH) a été
déterminée par polarographie impulsionnelle différentielle dans le sérum humain et les tissus
de foie de rat’. De méme, la détection de I’activité de la lactate déshydrogénase (LaDH) a été
effectuée dans les érythrocytes humains, par électrophorese capillaire couplée a une détection
électrochimique'’. Citons encore la détection de I’activité de I’aspartate transaminase (AST)
et de I’alanine transaminase (ALT) dans le plasma humain'', et de la caséine kinase 2 et de
protéines tyrosine kinases dans des lysats cellulaires par voltammétrie cyclique. 12,13
La détermination de 1’activité enzymatique en solution par voie électrochimique peut

étre réalisée soit directement sans intermédiaire, soit en utilisant des médiateurs redox ou une

enzyme auxiliaire, comme illustré dans la Figure II.1.
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Figure I1.1 : Détermination de I’activité enzymatique en solution par voie électrochimique A/ Détection
directe du produit B/ Détection du cofacteur C/ Détection avec un médiateur redox, qui peut étre soit en
solution, soit immobilisé D/ Détection avec une enzyme auxiliaire immobilisée

Dans le premier cas, le produit formé lors de la réaction enzymatique peut étre détecté

directement en chrono-ampérométriec par une réaction d’oxydo-réduction se produisant a

I’¢lectrode. C’est le cas pour le peroxyde d’hydrogeéne avec la glucose oxydase GOx, ou

I’acide urique avec la xanthine oxydase (XOx)'. De méme, I’apparition de la forme réduite

du cofacteur NADH peut étre également suivie par chrono-ampérométrie apres 1’ajout de

I’alcool déshydrogénase (ADH) dans une solution d’¢électrolyte (Figure 11.2).

Courant

Temps

Figure 11.2 : Détection directe en chrono-ampérométrie lors de la réaction enzymatique a : ajout du
produit ou du cofacteur (NADH) a doser pour I’étalonnage, b : ajout de ’enzyme, I ou II : réponse
ampérométrique du produit généré ou du substrat (ou cofacteur) consommé par unité de tempsl4

D’autres tests ¢électrochimiques font appel a un médiateur rédox mais également dans

certains cas a des enzymes auxiliaires. Le médiateur rédox peut étre soit solubilisé¢ dans la

solution a analyser, soit immobilis¢ sur la surface de I’¢lectrode. Par exemple, le NADH,
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impliqué dans la mécanisme enzymatique de I’ADH a été dosé indirectement par
I’intermédiaire de la p-nitroso-N,N-diméthyl aniline’. La détection de I’activité de " AST et de
I’ALT a été réalisée par un biocapteur impliquant deux enzymes auxiliaires, la pyruvate
oxydase, et 1’oxaloacétate décarboxylase'".

Dans ce chapitre, nous présenterons les différentes étapes qui nous ont permis de
développer un systéme électro-enzymatique pour détecter les activités des TKs d’E. coli et
humaine in vitro, libre en solution. Comme dans les cas de I’AST et de ’ALT déja décrits
dans la littérature, une enzyme auxiliaire immobilisée a la surface de I’électrode sera
envisagée. Dans le cadre de notre étude, deux biocapteurs ampérométriques ont été¢ étudiés
pour détecter I’activité des TKs. Le premier a polyphénol oxydase (PPO, EC 1.14.18.1) a
précédemment été développé conjointement par les groupes du prof. L. Hecquet et du Dr. C.
Mousty pour détecter 1’activité de la TK de S§. cerevisiae sous forme d’extrait brut en
solution. Le deuxiéme biocapteur & galactose oxydase (GAOx, EC 1.1.3.9) est sans
précédent. Pour tester la faisabilité de la détection électro-enzymatique, la TK d’E. coli a été
choisie comme modele car elle est produite en plus grande quantité par rapport a la TK de
S. cerevisiae et facilement purifiée grace a la présence d’une étiquette six histidines. Le
systéme sera appliqué ensuite a la TK humaine. En effet, une collaboration établie a la fin de
cette thése avec 1’équipe du Prof. G. Sprenger (Stuttgart, Allemagne) nous a permis d’obtenir

une souche recombinante d’E. coli surexprimant la TK humaine.
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I1.2. Obtention des TKs

I1.2.1. Méthode de purification

Pour développer ces travaux, nous avons utilis¢ trois sources de TK : la TK de
S. cerevisiae surexprimée dans S. cerevisiae et les TKs d’E. coli et humaine surexprimées
dans E. coli avec une étiquette six histidines en position N-terminale. Ces TKs ont été
obtenues dans le cadre de collaborations antérieures avec le Prof. G. Schneider (Université de
Stockholm, Suede) pour la TK de S. cerivisiae, avec le Prof. W. D. Fessner (Université de
Darmstadt, Allemagne) pour la TK d’E. coli et avec le Prof. G. Sprenger (Université de
Stuttgart, Allemagne) pour la TK humaine.

Les souches sont cultivées au laboratoire et les enzymes recombinantes sont exprimées
sous le controle de 1’opéron lactose et 1’induction est réalisée avec de I'IPTG (isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside). La TK de S. cerevisiae est extraite des cellules par une lyse
sous pression et les TKs d’E. coli et humaine par sonication. Aprés ¢élimination des débris
cellulaires par centrifugation, les extraits bruts sont semi-purifiés par chromatographie sur
résine anionique (Q-sépharose) pour la TK de S. cerevisiae et purifiés par chromatographie
sur résine Ni-NTA (nickel acide nitrilotriacétique), pour les TK d’E. coli et humaine.

Le principe de la purification des TKs comportant une étiquette six histidines consiste
a fixer par des liaisons covalentes de coordination les six histidines portées par I’enzyme a
une résine Ni-NTA contenue dans une colonne. Ensuite, il est nécessaire d’éluer I’enzyme en
utilisant une solution tampon contenant une molécule compétitrice capable de complexer avec
les ions nickel et qui ne dénaturera pas 1’enzyme (Figure 11.3).

La méthode classique pour purifier les protéines portant une étiquette six histidines
dans des conditions non dénaturantes préconise une ¢lution avec une solution tampon
contenant une forte concentration d’imidazole. L’histidine et 1’imidazole ont une homologie
de structure, ces composés possedent un noyau imidazole. L’imidazole en prenant la place de
I’histidine sur la résine Ni-NTA va alors permettre I’élution de la TK. Ainsi, en une seule

¢tape, la protéine est purifiée.
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Figure I1.3 : Purification par chromatographie d’affinité sur résine Ni-NTA

La TK n’étant pas stable en présence d’imidazole, celui-ci est éliminé par
ultrafiltration ou par dialyse et la TK est recueillie dans le tampon choisi. Cette technique
permet de plus de concentrer les extraits de TK. Une ¢€lectrophorése dénaturante (SDS-PAGE)
révélée au bleu de Coomassie a été réalisée avec des échantillons de I’extrait brut et purifié.
Cette méthode permet de séparer les protéines selon leur masse molaire sous 1’effet d’un
champ électrique. La Figure 11.4 montre la présence apres purification s’une seule bande
correspondant au poids moléculaire d’'un monomere de chaque TK (70 et 72,5 kDa pour la

TK humaine et d’E. coli).

H7 —
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50—

40—
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Figure 11.4 : Electrophoreése dénaturante (SDS-PAGE) 1) marqueur de masses moléculaires 2 et 3)
extrait purifié TK d’E. coli 4) extrait purifié TK humaine 5) extrait brut TK humaine 6) extrait brut TK
d’E. coli (pour chaque échantillon, 20 pL sont déposés)

11.2.2. Détermination de I’activité des TKs

Apres purification, Iactivité des TKs a été déterminée en présence de L-érythrulose
(L-Ery) comme substrat donneur et du D-ribose-5-phosphate (D-R5P) comme substrat
accepteur'. Le glycolaldéhyde libéré, est alors réduit par une enzyme auxiliaire, 1’alcool
déshydrogénase, en présence de NADH,H" (Figure I1.5). La disparition du NADH est suivie &

340 nm par spectrophotométrie. La concentration en protéine est déterminée par le test
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spectrophotométrique dit test de Bradford'®. Ce test est basé sur I’utilisation du bleu de

Coomassie dont la couleur s’intensifie lorsqu’il se lie aux acides aminés basiques et

aromatiques.
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HO - > TK = >
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Figure ILS : Test d’activité basé sur I’utilisation du L-Ery comme substrat donneur

Le Tableau II.1 montre qu’a 25°C la TK d’E. coli purifiée a la meilleure activité
spécifique (35 U.mg'). De plus, & cette température la TK humaine est inactive. Pour
observer une activité avec la TK humaine, il faut se placer a une température de 37°C, mais
son activité reste largement inférieure a celle d’E. coli dans les mémes conditions (Tableau
I1.2). Cette faible activité¢ a également été constatée par 1’équipe de Prof. Sprenger qui nous
I’a fournie (données non publiées). Il sera nécessaire d’envisager I’étude plus fine du spectre
d’activité de la TK humaine car les substrats utilisés dans ce test conduisent a de faibles

activités avec la TK humaine.

Tableau II.1 : Caractéristiques des TKs de S. cerevisiae, d’E. coli et humaine a 25°C

Quantité de Quantité totale Activité Activité
TK cellules Volume de protéines totale spécifique
® (mL) (mg) (V) (Umg')
S. cerevisiae brute 5 50 60 260 45+1
S. cerevisiae semi-purifiée 5 50 51 100 39+1
E. coli brute 5 40 515 8240 16 £2
E. coli purifiée 5 10 200 7050 35+2
Humaine brute 4 40 305 0 0
Humaine purifiée 4 7 10 0 0

Tableau IL.2 : Caractéristiques des TKs d’E. coli et humaine a 37°C

Quantité de Quantité totale de Activité Activité
Volume s . .
TK cellules (mL) protéines totale spécifique
(@ (mg) (L) (U.mg™)
E. coli purifiée 5 10 200 50400 252+7
Humaine purifiée 4 7 10 19,7 2,0+£0,3
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I1.3. Biocapteur ampérométrique a polyphénol oxydase

I1.3.1. Principe

Un biocapteur a polyphénol oxydase (PPO, EC 1.14.18.1) a ¢été développé
précédemment au laboratoire pour permettre la détection de ID’activité de la TK de
S. cerevisiae libre en solution (sous forme d’extrait brut ou semi-purifi€¢), selon la réaction
décrite dans la Figure IL6". Le biocapteur était préparé par immobilisation de la PPO 4 la
surface d’une électrode de carbone vitreux par encapsulation de I’enzyme dans une matrice
hydroxydes doubles lamellaire (HDL) de type Zn,Al-Cl.

Le composé 1, synthétisé au laboratoire'’, est utilisé comme substrat donneur de la TK
en présence de D-R5P comme substrat accepteur. Ce composé€ 1 comporte un motif reconnu
par la TK (cétose D-thréo) et un groupement partant, [D’ester éthylique de la
N-acétyl-L-tyrosine (N-Ac-Tyr-OEt). Des études antérieures menées au laboratoire ont
montré que le composé 1 est un substrat de la TK qui conduit apres rupture de la liaison C,-Cs
a la formation de 1I’a-hydroxyaldéhyde (composé 2)17. L’albumine de sérum bovin (BSA) joue
alors le role de catalyseur basique via ses résidus lysine et catalyse une réaction de
B-¢élimination conduisant a la libération du groupement partant, la N-Ac-Tyr-OEt3. Le
composé 3 est alors oxydé par la PPO en orthoquinone (composé 4) qui est réduite a
-0,2 V / Ag-AgCl en diphénol (composé 5) traduisant ainsi ’activité de la TK par un courant

¢lectrique mesurable.

Biomembrane Solution
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!

Figure I1.6 : Détection de I’activité de la TK de S. cerevisiae en solution avec le biocapteur a PPO
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Dans le cadre de cette thése, nous avons envisagé d’appliquer cette stratégie a la TK
d’E. coli car il est possible de la produire en plus grande quantité¢ que la TK de S. cerevisiae et
sous forme purifiée grace a I’étiquette six histidines. Nous allons maintenant exposer de fagon
plus détaillée la synthése du composé 1 qui a été optimisée par rapport a celle déja décrite'”.
La transformation du composé 1 par la TK sera ensuite étudiée par électrochimie et par

LC/MS.
I1.3.2. Synthése du composé 1, substrat de la TK

Le motif D-thréo (35, 4R) du composé 1 a été généré par voie enzymatique en faisant
intervenir une aldolase catalysant la formation stéréospécifique de la liaison C3-Cy4 (38, 4R).
Cette approche permet de créer en une étape les deux centres chiraux souhaités. L’intérét de
privilégier une voie chimio-enzymatique par rapport a une voie chimique est bien sir de

limiter les étapes de protection et déprotection des différentes fonctions (Figure 11.7).

K,COs
~NHAc Br NHAc O NHAc
HO 2 acétone "0 2 CH.CI, "o 2
3 90% 6 90% 7
\FSA A129S

DHA
~NHAc

o

9y OW o CO,Et
O OH

Figure IL7 : Synthése du composé 1 (DMS : sulfure de dimétyle, FSA : fructose-6-phosphate aldolase
mutée et DHA : dihydroxyacétone)

I1.3.2.1. Synthése de I’aldéhyde 7

La synthése de ’aldéhyde a été envisagée selon une voie décrite dans la littérature'”,
en deux étapes a partir de D’ester éthylique de la N-acétyl-L-tyrosine commerciale 3
(N-Ac-Tyr-OEt). Cette stratégie consiste a obtenir la fonction aldéhyde a partir du dérivé
allylique.

La synthése du dérivé allylique 6 a été effectuée a partir du composé 3 dans I’acétone
en présence de carbonate de potassium et de bromure d’allyle (Figure I1.7). Apres 1’addition
des réactifs a température ambiante, la réaction est laissée au reflux de 1’acétone pendant 4

heures. Apres purification par plusieurs lavages a ’éther, le composé 6 est obtenu sous la
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forme d’un solide blanc avec un rendement de 90 %. L’analyse du spectre de RMN 'H
confirme 1’obtention du composé 6 par la présence entre autre de deux doublets a 5,28 et
5,40 ppm avec des constantes de couplage de 12 et 20 Hz caractéristiques des protons
éthyléniques. L analyse du spectre de RMN °C indique des déplacements caractéristiques des
deux carbones éthyléniques a 117,3 et 133,1 ppm.

Le dérivé aldéhydique 7 a été obtenu a partir du dérivé allylique 6 par une réaction
d’ozonolyse de la double liaison a - 78°C dans le dichlorométhane (Figure I1.7). Apres
purification sur gel de silice, le composé 7 est obtenu sous la forme d’un solide blanc avec un
rendement de 90 %. L’aldéhyde 7 subit ensuite plusieurs lavages a 1’éther. L’oxydation de la
double liaison est confirmée par I’analyse des spectres de RMN 'H (disparition des deux
doublets a 5,28 et 5,40 ppm caractéristiques des protons éthyléniques et apparition du proton
aldéhydique a 9,82 ppm) et de RMN Be (présence d'un signal caractéristique de la fonction
aldéhyde a 199,4 ppm).

I1.3.2.2. Synthese enzymatique du composé 1

Pour accéder au composé 1, nous avons modifié le protocole déja décrit'’. En effet
selon cette stratégie, le composé 1 était obtenu en deux étapes, la premicre permettait la
condensation de la dihydroxyacétone phosphate (DHAP) sur le composé 7 en présence de la
fructose-1,6-bisphosphate aldolase (FBPA) suivi d’une deuxi¢me étape de déphosphorylation
catalysé par la phosphatase acide. Le DHAP n’étant pas commercial et la synthése de celui-ci
conduisant a un faible rendement (12 %), nous avons envisagé une voie enzymatique qui
implique 1’analogue non phosphorylé du DHAP, la dihydroxyacétone (DHA) qui est
commerciale. Cette stratégie est rendue possible par la découverte récente d’une aldolase'® qui
accepte d’autres substrats accepteurs que le DHAP : la fructose-6-phosphate aldolase (FSA).
Elle a depuis été modifiée pour la rendre plus efficace pour la DHA par mutation d’un résidu
en position 129" . Ainsi, nous avons pu obtenir le composé 1 en une étape au lieu de deux ; la
condensation de la DHA sur le composé 7 étant catalysée par la FSA A129S, produite et
purifiée au laboratoire a partir d’une souche recombinante d’E. coli'’ (Figure I1.7).

Apres 24 heures de réaction, 1’aldéhyde 7 est totalement consommé comme 1’indique
le suivi par CCM. La méthode de purification la plus performante consiste en une premiere
chromatographie sur gel de silice suivi d’une extraction en phase solide (phase inverse). Le

composé 1 est alors obtenu sous forme d’un solide blanc avec un rendement de 24 %. Ce
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faible rendement peut étre du a la dégradation du substrat et/ou du produit notamment par la
libération du groupement partant dans le milieu réactionnel.

La stabilité du composé 7 a été étudiée par RMN, celui-ci a été dissous dans le tampon
Gly-Gly 200 mM a pH 7,5. Apres 24 heures, on observe une dégradation de 1’aldéhyde dans
ce tampon de l’ordre de 50 %. La stabilit¢ de ce composé a ¢été étudiée dans d’autres
tampons : borate et HEPES. L’aldéhyde 7 s’est avéré stable dans ces deux derniers tampons.
Les fonctions amines du tampon Gly-Gly doivent réagir avec la fonction aldéhyde de
I’accepteur pour donner des bases de Schiff.

La synthése du composé 1 a donc été effectuée dans le tampon HEPES 100 mM a
pH 7,5, le composé 1 est obtenu sous forme d’un solide blanc avec un rendement de 60 %.
L’analyse des spectres de RMN "°C confirme la formation du composé 1 par la présence d’un
signal a 68,0 ppm correspondant au carbone portant la fonction alcool primaire et d’un signal
a 213,4 ppm correspondant au carbonyle.

En résumé, le composé 1 a été obtenu en trois étapes avec un rendement global de
49 % a partir de la N-Ac-Tyr-OEt 3. Ce rendement est 1égerement inférieur a celui obtenu en
utilisant la FBPA a partir du DHAP comme substrat donneur mais cette stratégie nécessite la
préparation de ce substrat alors que la DHA utilisée dans cette nouvelle synthése du

composé 1 est commerciale.

I1.3.3. Suivi de la transformation du composé 1 par la TK en

voltammétrie cyclique

La voltammétrie cyclique (VC) permet de suivre la libération de la N-Ac-Tyr-OEt 3.
Cette méthode ¢lectrochimique permet de réaliser la détection de I’activité enzymatique
directement a 1’¢électrode.

Lors de la premiére étape catalysée par la TK, la liaison C,-C3 du composé 1, susbtrat
donneur, est rompue pour donner 1’a-hydroxyaldéhyde 2 correspondant. Le susbtrat accepteur
utilisé est le D-R5P La BSA joue alors le réle de catalyseur basique via ses résidus lysine et
catalyse une réaction de P-¢limination de 1’aldéhyde 2 conduisant a la libération du
groupement partant, la N-Ac-Tyr-OEt 3 (Figure 11.8). Cette stratégie a été déja utilisée par
notre groupe® avec la TK et par d’autres groupes avec divers enzymes tel que celui du Pr.

20,21
d

J.L. Reymon avec D’alcool déshydrogénase en présence de composés analogues

comportant une coumarine comme groupement partant.
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Figure II.8 : Réactions suivies par VC

Les courbes d’intensité-potentiel permettent d’étudier les processus d’oxydo-réduction
se produisant a la surface de 1’¢lectrode et de mettre en évidence la présence d’especes
¢lectro-actives dans une solution. Ainsi, la voltammétrie cyclique (VC) permet de suivre la
libération de la N-Ac-Tyr-OEt 3, car elle contient une fonction phénol facilement oxydable.
Cette méthode électrochimique permet donc de réaliser la détection directement a 1’électrode
de I’activité enzymatique en solution.

Une premiere ¢étude sans la TK a été réalisée afin de montrer que la N-Ac-Tyr-OEt 3
¢tait détectable sans interférence avec le composé 1. La Figure I1.9 montre les courbes de VC
enregistrées sur ¢lectrode de carbone vitreux dans une solution de 100 uM de
N-Ac-Tyr-OEt3 et de 100uM de composél dans wun tampon acide
3-(N-morpholino)propanesulfonique (MOPS) 0,05 M a pH 7,5. Pour la N-Ac-Tyr-OEt 3, un
pic anodique a 0,7 V est observé correspondant a 1’oxydation de la fonction phénol. Comme

attendu, aucun signal n’est observé pour le composé 1.

| (WA)

-06 -04 -0,2 00 02 04 06 08 1,0
E (V/Ag-AgCl)

Figure IL9 : Voltammogrammes de a) 100 pM de N-Ac-Tyr-OEt 3 et de b) 100 pM de composé 1 (0,05 M
MOPS pH 7,5, v=25mV.s™)

Une seconde étude a été réalisée pour suivre la transformation du composé 1 catalysée

par la TK pendant une nuit par VC conduisant a la formation de la N-Ac-Tyr-OEt 3, composé

&3
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¢lectroactif. Les mesures de VC ont été enregistrées dans le milieu réactionnel contenant la
BSA en faisant varier la concentration en composé 1 et le nombre d’unités de TK (Figure
11.10).

Avec la TK d’FE. coli purifiée, une augmentation du pic d’oxydation a 0,6 V est
observé au bout d’une nuit quand la concentration en composé 1 ou la quantit¢ de TK
augmentent. Des résultats similaires avaient ét¢ obtenus avec la TK de S. cerevisiae
semi-purifiée. Cependant il faut signaler qu’un phénomeéne de passivation de 1’¢lectrode se
produit a partir d’un deuxiéme cycle en VC dii a des réactions de polymérisation consécutives
a I’oxydation de dérivés phénoliques. Ce phénomene conduit & une diminution du signal

ampérométrique.

3_

2_

1+ a
a —b
=2 c
j— 0_ d

14

-2 T T T T T 1

T T T T T T T T T T
-06 -04 -02 00 02 04 06 08 1,0
E (V/Ag-AgCl)

Figure I1.10 : Courbes de voltammétrie cyclique avec la TK a) 500 pM de composé 1 et 1 U.ml” de TK de
S cerevisiae b) 500 pM de composé 1 et 1 U.ml” de TK de E. coli ¢) 100 pM de composé 1 et 1 U.mI” de TK
de E. coli d) 100 pM de composé 1 et 3 U.ml” de TK de E. coli (0,05 M MOPS pH 7,5, 2 mM ThDP, 3 mM
MgCl,, 100 pM D-R5P, 2 mg.mL™" BSA, v=25mV.s")

Pour pallier cet inconvénient et obtenir une meilleure sensibilité, une autre approche a
été envisagée. Nous avons effectué la détection ampérométrique de la N-Ac-Tyr-OEt 3 avec
un biocapteur a PPO. En effet, cette méthode permet de s’affranchir du phénomeéne de
passivation de 1’¢électrode par une détection non plus en oxydation mais en réduction. De plus,

la sensibilité est augmentée par un phénomene d’amplification provenant de la génération a

’¢lectrode du catéchol 5, lui-méme substrat de la PPO.
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11.3.4. Amplification par détection électro-enzymatique

I1.3.4.1. Optimisation du biocapteur a PPO

L’utilisation d’une bioélectrode sur laquelle est immobilisée la PPO permet la
détection électro-enzymatique de la N-Ac-Tyr-OEt 3 grace a la réduction de I’orthoquinone a
-0,2 V/Ag-AgCl en catéchol qui est lui-méme un substrat de la PPO et permet donc
I’amplification du signal (Figure 11.11).

HO/© 0z H0 ¢
et/ou ;L j:j

Electrode
-0,2V

Figure II.11 : Réaction catalysée par la PPO suivie d’une réduction électrochimique

Les bioélectrodes ont été préparées suivant le protocole décrit dans la littérature'® en
immobilisant I’enzyme dans une matrice HDL par la méthode d’adsorption. Afin d’optimiser
la réponse du biocapteur, pour le dosage de la N-Ac-Tyr-OEt 3, la nature du tampon (MOPS
et Gly-Gly) et différentes matrices HDL (Mg,Al-Cl, Zn,Al-Cl et Zn,Al-Alginate) ont été
testées, le rapport PPO/HDL étant toujours fixé a 1.

Pour établir les courbes d’étalonnage, des quantités croissantes d’une solution meére
de N-Ac-Tyr-OEt3 sont utilisées. La réponse du biocapteur sera enregistrée par
chrono-ampérométrie a un potentiel appliqué (E.p) de —0,2 V/Ag-AgCl sur é€lectrode
tournante. La réponse en courant de réduction (I, est enregistrée en fonction du temps
(Figure I1.12). La courbe d’étalonnage est établie a partir de ces données (Figure I1.13), la
sensibilité (S) du biocapteur est définie a partir de la pente de la partie linéaire, le domaine de
linéarité (DL) étant choisi en fonction du meilleur coefficient de corrélation (R?). Le courant
maximum (I,,x) correspond a la concentration de saturation du biocapteur. Enfin, la limite de

détection (LoD) est calculée pour un rapport signal/bruit de 3.
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Figure I1.12 : Réponse du biocapteur a PPO@Zn,Al-Alg aprés ajout de 5 x 2 uM de N-Ac-Tyr-OEt 3
(de 2.10”° mM 2 10.10° mM) (0,05 M MOPS pH 7,5, E,,, = 0,2 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™")
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Figure I1.13 : A/ Courbe d’étalonnage du biocapteur 38 PPO@ZnAl-Alg avec la N-Ac-Tyr-OEt 3
B/ Domaine de linéarité de la courbe d’étalonnage (0,05 M MOPS pH 7,5, E,,, = 0,2 V/Ag-AgCl,
500 tr.min™)

Les caractéristiques des biocapteurs a PPO sont comparées dans le Tableau I1.3 en
faisant varier la nature des anions interlamellaires et des cations métalliques divalents des
feuillets de I’HDL et celle du tampon (0,05 M MOPS et Gly-Gly a pH 7,5). Comme montré
par Sanchez-Paniagua Lopez™ avec le catéchol, le biocapteur construit en utilisant 'HDL
Zn,Al-Alg conduit a la meilleure sensibilité.

Cette matrice est donc retenue pour réaliser 1’étalonnage du biocapteur avec la
N-Ac-Tyr-OEt 3 dans le milieu réactionnel qui sera nécessaire au fonctionnement de la TK
d’E. coli (Tableau 11.4). Le tampon utilis¢ est le MOPS puisqu’il donne la plus grande

sensibilité. Dans ces conditions nécessaire a la TK, on note une diminution des performances
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du biocapteur, la sensibilité est diminuée de 28 % sans TK et 33 % en présence de TK par

rapport au milieu réactionnel, contenant seulement le tampon MOPS.

Tableau I1.3 : Caractéristiques des biocapteurs a PPO selon la nature de ’HDL et du tampon pour le
dosage de la N-Ac-Tyr-OEt 3 (0,05 M MOPS ou Gly-Gly pH 7,5, E,,, = - 0,2 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)

HDL Milieu (mA.MS'I.cm'z) (plil.lzllxn'z) (DML) R’ (n) %1341;
Mg,Al-Cl ~ MOPS 598 104 2.10°-6.10° 0,9978 (21)  2.10°
Zm,Al-Cl  MOPS 459 79 2.10°-6.10° 0,9974 (17)  2.10°
ZmAl-Alg  MOPS 1305 157 2.10°-6.10° 0,9963 (17)  2.10°
Zn,Al-Alg  Gly-Gly 1016 159 2.10°-9.10°  0,9960 (18)  2.10°

Tableau I1.4 : Caractéristiques du biocapteur PPO@Zn,Al-Alg selon la composition du milieu réactionnel
pour le dosage de la N-Ac-Tyr-OEt 3 a) 0,05 M MOPS pH 7,5 b) 0,05 M MOPS pH 7,5, 2 mM ThDP,
3 mM MgCl,, 2 mg.mL™" BSA c) condition identique a b avec 5 U TK d’E. coli

milieu S.] 2 Linax 2 DL R’ (n) LoD
(mA.M™".cm™) (nA.cm™) M) ™M)

a 1305 157 2.10°-6.107 0,9963 (17) 2.10°

b 941 164 2.10°-6.107° 0,9997 (17) 2.10°

c 878 186 2.10°-9.107° 0,9995 (21) 2.10°

Le biocapteur utilis¢ pour déterminer 1’activité de la TK libre en solution aura les
caractéristiques suivante : PPO@Zn,Al-Alg (50/50, pg/ug) avec une sensibilit¢ de

878 mA.M'l.cm'z, un domaine de linéarité de 2.10° & 9.107 M, un courant maximum de

186 pA.cm™ et une limite de détection de 2.10°° M.

11.3.4.2. Performance du biocapteur PPO@Zn;Al-Alg pour la détection
de P’activité de la TK

Des tests en chrono-ampérométrie (CA) ont ensuite ¢té effectués avec le biocapteur
PPO@Zn,Al-Alg en présence de TKs d’E. coli (purifiée) et de S. cerevisiae (semi-purifiée et
brute) libre en solution (1 U.mL™") dans le milieu réactionnel nécessaire a la réaction catalysée
par la TK (Tableau IL5). La réponse, rapide (29s) est enregistrée apres les additions
successives de 20 uM de composé 1.

En I’absence de TK, nous obtenons 0,3 % de N-Ac-Tyr-OEt 3 formée a partir 100 uM
de composé 1, provenant de la libération de la N-Ac-Tyr-OEt 3 par la BSA. Nous obtenons un

résultat identique en présence de TK de S. cerevisiae brute.
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En présence de la TK d’E. coli purifiée, le taux de conversion est a peine supérieur
(0,4 %). Cependant la transformation du composé 1 est multipliée par un facteur 2 (0,8 %) en
augmentant la concentration en D-R5P (1 mM), une valeur cinq fois supérieure au Ky. En
conclusion, les taux de conversion restent faibles mais il faut bien noter que selon ce systéme

ils sont mesurés seulement quelques secondes apres 1’ajout du composé 1.

Tableau IL5 : Résultats obtenus par chrono-ampérométrie avec la TK en solution

source TK ’(1“{1; [])(;If\if] o N-Qiﬁger-OEt
non 0 100 0,3
S.cerevisiae brute 5 100 0,3
S.cerevisiae semi-purifiée 5 100 0,4
E. coli purifiée 5 100 0,4
E. coli purifiée 5 1000 0,8
E. coli purifiée 10 1000 0,8

Pour pallier cet inconvénient, le suivi d’activité de la TK a été réalisé toutes les heures
pendant 3 heures et aprés 24 heures dans le milieu réactionnel. Les bioélectrodes
PPO@Zn,Al-Alg ont été utilisées avec 5 ou 10 U de TK d’E. coli purifiée, 100 ou 1000 uM
de D-R5P et 100 et 200 uM de composé 1. Des courbes intensités/potentiel ont été
enregistrées en voltammétrie linéaire (VL) sur électrode tournante apres différentes durées
d’incubation. La Figure I1.14, montre clairement apres 24 heures de réaction une vague de
réduction autour de -0,2 V/Ag-AgCl liée a la réduction de I’orthoquinone issu de la
transformation de la N-Ac-Tyr-OEt 3. L’intensité du courant mesurée peut étre convertie en
concentration en N-Ac-Tyr-OEt3 formé grice a la droite d’étalonnage. Le Tableau I1.6
reprend les vitesses de transformation ainsi déterminées en pM.h" et le pourcentage de

transformation atteint aprés 24 heures.
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Figure I1.14 : Courbe de voltammétrie linéaire avec la bioélectrode PPO@Zn,Al-Alg, 25/25 ng/ng (0,05 M
MOPS pH 7,5, 2 mM ThDP, 3 mM MgCl,, 2 mg.mL'1 BSA, 100 pM composé 1, 5 U TK E. coli,
y=10mV.s™")

Sans TK, apres 24 h, 2,7 % de N-Ac-Tyr-OEt 3 sont formés provenant de la libération
de la N-Ac-Tyr-OEt 3 par la BSA. Avec 5 U de TK d’E. coli, 8 % de N-Ac-Tyr-OEt 3 sont
formés. Lorsque la quantit¢ de TK double, le pourcentage de N-Ac-Tyr-OEt 3 est doublé.
Avec 100 uM de composé 1 et 1 mM de D-R5P, 25 % de N-Ac-Tyr-OEt 3 sont obtenues.
Cette méme valeur de 25 % est retrouvée en doublant la concentration en composé 1 et en
diminuant celle du D-R5P d’un facteur 10. De plus, ’augmentation de la concentration du
composé 1 (200 uM) et de D-R5P (1 mM) a un effet favorable et coopératif sur le rendement
de la réaction pour atteindre 49 %. Il faut cependant noter que les cinétiques (uM.h™)
enregistrées sur 3 h, ne suivent pas cette tendance avec des valeurs trés proches quelles que

soient les concentrations en composé 1 et en D-R5P.

Tableau I1.6 : Résultats obtenus par voltammétrie linéaire avec une bioélectrode PPO@Zn,Al-Alg (0,05 M
MOPS pH 7,5, 2 mM ThDP, 3 mM MgCl,, 2 mg.mL™" BSA v=10 mV.s™")

% de transformation

TK E. Colii [Composé 1] [D-R5P] pente aprés 3 heures aprés 24 heures de

(U) (nM) (nM) (uM.h™) éaction
0 100 100 0,16 2,7
5 100 100 2,48 8
10 100 100 2.3 18
100 1000 3,46 25
200 100 3,24 25
5 200 1000 3,45 49

89



Chapitre II : Mesure de I’activité de la TK en solution

Afin d’¢lucider la raison de ce faible taux de transformation du composé 1 en

N-Ac-Tyr-OEt 3, nous avons suivi la cinétique de transformation du composé 1 par LC/MS.
I1.3.5. Suivi de la transformation du composé 1 par la TK en LC/MS

Afin de suivre la transformation du composé 1, substrat donneur de la TK et
d’identifier les intermédiaires formés, des conditions d’analyse par LC/MS ont été mises au
point antérieurement dans 1’équipe du prof. L. Hecquet pour suivre la réaction catalysée par la
TK de S. cerevisiae en présence du D-R5P comme accepteur'’ et en présence de BSA.

Afin de pouvoir corréler la quantité de N-Ac-Tyr-OEt 3 libérée a I’activité de la TK,
une droite d’¢talonnage a été¢ préalablement établie avec la N-Ac-Tyr-OEt3 et avec le
composé 1. Puis, afin de suivre la disparition du composé 1 et ’apparition des composés 2
et 3, des prélévements du milieu réactionnel ont été réalisés apres une nuit d’incubation dans
le tampon MOPS. Des ¢études antérieures réalisées au laboratoire ont montré que ce tampon
est le plus adapté pour catalyser la libération de la N-Ac-Tyr-OEt 3 en solution. Les résultats
obtenus en absence et en présence de différentes sources de TKs sous forme d’extrait brut,
semi-purifiées et purifiées sont indiquées dans le Tableau I1.7.

En absence de TK et en présence de BSA, il reste 95 % de composé 1. Les 5 % de
perte sont dus a la libération de N-Ac-Tyr-OEt 3 (<5 uM) par la BSA directement a partir du
compos¢ 1 (Tableau II.7). Dans le cas d’autres groupements partant notamment

. . s 23
I’umbelliferone, cette réaction a été également observée™.

Tableau IL.7 : Résultats obtenus par LC/MS aprés une nuit d’incubation (50 mM MOPS, pH 7.5, 100 pM
composé 1, 1 mM p-R5P, 2 mM ThDP, 3 mM MgCl, et 2 mg.mL™"' BSA)

Composé 1 Aldéhy(!e 2 Diol formé N-Ac-Tyr-’OEt 3
TK consommé (%) formé (%) formée
(%) (Y0)
sans 5 0 0 <5
S. cerevisiae brute 81 34 45 <5
S. cerevisiae purifié¢e 74 60 0 14
E.coli purifiée 66 47 0 20

En présence des TKs de S. cerevisiae et d’E. coli et de BSA, 66 % a 81 % du
composé 1 sont transformés. L’analyse des sous-produits de la réaction montre que pour la
réaction catalysée par la TK de S. cerevisiae brute, une concentration inférieure a 5 puM de
N-Ac-Tyr-OEt 3 est obtenue. La présence d’un diol, représentant 45 % de la concentration

initiale du composé 1, est observée. Celui-ci peut provenir de la réduction de la fonction
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aldéhyde du composé 2 par des déshydrogénases contenues dans 1’extrait enzymatique de TK
limitant ainsi la formation de N-Ac-Tyr-OEt 3. Avec la TK de S. cerevisiae semi-purifiée par
Q-sepharose, la concentration en N-Ac-Tyr-OEt 3 est augmentée d’un facteur 3 et le diol n’est
plus présent. Ce résultat montre bien que les déshydrogénases présentes dans 1’extrait sont
responsables de la formation du diol. Enfin avec la TK d’E. coli purifiée par chromatographie
d’affinité sur résine Ni-NTA, nous n’obtenons pas de diol et 20 % de N-Ac-Tyr-OEt 3 ce qui
est similaire au résultat obtenu avec la TK de S. cerevisiae semi-purifiée. Dans tous les cas, il
apparait que 1’aldéhyde 2 s’accumule dans le milieu et il reste majoritaire par rapport au
N-Ac-Tyr-OEt 3. La réaction de B-élimination catalysée par la BSA est donc limitante.

Des ¢études réalisées dans 1’équipe du prof. L. Hecquet avec des composés analogues
comportant un groupement partant de type umbelliférone ont montré que la présence d’un
groupement hydroxyle en position a de 1’aldéhyde (Figure I1.15) est beaucoup moins
favorable a la réaction de f—¢limination par rapport a des composés non o-hydroxylés (Figure
I1.16) en raison d’une plus grande stabilité de I’intermédiaire cis-€nediolate formé dont la

: C 223
reprotonation est favorisée™.
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Figure I1.15 : Réaction de B-élimination en présence d’aldéhydes a-hydroxylés (coum : coumarine)
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Figure I1.16 : Réaction de f—élimination en présence d’aldéhydes non a-hydroxylés

De plus, des études par LC/MS avec le cétose fluorogénique utilis€ comme substrat de
la TK ont également montré une accumulation de I’aldéhyde o-hydroxylé indiquant que

1’étape catalysée par la BSA est limitante.
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I1.3.6. Bilan des expériences réalisées avec le biocapteur a PPO

Les résultats obtenus en ¢électrochimie (CV, VL et CA) montrent qu’il est possible de
détecter 1’activité¢ de la TK d’E. coli libre en solution par une détection électro-enzymatique
avec le biocapteur a PPO. Cependant, les meilleurs taux de conversion du composé 1, substrat
donneur de la TK, en ’ester éthylique de la N-acétyl-tyrosine 3 (N-Ac-Tyr-OEt) sont de
I’ordre de 49 % aprés 24 heures de réaction, ce qui n’est pas compatible avec le
développement d’un biocapteur dont la fonction est de donner une réponse rapide en quelques
secondes. Les résultats obtenus en électrochimie couplés a ceux obtenus par LC/MS dévoilent
clairement que dans ces conditions expérimentales la réaction de formation de la
N-Ac-Tyr-OEt 3 a partir du composé 1 substrat donneur de la TK est trés lente et limitée par
la réaction de B-¢élimination, catalysée par la BSA. De plus le composé 1 a une faible activité
vis-a-vis de la TK du fait de I’encombrement du groupement partant. Enfin, un autre handicap
est la synthése du composé 1 qui n’est pas commercial.

Pour pallier ces inconvénients, une activation de 1’étape de P-élimination doit étre
proposée ou un autre substrat non synthétique ayant une meilleure affinité vis-a-vis de la TK
doit étre envisagé. Pour cette derniere solution, le produit obtenu apres transformation par la
TK sera différent, il faudra donc trouver un autre systéme de détection électro-enzymatique.
Cette solution est abordée dans la suite de ce chapitre en utilisant un biocapteur a galactose

oxydase.
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I1.4. Biocapteur ampérométrique a galactose oxydase

I1.4.1. Principe

Pour déterminer I’activité de la TK libre en solution, un systéme électro-enzymatique
faisant intervenir une autre oxydoréductase a été envisagé, le biocapteur a galactose oxydase
(GAOx). Deux réactions faisant intervenir la TK peuvent étre envisagées avec le biocapteur a
GAOx (Figure I1.17). La premiere réaction est réversible, la TK en présence de
D-fructose-6-phosphate 8 (D-F6P), comme substrat donneur, rompt la liaison C,-C; du
D-F6P 8 et libere le L-érythrulose 10 (L-Ery) et le D-érythrose-4-phosphate 11 (D-E4P). La
deuxiéme réaction envisagée implique 1I’hydroxypyruvate 12 (HPA) comme substrat donneur,
la TK libere le L-Ery 10 et du dioxyde de carbone qui rend la réaction irréversible. Dans les
deux cas, le substrat accepteur est le glycolaldéhyde 9 (GA) qui est le meilleur substrat
accepteur non phosphorylé pour la TK. L’avantage de ces stratégies par rapport a celles
envisagées antérieurement repose sur les substrats donneurs utilisés qui sont de bien meilleurs

substrats pour la TK que le compos¢ 1 utilisé¢ précédemment, et ils sont de plus commerciaux.

OH OH OH o oH
_OPOz* TK 2
HOW P on e HO%OH . H/Vopog,
O OH o) ThDP o OH
8 9 Mg?* 10 1
% OH
TK OH
HO OH + [OH —» o +  Cco,
o) o} ThDP o
12 9 Mg2* 10

Figure I1.17 : Réactions catalysées par la TK produisant du L-Ery

Ces deux stratégies ont en commun de libérer le L-Ery 10. En effet comme nous le
verrons par la suite, le L-Ery 10 peut étre détecté par ampérométrie a 1’aide d’un biocapteur a
GAOx. Le L-Ery 10 est oxydé¢ en (S5)-2-dihydroxy-3-oxobutanal 13 par la GAOx qui utilise le
couple O,-H,0,. Le peroxyde d’hydrogéne est dosé par son oxydation a 1’¢électrode de platine,
traduisant ainsi une activité de la TK en courant d’oxydation (I,,) mesurable (Figure I1.18). La

réponse du biocapteur est enregistrée par chrono-ampérométrie a un potentiel appliqué (Eqpp)
de 0,6 V/Ag-AgCl.
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Figure I1.18 : Détection du L-Ery avec le biocapteur 2 GAOx

Nous allons maintenant exposer de facon plus détaillée la mise au point du biocapteur
ampérométrique & GAOx avec les différents facteurs étudiés. Nous verrons ensuite la
détection de l’activité des TKs d’E. coli et humaine libre en solution avec la détermination de

la constante de dissociation (Kp) du cofacteur de la TK, la thiamine diphosphate (ThDP).
11.4.2. Elaboration du biocapteur a galactose oxydase

La GAOx catalyse en présence d’oxygeéne I’oxydation du galactose mais aussi d’un
grand nombre d’alcools primaires. Dans la littérature®*?°, il est montré que la
dihydroxyacétone (DHA) est meilleur substrat que le galactose. Nous avons donc choisi la

DHA comme substrat modele lors de la mise au point du biocapteur a GAOx (Figure 11.19).

9 GAOX
Ho_J__oH HO H
ﬁ \)k[(

DHA o, H,0, 0o

h/\— 2H*

Electrode
0,6V

Figure I1.19 : Réaction d’oxydation de la DHA par la GAOx suivi d’une oxydation électrochimique du
H,0,

Les bioélectrodes ont été préparées a partir du protocole semblable a celui utilisé pour
les bioélectrodes a base de PPO. Lors de 1’¢laboration de ce biocapteur, différents parameétres
vont étre étudiés tels que la nature de la matrice d’immobilisation avec le rapport
GAOX : matrice, mais aussi la nature du tampon, le pH du milieu réactionnel, et enfin la

stabilité dans le temps de ce biocapteur”’.
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11.4.2.1. Choix de la matrice d’immobilisation

Une étude comparative de I’immobilisation de la GAOx a été réalisée sur deux argiles
synthétiques, I’une cationique (la laponite) et I’autre anionique, HDL (Mg,AI-NO3). Comme
les HDL, la laponite est une argile synthétique, mais commerciale, de type smectite. Elle est
¢galement trés utilisée pour immobiliser efficacement des enzymes par adsorption pour la
réalisation de biocapteurszg. Il s’agit d’'un composé de la famille des hectorites de formule
structurale (MgssLi (5)Si4O19(OH), (Na'y, nH,O) ayant une morphologie en feuillets. Le
feuillet des argiles de type smectite est composé d’une couche planaire formée par un cation
en coordinance octaédrique, généralement 1’aluminium ou magnésium encadrée de deux
couches planaires de silicium en coordinance tétraé¢drique (Figure 11.20). Les feuillets 2/1
ayant subi des substitutions isomorphiques sont chargés négativement et ont tendance a se
repousser mutuellement. La présence d’un cation compensateur en position interfoliaire induit
des interactions attractives entre les deux feuillets adjacents, provoquant un rapprochement
des feuillets 2/1 et donc une diminution de 1’espace inter-lamellaire. Le cation intercalé peut

étre plus ou moins hydraté et est échangeable.

~

Figure I1.20 : Représentation des feuilles de phyllosilicate (2/1)

Des ¢études antérieures ont montré que les HDL étaient des matrices plus efficaces
pour la réalisation de biocapteurs que la laponite, notamment avec la PPO*°. Ainsi, la
diffusion des substrats et des produits de la réaction enzymatique a travers la couche active
enzyme/matrice est un facteur important qui affecte la réponse du biocapteur. La perméabilité
des biomembranes vis-a-vis de ces composés peut varier selon les matrices hotes. Les HDL

ont une perméabilité plus grande (2.107 cm.s™) que celle de la laponite (2.10~ cm.s™) donc il
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est possible d’espérer une meilleure sensibilité pour les biocapteurs a base d’HDL, comme
cela a été montré dans le cas de la PPO.

Pour cette étude, le milieu réactionnel est saturé en O, afin de ne pas étre limité par la
concentration de ce cosubstrat. Trois tampons habituels des tests enzymatiques sont utilisés a
50 mM et pH 7,0, le phosphate, 1’acide 4-(2-hydroxyéthyl)1-pipérazine éthane sulfonique
(HEPES) et le MOPS. En effet, ces molécules ayant des structures différentes peuvent
perturber l'interaction entre l'enzyme et les matrices hotes. Les tampons
2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol (TRIS) et glycyl-glycine (Gly-Gly) également
fréquemment utilisés dans les tests enzymatiques n’ont pas été étudiés car Petersen et al. ont
montré une instabilit¢ de la GAOx dans ces tampons qui pourrait étre due a la complexation
du cuivre contenu dans le site actif de I’enzyme et le groupement amine du tampon” .

Les caractéristiques des biocapteurs, selon leurs matrices d’immobilisation et la nature
du tampon sont reprises dans le Tableau I1.8. Le biocapteur construit en utilisant la laponite
comme matrice d’immobilisation pour la GAOx présente de meilleures performances, quel
que soit le tampon utilisé. Ainsi par rapport aux valeurs obtenues avec la matrice HDL, la
sensibilité (S) est augmentée en moyenne d’un facteur 6, le domaine de lin€arité (DL) est
amélioré.

La différence de perméabilité entre les deux matériaux n’est donc pas le seul facteur
intervenant dans la réponse du biocapteur. La quantité d'enzyme immobilisée active doit étre
¢galement prise en compte. Cette quantité est reliée au courant maximum (I;,.x) qui est en
moyenne 2,5 fois supérieur pour les biocapteurs GAOx@laponite alors que la méme quantité
d’enzyme et d’argile a été¢ déposée sur 1’¢lectrode (50 pg: 50 pg) pour les deux types de
biocapteurs. Ceci traduit une interaction spécifique entre I’enzyme et la matrice hote. La
GAOx ayant un point isoélectrique de 12*%, est donc chargée positivement au pH
d’immobilisation (pH = 7,0), ce qui permet une forte interaction avec les couches chargées
négativement de la laponite. A titre de comparaison, Kondakova ef al. ont montré que la
GAOx est fortement adsorbée a la surface de la silice, qui est également chargée négativement
a un pH de 7. Nous avons donc sélectionné la laponite comme matrice hote pour

I’immobilisation de la GAOx.
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Tableau I1.8 : Caractéristiques des biocapteurs GAOx@laponite (50:50 pg:ng) et GAOX@HDL(50:50
pg:ug) pour le dosage de la DHA (0,05 M tampon pH 7,0, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)

S Lax DL

Matrices Tampons (m A.M'l.cm'z) (u A.cm'z) (M) R’ (n)
phosphate 195 176 5,0.107 - 4,8.10™ 0,9999 (56)
Laponite HEPES 224 178 5,0.107 - 3,0.10™ 0,9999 (53)
MOPS 180 140 5,0.107 - 4,3.10* 0,9999 (56)
phosphate 21 69 2,0.10°-6,8.10* 0,9990 (19)
(Mgi%\log HEPES 38 72 2,0.109-6,1.10° 0,995 (40)
MOPS 38 62 2,0.10°-3,9.10* 0,9993 (13)

11.4.2.2. Choix du tampon

La GAOx libre a un pH optimum de 7,0, nous avons étudié¢ I’effet du pH du tampon
sur la performance du biocapteur. Cette étude a été réalisée avec un biocapteur GAOx@HDL
dans le tampon HEPES (Tableau I1.9). Le pH qui permet d’obtenir la meilleure performance
est de 7,0. En vue de la détection de 1’activité de la TK avec ce biocapteur, nous n’avons pas
¢tudi¢ des pH inférieurs qui rendent la TK inactive. De plus, nous pouvons voir qu’avec
I’HDL comme matrice hote aucun tampon ne se démarque, mais qu’avec la laponite la
sensibilité¢ du biocapteur dans le tampon HEPES est la plus ¢élevée (Tableau I1.8).Nous avons

donc sélectionné le tampon HEPES a pH 7,0 pour la suite de I’étude.

Tableau I1.9 : Effet du pH sur la performance du biocapteur GAOx@HDL(50:50 pg:ng) pour le dosage de
la DHA (0,05 M HEPES pH 7,0, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)

pH (mA.MS".cm'Z) (p;incaﬁrz) (DN%) R’ ()

7,0 38 72 2.10°-7.10* 0,9994 (42)

7.5 26 65 2.10°-7.10* 0,9996 (36)
8 22 45 2.10°-7.10* 0,9995 (44)

11.4.2.3. Choix du rapport GAOx/laponite

La quantit¢ d’enzyme immobilisée par rapport a la masse de matrice inorganique
déposée sur I’électrode est aussi un facteur important dans la préparation d’un biocapteur.
Nous avons donc étudié 1’effet du rapport GAOx/laponite en masse/masse (Tableau I1.10). La
sensibilité et le courant maximum augmentent avec le rapport GAOx/laponite. Les rapports
50:50 et 50:25 apportent les meilleurs résultats en termes de sensibilité et de I, mais le

biocapteur GAOx@]laponite avec un rapport de 50:25 est plus stable dans le temps.
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Tableau I1.10 : Performances ampérométriques des différentes configurations du biocapteur
GAOx@]laponite pour le dosage de la DHA (0,05 M HEPES pH 7,0, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™")

Rapport GAOXx/laponite S_1 5 Lnax S DL R? (n)
(ng:ng) (mA.M™".cm™) (nA.cm™) M)
25:25 140 121 5,0.107-1,9.10" 0,9997 (45)
50:50 224 178 5,0.107-3,0.10" 0,9999 (53)
25:50 83 88 3,4.10°-2.1.10" 0,9996 (42)
50:25 237 155 5,0.107-29.10" 0,9999 (52)

11.4.2.4. Détection du galactose et des autres galactosides

Apres optimisation du biocapteur GAOx@laponite avec la DHA, la détection du
substrat naturel de la GAOx, le galactose a donc été effectuée. La sensibilité du biocapteur
pour le galactose est de 85 mA.M™.cm™. D’autres saccharides composés de galactose tel que
le raffinose, le lactose et le melibiose ont été¢ également testés a une seule concentration de
20 uM. Les réponses en courant correspondent respectivement a 61, 19 et 89 % par rapport au
galactose. L’activité relative de la GAOx pour ces substrats est similaire a celle reportée dans

la littérature™. La laponite n’induit aucune sélectivité des galactosides.
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Figure 11.21 : Réponses relative du biocapteur GAOx@laponite (50:25 pg:pg) avec différents substrats
(0,05 M HEPES pH 7,0, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)
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11.4.2.5. Stabilité du biocapteur dans le temps

Pour finaliser notre étude, nous avons étudié la stabilité dans le temps du biocapteur
GAOx@laponite 50:25 (ug:ng). Aprés un mois de conservation du biocapteur a 4°C dans
50 mM de tampon HEPES a un pH de 7,0, 75 % de I’activité initiale est retenue.

I1.4.2.6. Bilan des expériences réalisées avec le biocapteur a GAOx

En résumé, cette étude a d’abord montré la mise au point d’un biocapteur a GAOx
avec la détection de la DHA. Les caractéristiques du biocapteur qui apportent les meilleurs
résultats sont I’immobilisation de la GAOx dans la laponite avec un rapport de 50:25 (ng:ug),
I’utilisation du tampon HEPES a une concentration de 50 mM a un pH de 7,0. La
reproductibilité des résultats a été testée sur cinq biocapteurs différents et les droites
d’étalonnages du DHA donnent une sensibilité de 237 + 8 mA.M™.cm™, un courant maximum
de 155+£20 pA.cm'z, un domaine de linéarité de 5,0.10'7 a 2,9.10'4 M, et une limite de
détection de 0,25 pM.

11.4.3. Détection de ’activité des TKs

Apres 1’élaboration et I’optimisation du biocapteur a GAOX, nous avons utilisé ce
biocapteur pour mettre au point un test de détection de 1’activité des TKs d’E. coli et humaine
libres en solution basé sur la détection du L-érythrulose (L-Ery). Le L-Ery 10 est le produit
obtenu lors de la transformation par la TK des deux substrats donneurs envisagés, le

D-F6P 8 ou le HPA 12 en présence de GA 9 comme accepteur (Figure 11.17).

OH OH OH o| OH
_OPOzZ K H B PO5*
HOW 3 + K\OH _— Ho/\[‘H\/O + H/\/O 03
ThDP
O OH o) o} OH
8 9 Mg?* 10 1"
0 OH
K OH
HO OH + [TOH —= o +  Co,
o) o) ThDP 5
12 9 Mg?* 10

Figure I1.17 : Réactions catalysées par la TK produisant du L-Ery

Deux études préliminaires doivent étre effectuées. La premiere porte sur le dosage
possible par le biocapteur a8 GAOx du L-Ery afin d’obtenir les caractéristiques du biocapteur

envers ce substrat. La deuxiéme étude est 1’analyse de la réponse du biocapteur vis-a-vis des
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réactifs et des cofacteurs de la TK pour avoir une idée sur la possible interférence de ces
composés avec le dosage du L-Ery. Enfin, nous pourrons déterminer une activité¢ des TKs en
solution et mesurer la constante de dissociation (Kp) de son cofacteur, le ThDP.

11 est a noter que pour les réactions faisant intervenir la TK, un étalon interne, la DHA a une
concentration de 5 uM, est ajoutée en fin de réaction pour vérifier et calibrer ’activité de la

GAOx dans ces conditions expérimentales particulieres.
11.4.3.1. Détection du L-érythrulose

Afin de vérifier que L-Ery était un substrat de la GAOx, nous avons dans un premier
temps effectué un test d’activité de cette enzyme en solution par fluorométrie. En présence de
peroxydase de raifort (HRP), I’Amplex® Red est oxydé par le peroxyde d’hydrogene, libéré
lors de la réaction catalysée par la GAOx, générant une molécule fluorescente, la résorufine™
(Figure I1.22). Les vitesses initiales pour le galactose et le L-Ery ont donc été mesurées
(Tableau II.11). En comparaison avec la DHA, nous obtenons des vitesses initiales pour le
galactose et le L-Ery de 33 et 22 %, respectivement. Ceci confirme que L-Ery est un assez bon

substrat de la GAOX.
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Figure I1.22 : Test fluorométrique pour doser ’activité de le GAOx

Ensuite, la détection ampérométrique du L-Ery a donc été effectuée avec le biocapteur
a GAOx dans ’'HEPES 0,05 M a pH 7,0 (Figure 11.23) et la réponse ampérométrique est
comparée avec la réponse obtenue pour le DHA et le galactose (Tableau II.11). Les
pourcentages sont identiques a ceux déterminés par fluorimétrie. Ces résultats montrent que

I’immobilisation de la GAOx n’a aucun effet sur sa sélectivité vis-a-vis de ces substrats.
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Figure 11.23 : Courbe d’étalonnage du biocapteur a GAOx@laponite (50:25 pg:pg) avec le L-Ery (0,05 M
HEPES pH 7,0, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min"")

Tableau II.11 : Détermination de la réactivité des substrats par ampérométrie et fluorimétrie
Détections Ampérométrie Fluorimétrie
Substrats S:l 5 Vitesse initi‘al_el
(mA.M™".cm™) (M H,0;.min")
DHA 237 (100 %) 6 (100 %)
galactose 85 (33 %) 2 (33 %)
L-Ery 5523 %) 1,3 (22 %)

En résumé, le dosage du L-Ery a été effectué par le biocapteur a GAOx. La sensibilité
obtenue est de 55 mA.M'l.cm'z, celle-ci est proche de celle du substrat naturel de la GAOx, le

galactose, le courant maximum est de 165 pA.cm™ et le domaine de linéarité est situé entre

1,0.10° et 1,5.10° M, enfin la limite de détection est de 0,6 uM.

11.4.3.2. Détermination des interférents

Nous avons étudi¢ les interférences possibles dans le dosage du L-Ery avec les réactifs

et les cofacteurs utilisés pour la détection de ’activité des TKs avec le biocapteur a GAOx,

dans 5 mL de HEPES 0,05 M, a pH 7,0.

Pour les cofacteurs de la TK, le cation divalent Mg>" et la thiamine diphosphate
(ThDP), aucune interférence n’est remarquée. Quant aux substrats, ils comportent une

fonction alcool primaire et pourraient donc étre oxydés par la GAOx.
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Pour le D-fructose-6-phosphate 8 (D-FO6P), aucune interférence n’est percue. Ce
résultat a également été validé par fluorimétrie et complétée par I’étude d’autres sucres
phosphorylés qui ne sont également pas substrats de la GAOx.

Le glycolaldéhyde 9 (GA) et I’hydroxypyruvate 12 (HPA) ne s’oxydent pas
directement a 0,6 V/Ag-AgCl sur une électrode de platine mais sont quant a eux substrats de
la GAOx. Leurs sensibilités sont respectivement de 9 et 7 mA.M™.cm™, ce qui représente 16
et 12 % de la réponse obtenue avec le L-Ery.

Sur la base de ces résultats, la réaction choisie pour la détection de 1’activité de la TK
est celle faisant intervenir le D-F6P 8 et le GA 9 (Figure I1.17), afin qu’un seul des deux
réactifs interfere, le GA 9. Pour minimiser cet effet d’interférence, la mesure du signal
ampérométrique est donc effectuée apres 1’ajout du D-F6P 8, qui lui ne donne aucun signal
ampérométrique. Le seul inconvénient d’avoir choisi le D-F6P 8 comme substrat donneur

(premiére option) plutot que le HPA 12 est la réversibilité de la réaction.
11.4.3.3. Détermination de I’activité des TKs libres en solution

Cette étude a été réalisée avec les TK d’E. coli et humaine en utilisant le biocapteur a
GAOx optimis¢ précédemment. Les paramétres que nous avons ¢étudiés sont les
concentrations des substrats de la TK, le substrat donneur, le D-F6P, et le substrat accepteur,
le GA a 25°C. Cette étude n’a pas ¢été réalisée avec la TK humaine car elle s’est avérée
inactive a 25°C, température retenue lors de ces expériences effectuées avant de disposer au
laboratoire de la souche exprimant la TK humaine. Enfin, les droites d’étalonnages des deux

TK ont été établies a 37°C.
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Figure I1.24 : Détection de I’activité des TKs d’E. coli et humaine en solution avec le biocapteur 8 GAOx
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Optimisation des concentrations des substrats de la TKd’E. coli

Nous avons donc étudié les concentrations optimales en GA et en D-FO6P nécessaires a
la réaction catalysée par la TK d’E. coli en utilisant le biocapteur a GAOX.

A partir de 5 mM en GA, nous observons une passivation de 1’¢électrode, ce résultat
nous empéche donc de nous placer a une valeur égale ou supérieure a la constante de
Michaelis du GA (Ky, 14 mM)®. Entre 1 et 2 mM, aucune différence n’est observée au
niveau de I’intensité de la réponse aprés ajout du D-F6P. Nous avons donc sélectionné la
concentration de 1 mM en GA qui minimise le courant de base d’interférence de ce composé.

En ce qui concerne la concentration optimale en D-F6P, nous avons testé trois
concentrations 0,1, 1 et 5mM. De 0,1 a 5mM, la réponse ampérométrique augmente.
Néanmoins avec 5 mM en D-F6P, le bruit de fond est également augmenté. La concentration
en D-F6P la plus adaptée est donc de 1 mM.

Avec la TK d’E. coli, 1a réponse ampérométrique obtenue a une allure hyperbolique et
atteint un état stationnaire aprés 3 minutes (Figure I1.25). Pour obtenir une réponse plus
rapide, I’augmentation de la vitesse de rotation de I’électrode (de 500 tr.min™ & 1500 tr.min™)
a été envisagée mais elle s’est avérée infructueuse sur I’allure de la courbe. L’activité de la
TK d’E. coli sera déterminée par la mesure de la vitesse initiale de la réaction qui est

proportionnelle a la concentration en enzyme (Figure 11.26).
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Figure I1.25 : Allure logarithmique de la réponse ampérométrique avec la TK d’E. coli (GAOx@]laponite

50:25 pg:pg, 0,05 M HEPES pH 7,0, 0,2 mM ThDP, 1 mM MgCl,, 1 mM GA, 1 mM p-F6P, 1 UmL", E,,,
=0,6 V/Ag-AgCl, 500 r.min™")
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Figure I1.26 : Réponse ampérométrique du biocapteur a GAOx@laponite (50:25 pg:ug) en présence de
TK E. coli a) 0,01 U.mL™" b) 0,04 U.mL" ¢) 0,1 U.mL" (0,05 M HEPES pH 7,0, 0,2 mM ThDP, 1 mM
MgCl,, 1 mM GA, 1 mM D-F6P, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 r.min™")

Droites d’étalonnage des TKs d’E. coli et humaine

La droite d’étalonnage de la TK d’E. coli a tout d’abord été réalisée a 25°C en utilisant
les conditions déterminées au préalable. La reproductibilité des résultats a été testée sur trois
biocapteurs distincts (Figure I1.27). Les valeurs de courant reportées dans la Figure I11.27
correspondent a la réponse mesurée apres une minute de réaction avec une déviation standard
moyenne de 3,3 %. Le domaine de linéarité obtenu avec ce mode de détection est de 0,01 a
0,1 U.mL™. Ce résultat peut étre comparé avec celui obtenu en spectrophotométrie. Dans ce
cas, la TK est couplée a une déshydrogénase NADH dépendante (1’alcool déshydrogénase de
S. cerevisiae, YADH, EC 1.1.1.1). Ce test est basé¢ sur 1’utilisation du L-Ery comme substrat
donneur et du D-R5P comme substrat accepteur. La variation de la concentration en NADH
est mesurée par spectrophotométrie a 340 nm (Figure I1.5). Dans ce cas, le domaine de
linéarité se situe entre 0,6 et 7,2 U.mL". La détection électro-enzymatique est donc plus
sensible. La TK humaine n’étant pas active a 25°C, sa détection électro-enzymatique n’a pas
pu étre effectuée dans ces conditions.

Une température de 37°C a donc été envisagée. En effet, selon des études encore non
publiées et réalisées récemment par le Prof. G. Sprenger (Stuttgart, Allemagne) qui nous a
fourni la TK humaine, 37°C correspond a la température optimale pour la TK humaine. De
plus, les données de la littérature®® indiquent que la TK d’E. coli est thermostable jusqu’a

50°C.
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Figure I1.27 : Droite d’étalonnage de la TK d’E. coli avec le biocapteur GAOx@]laponite (50:25 pg:pg) a
25°C (0,05 M HEPES pH 7,0, 0,2 mM ThDP, 1 mM MgCl,, 1 mM GA, 1 mM D-F6P,
E.pp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)
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Figure ILS : Test d’activité basé sur I’utilisation du L-Ery comme substrat donneur

Nous avons donc établi les droites d’étalonnages des TKs d’E. coli et humaine a 37°C
(Figure 11.28). Il est a noter qu’a cette température (37°C), I’activité de la TK d’E. coli est
7 fois plus importante que celle obtenue a 25°C, quel que soit le mode de détection
(chrono-ampérométrie ou spectrophotométrie). De plus, la comparaison des résultats obtenus
avec ces deux enzymes se base sur un nombre d’unités identique déterminé par
spectrophotométrie (Figure I1.5). La TK humaine ayant une activité spécifique plus faible que
la TK d’E. coli, 1a quantité d’enzyme utilisée pour obtenir un méme nombre d’unité est donc
plus importante et donc la concentration massique dans le milieu réactionnel 1’est également.
Le domaine de linéarité obtenu par ampérométrie pour ces deux enzymes est de 0,02 a
0,09 U.mL". 1l faut cependant noter que la réponse ampérométrique de la TK d’E. coli est
toujours lente, tandis que celle de la TK humaine est beaucoup plus rapide, 1’état stationnaire

étant obtenu apres trente secondes (Figure 11.29).
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Figure I1.28 : Droite d’étalonnage de la TK d’E. coli et humaine avec le biocapteur GAOx@laponite
(50:25 pg:pg) a 37°C (condition identique a celle de la Figure 11.27)

A TDissue de ces expériences, il apparait d’une part que les intensités des réponses
ampeérométriques mesurées dans les mémes conditions expérimentales, sont plus importantes
avec la TK d’E. coli qu’avec la TK humaine. Il y a donc plus de L-Ery formé aprés une
minute de réaction en présence de TK d’E. coli qu’avec la TK humaine. L’efficacité
catalytique de la TK d’E. coli (turn-over) est donc supérieure dans ces conditions, ce qui
corrobore les résultats obtenus par spectrophotométrie par le groupe du prof. G. Sprenger
(données non publiées). D’autre part, les cinétiques des réactions semblent différentes pour
ces deux enzymes comme en témoigne 1’allure des courbes de chrono-ampérométrie montrant
une cinétique lente pour la TK d’E. coli et trés rapide pour la TK humaine. Ces derniers
résultats nous ont amené a émettre 1’hypothése que dans le cas de la TK humaine, la catalyse
s’effectuerait au voisinage de 1’électrode, la TK s’adsorbant facilement sur le biohybride
GAOx@laponite. De plus, la TK humaine ayant une activité spécifique plus faible que celle
d’E. coli, elle est introduite en plus grande quantité dans le milieu réactionnel. Dans le cas de
la TK d’E. coli, I’adsorption sur ce biohybride serait moins favorisée en raison de charges de
surface différentes et une concentration massique en solution moins importante. Nous avons
¢t¢é amenés a formuler cette hypothése car nous verrons dans le chapitre IV, que
I’immobilisation de la TK d’E. coli a la surface de 1’électrode sur d’autres argiles de type

HDL, conduisent a une cinétique rapide similaire a celle obtenue avec la TK humaine.
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Figure I1.29 : Réponse ampérométrique du biocapteur GAOx@laponite (50:25 pg:pg) a 37°C A/ en
présence de 50 mU TK d’E. coli B/ en présence de 100 mU TK humaine (condition identique a celle de la
Figure 11.27)

11.4.4. Détermination de la constante de dissociation de la thiamine

diphosphate

La constante de dissociation (Kp) de la thiamine diphosphate (ThDP) a été déterminée
avec le biocapteur a GAOx et la TK d’E. coli libre en solution (Figure I1.30). Le Kp est
calculée a partir de la linéarisation de la courbe d’étalonnage du ThDP, selon la méthode de
linéarisation de Lineweaver Burk. La reproductibilité des résultats a été testée sur trois
biocapteurs distincts. Ces résultats ont été comparés a ceux obtenus en utilisant le test

spectrophotométrique décrit dans le paragraphe 11.4.3.3 (Figure I1.31).
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Figure I1.30 : Droite d’étalonnage du ThDP avec le biocapteur GAOx@laponite (50:25 pg:pg) et la TK
d’E. coli en solution a 25°C (0,05 M HEPES pH 7,0, 1 mM MgCl,, 1 mM GA, 1 mM p-F6P, 100 mU.mL"!
TK, Egpp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)
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Figure I1.31 : Droite d’étalonnage du ThDP en UV-Visible avec la TK d’E. coli en solution a 25°C (0,1 M
Gly-Gly pH 7,5, 0,5 mM MgCl,, 85 mM L-Ery, 8,9 mM p-R5P, 0,3 mM NADH, 2 U.mL" TK, 25 U YADH)
La valeur de Kp obtenue par ampérométrie avec le biocapteur a GAOXx est de 1 uM,
elle est trés proche de celle obtenue par spectrophotométrie (1,8 uM). Ces résultats tres

similaires valident I’approche analytique par chrono-ampérométrie.
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I1.5. Conclusion

L’immobilisation de la galactose oxydase (GAOx) dans une argile cationique, la
laponite, a permis d’obtenir un biocapteur trés performant en comparaison avec les résultats

décrits dans la littérature pour la détection du galactose® *°

(Tableau 1.12). Le biocapteur
GAOx@laponite (S = 85 mA.M™".cm™ pour le galactose) que nous avons élaboré est cing fois
plus sensible que le biocapteur GAOx déja décrit dans lequel la GAOx est immobilisée sur
une ¢électrode modifiée avec un mélange chitosan/nanotube de carbone a paroi simple
(S=16 mAM"'.cm?)®.

La détection de ’activité des TKs libres a pu étre effectuée selon deux systemes de
détections électro-enzymatiques différents.

Le premier systeme utilise le biocapteur a polyphénol oxydase (PPO) couplé a la
réaction catalysée par la TK en présence du composé 1 précurseur de I’ester éthylique de la
N-acétyle-tyrosine 3 (N-Ac-Tyr-OEt 3). La réponse ampérométrique obtenue est tres faible en
raison d’une part de la faible affinité du composé 1 vis-a-vis de la TK d’E. coli et d’autre part
de la réaction de B-¢élimination du groupement partant, la N-Ac-Tyr-OEt, catalysée par la
BSA, qui est limitante. De plus, un autre handicap de ce systéme est la synthése du composé 1
qui n’est pas commercial.

Comme alternative, nous avons propos¢ un deuxiéme systetme de détection
électro-enzymatique qui fait intervenir le biocapteur GAOx@laponite. Les substrats de la TK
d’E. coli utilisés dans ce systeme sont le D-fructose-6-phosphate (D-F6P) qui est un des
substrats physiologiques et le glycolaldéhyde (GA) qui est le meilleur substrat non
phosphorylé connu pour cette enzyme. De plus ces deux substrats sont commerciaux et peu
chers. Les résultats obtenus en chrono-ampérométrie montrent qu’il est possible de détecter
L-Ery avec ce biocapteur électro-enzymatique a GAOXx, et donc de détecter ’activité des TKs
d’E. coli et humaine en solution. De plus, ce biocapteur n’a aucun effet sur la réactivité du
ThDP envers la TK, elle est identique a celle obtenue avec les méthodes
spectrophotométriques décrites a ce jour. Ce systéme basé sur une détection ampérométrique
est plus rapide et au moins dix fois plus sensible que les tests spectrophotométriques

permettant de détecter Iactivité de la TK in vitro déja connus' .
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Chapitre III : Mesure de I’activité de la TK d’E. coli immobilisée sur les HDL

II1.1. Introduction

Dans le but de détecter des inhibiteurs de la TK avec un biocapteur bi-enzymatique
GAOx-TK, le verrou technologique concerne la co-immobilisation de la GAOx et de
I’apo-TK sur la surface de I’électrode pour élaborer un test facile a mettre en ceuvre,
réutilisable et peu coliteux en enzyme.

Ce chapitre III est donc consacré a 1’étude de I’immobilisation de la TK d’E. coli. Pour
réaliser cette étude, nous avons utilisé la TK d’E. coli comme modé¢le (en effet, nous avons eu
la TK humaine a notre disposition que tard dans ce travail). La TK d’E. coli sous forme
d’apo-TK, étant nécessaire pour la détection des inhibiteurs de type analogues du cofacteur, la
thiamine diphosphate (ThDP), est obtenue par purification de D’extrait brut sur résine
Ni-NTA, étape décrite dans le chapitre II.

Lors de I’¢élaboration du biocapteur a GAOX, nous avons montré que 1’immobilisation
de cette enzyme dans un matériau inorganique lamellaire, la laponite, apporte de meilleurs

1-10 .
. Nous pouvions

résultats par rapport aux différents polymeéres décrit dans la littérature
envisager de co-immobiliser la TK et la GAOx dans cette matrice d’argile cationique.
Cependant, la laponite est une argile qui posseéde des charges négatives a la surface de ses
feuillets, charges compensées par des cations intercalés entre les feuillets. Si I’on considere le
point isoélectrique de la TK de 6,3, il apparait qu’a son pH optimum (pH 7,5), la TK est
globalement chargée négativement. On peut émettre I’hypothése que cette charge n’est pas
favorable aux interactions avec les feuillets de la laponite.

Par contre les Hydroxydes Doubles Lamellaires (HDL), qui sont des argiles
anioniques, possedent des feuillets chargés positivement ce qui est favorable aux interactions
avec la TK. D’ailleurs une premiere étude sur I’immobilisation d’un extrait brut de TK de
S. cerevisiae dans les HDL, a précédemment été développée au laboratoire pour des
applications en biocatalyse'', montrant I’intérét d’immobiliser la TK dans de tels matériaux
(Paragraphe 1.2.3.2). Nous avons donc choisi d’immobiliser un extrait purifi¢ de TK d’E. coli
(la TK de S. cerevisiae ne portant pas d’étiquette six histidines, sa purification est délicate)
dans ces matériaux inorganiques lamellaires, par les méthodes d’adsorption ou de

coprécipitation. Des HDL de différentes compositions seront testés afin de trouver les

conditions optimales d’association enzyme/support.
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Afin d’assurer la stabilité de I’enzyme, I’immobilisation de la TK doit étre effectuée
en présence de tampon, [’acide 3-(N-morpholino)propanesulfonique (MOPS) ou le
glycyl-glycine (Gly-Gly) (Figure III.1). Une attention particuliere sera donc portée aux
interactions spécifiques entre les HDL et ces molécules. Rappelons que les HDL sont des
matériaux échangeurs d’anions et qu’il a ét¢é montré dans la littérature que les molécules

1
3 ou des

organiques portant des charges négatives comme des groupements sulfonates'”
acides aminés, pouvaient s’intercaler dans ’espace interlamellaire des HDL'. Ces
interactions spécifiques peuvent modifier a la fois la composition du matériau, leurs charges
de surface, mais aussi leur morphologie, et avoir des conséquences sur leur capacité

d’immobilisation des enzymes.

ﬁN/\/\s’:o

0
H
o HO "0 HgNﬁfN\)kOH
o)

MOPS Gly-Gly

Figure III.1 : Structure des tampons MOPS et Gly-Gly

De plus, lors de I’utilisation du biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK pour détecter
des inhibiteurs de la TK, le milieu réactionnel comportera des molécules phosphorylées,
comme par exemple le cofacteur de la TK, la thiamine diphosphate (ThDP) et le substrat
donneur le D-fructose-6-phosphate (D-F6P). Dans la littérature, I’'immobilisation de molécules
phosphorylées dans les HDL est également décrite’”'’. Ainsi, la formation d’un matériau
hybride bioactif comme catalyseur hétérogeéne a été obtenue par I’intercalation du ThDP dans
des matrices HDL'®. Cette intercalation a été effectuée dans des conditions douces par
¢change anionique et par coprécipitation. Le ThDP peut s’intercaler en monocouche ou en
bicouche entre les feuillets. L’intercalation de sucres phosphorylés tels que le
glucose-1-phosphate, le glucose-6-phosphate et le fructose-1,6-bisphosphate dans les HDL a
également 6té étudiée'’. L’échange anionique entre les nitrates et les sucres phosphorylés est
effectué avec une température assez ¢levée de 60°C et un temps de réaction long (60 h). Dans
cette ¢tude nous avons vérifi¢ par une méthode originale si, dans nos conditions
expérimentales, les molécules phosphorylés requises pour le développement du biocapteur

bi-enzymatique GAOx-TK, le ThDP et le D-F6P, pouvaient s’adsorber sur les HDL.
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Dans ce chapitre, nous nous intéresserons en premier lieu a I’étude physico-chimique
des HDL en présence de tampon. Les isothermes d’adsorption des molécules phosphorylées
sur les HDL seront décrites. Nous nous intéresserons par la suite a deux modes
d’immobilisation de 1’apo-TK dans ces matériaux hotes, 1’adsorption et la coprécipitation.
Nous ¢étudierons le taux d’immobilisation, les caractéristiques physio-chimiques des
matériaux biohybrides TK@HDL, I’activité enzymatique et la stabilité dans le temps des
biohybrides TK@HDL formés. En vue de la co-immobilisation de la GAOx et de la TK
d’E. coli a la surface de 1’électrode, nous nous attacherons a étudier 1’élaboration d’un film

TK@HDL.
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II1.2. Syntheses et caractérisation des phases HDL en milieux

tamponnées

Dans cette étude, les tampons utilisés pour stabiliser la TK d’E. coli sont 1’acide
3-(N-morpholino)propanesulfonique (MOPS) et le glycyl-glycine (Gly-Gly) et leurs effets sur
I’HDL ont été étudiés. En nous basant sur 1’étude préliminaire effectuée avec la TK de
S. cerevisiae'', nous avons choisic d’étudier la phase Mg,Al-NOs. Ces tampons sont
principalement sous forme anionique au pH d’immobilisation de 1’enzyme et peuvent donc
étre intercalés dans la structure des HDL. La préparation de ces matériaux HDL-tampons
(Mg, Al-MOPS et Mg, Al-Gly-Gly) a été effectuée soit par réaction d'échange anionique soit
par coprécipitation. Ces matériaux ont €té caractérisés par diffraction de rayon X sur poudre
(DRX) et par spectroscopie Infra-Rouge a transformée de Fourier (FTIR). Ils ont été
comparés a I’HDL de référence, Mg,Al-NOs préparé par coprécipitation a pH constant dans

I’eau.
II1.2.1. Synthése des HDL

Les phases HDL de référence ont été préparées par la méthode de coprécipitation a pH
constant. C’est une méthode simple couramment utilisée pour préparer des phases HDL. Elle
consiste a réaliser une réaction de précipitation contrdlée a partir d’une solution de sels de
métaux divalents et trivalents par une solution de base de Bronsted (NaOH). La réaction est la

suivante :

(1-x)M"X¥ + xM"X T3 + 2NaOH + nH,0 —»M" | M" (OH)*X%",.nH,0 + 2NaX¥

avec R= (1+x)/x

Nous avons choisi un rapport molaire (R) MMM =2, correspondant a une capacité
d’échange anionique importante. Le pH de coprécipitation est fixé selon la nature des cations
métalliques. Pour les phases MgAl-HDL, le pH a été fix¢é a une valeur de 9,0. Afin d’¢éviter la
contamination des phases par des anions carbonates, présentant une trés forte affinité avec les
phases HDL, les syntheses sont réalisées sous atmosphére d’azote. La solution de sels
métalliques divalents (M") et trivalents (M™) est ajoutée a débit constant dans un réacteur

contenant une solution aqueuse mise sous agitation et contenant éventuellement des anions a
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intercaler (par exemple le Gly-Gly). L’addition de base (solution de NaOH) est simultanée et
asservie au pH de consigne par un dispositif entierement automatisé équipé de pompes
péristaltiques et d'un pHmetre. Le pH est ainsi maintenu constant tout au long de la synthese
(Figure I11.2). Le produit final est centrifugé, lavé plusieurs fois avec de 1’eau décarbonatée et
séché. Les conditions expérimentales utilisées pour préparer les phases Mg,Al-NO; et

Mg, Al-Gly-Gly..p sont décrites dans la partie « matériels et méthodes ».

Solution Solution de Solution des sels Solution de
des sels NaOH Mt NaGH
L g '
1 Aquisition Electrode
et (pH)

I_(:)_A 'b; '
commande
1] " Pompe ———>

Solution aqueuse

Figure I1I1.2 : Dispositif expérimental de la synthése des HDL par coprécipitation

D’autres phases HDL (Mg, Al-Cl, Ni,Al-Cl, Zn,Al-Cl, Zn,Al-NOs, Zn,Al-Alginate et
Zn,Al-MOPS) ¢également utilisées dans ce travail ont été gracieusement fournies par des
collegues du laboratoire. Leur syntheése a été réalisée selon les protocoles décrits dans la
littérature'®"°.

Des réactions d’échange de la phase Mg,Al-NOj ont été effectuées en présence de
MOPS ou de Gly-Gly. Le matériau de référence Mg,AlI-NO; (m =35 mg) a été mis en
suspension dans une solution de 50 mM de tampon MOPS a pH 7,5 et maintenu sous
agitation sous air pendant une nuit. Avec le Gly-Gly, Mg, Al-NO3 (m =35 mg) a été mis en
contact une nuit avec une solution 100 mM de tampon a pH 7,5 ou 9,0. Les solides sont

récupérés par centrifugation et lavages. Les HDL ainsi obtenus sont nommés

Mg, Al-MOPS.h, Mg, Al-Gly-Glye, pH 7,5 et Mg, Al-Gly-Glye, pH 9,0.
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II1.2.2. Caractérisation physico-chimique des phases Mg,Al-NO; et
Mngl-MOPSech

I11.2.2.1. Diffraction des rayons X

Les diffractogrammes de rayons X sur poudre des phases des HDL se caractérisent par
trois domaines distincts. Le premier domaine d'angle faible (20 < 30°) comporte les réflexions
basales 00/, les positions des raies sont dépendantes de la distance interlamellaire donc de la
taille et de 1’orientation de 1’anion intercalé. Le deuxieme domaine de 30 a 50° comporte les
réflexions 40! et Okl, ces positions sont fortement affectées par des désordres structuraux. Le
troisiéme domaine a haute valeur angulaire (20 > 60°) comporte les réflexions hk0 et hkl
caractéristiques de la structuration des couches d'hydroxyde de métal. L’intensité des raies 00/
est fortement exaltée lorsque les échantillons sont préparés sur plaques par sédimentation, du
fait d’une orientation préférentielle des feuillets parallélement au support. Ce qui a pour effet
d’amplifier la statistique de comptage des raies 00l. Les parametres de maille a =2d (110) et
¢ =3d (003) sont déduits a partir des diagrammes de RX.

Le diffractogramme de RX du matériau de référence, Mg, Al-NOs, est caractéristique
d’un HDL"® (Figure IIL.3). La position des raies (003) et (006) permet de calculer une distance
interlamellaire de 8,7 A caractéristique de la présence de nitrate entre les feuillets HDL. Le
diffractogramme de RX de la phase Mg,Al-MOPS., montre un élargissement des pics 00/
associ¢ a un déplacement vers les grands angles traduisant une diminution de la distance
interlamellaire (7,7 A). Dans ces conditions de préparation, I’intercalation de la forme
anionique du tampon MOPS (O(CH,-CH,),N(CH;);-SO3") n’est donc pas observée mais ce

sont préférentiellement les anions carbonates qui échangent les anions nitrates.
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Al (003

(006)
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Figure 1113 : Diffractogrammes de RX de a) Mg,Al-NO; b) Mg,AI-MOPS,;,

I11.2.2.2. Spectroscopie Infrarouge

Le spectre FTIR de la phase Mg, Al-NO; montre une large bande d’absorption vers
3400 cm™ qui correspond aux vibrations des groupements O-H et des molécules d’eau
présente dans PHDL. Aux basses fréquences (de 400 a 800 cm™) les bandes de vibrations
observées sont attribuées au réseau caractéristique des feuillets, M-O et O-M-O (Figure 111.4).
La raie intense a 1384 cm™ correspond 4 la vibration de valence de ’anion nitrate intercalé.

La comparaison du spectre FTIR de la phase Mg,Al-MOPS., avec celui de la
molécule MOPS suggere que des molécules de tampon sont uniquement adsorbées en faible
quantité a la surface des plaquettes d’HDL. En effet, on retrouve des bandes situées a 1200,
1040 et 680 cm'l, correspondant aux bandes de vibration des fonctions sulfonate, SO et CH,

du MOPS.
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Figure II1.4 : Spectres de FTIR de a) Mg,Al-NO; b) Mg,AI-MOPS,, ¢) MOPS

II1.2.3. Caractérisation physico-chimique des phases Mg,Al-Gly-Gly

I11.2.3.1. Diffraction des rayons X

Dans la Figure IIL5 sont comparés les diffractogrammes des trois phases
MgAI-Gly-Gly préparées par échange avec la phase Mg,Al-NOs; de référence ou
coprécipitation. Pour les phases échangées a pH 7,5, nous observons un dédoublement des
pics 00! suggérant un échange progressif des anions nitrates par des carbonates. Cette réaction
d'é¢change devient plus efficace lorsque le pH augmente (de 7,5 a 9,0), pour lequel la
concentration de la forme anionique du tampon devient majoritaire. Dans les conditions de
coprécipitation, le diffractogramme de Mg,Al-Gly-Gly.,, montre les pics 00/ d’une phase
secondaire a une distance interlamellaire de 7,5 A correspondant a une phase totalement
carbonatée. Cette contamination par les carbonates a pu se produire lors de 1’étape de lavage
du matériau. En effet, la valeur élevée du pH de la solution (pH 9,0) utilisée lors de la
synthése permet facilement I’adsorption du CO, atmosphérique.

De plus nous observons aux plus bas angles un pic a 8,3° traduisant une distance
interlamellaire de 10,6 A. Cette distance suggére la possibilité d’une intercalation des
zwitterions Gly-Gly. En effet la préparation par coprécipitation de phases hybrides d’HDL
MgAl et ZnAl avec de la glycine et du Gly-Gly a été décrite dans la littérature'**°. Ces phases
ne sont pas pures, puisque qu’elles contiennent seulement 15 % de ces composés, la
compensation des charges étant assurée par des nitrates ou des carbonates. Dans ce cas, les

distances basales rapportées sont de 8,1 a 8,8 A pour la Gly et le Gly-Gly, suggérant une
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orientation horizontale des molécules entre les feuillets. Pour le matériau Mg,Al-Gly-Gly.op,
une plus grande distance interlamellaire peut s’expliquer par un taux d’intercalation supérieur
engendrant un degré de désordre plus important dans I’empilement des feuillets d’HDL ou un
taux d’hydratation différent.

I1 faut signaler la présence d’une réflexion a 18,5° (pic *) qui correspond a une phase
bayerite (Al(OH);) issue d’une dissolution partielle de la phase HDL (Figure IILS). Ce pic

devient plus perceptible avec la maturation des suspensions.

Intensité (u. a)

2 theta (°) (Cukc)

Figure IILS5 : Diffractogrammes de RX de a) Mg,Al-NO; b) Mg,Al-Gly-Gly.., pH 7,5 ¢) Mg, Al-Gly-Gly..,
pH 9,0 d) Mg,Al-Gly-Gly,,,, * phase parasite

I11.2.3.2. Spectroscopie Infrarouge

Les spectres FTIR confirment la présence de molécules de Gly-Gly dans les phases
HDL par I’apparition de bandes supplémentaires situées a 2900 cm™ (vsCH,) et entre 1600 et
1300 cm™ (Figure I11.6). Les pics & 1400 et 1600 cm™ sont attribués aux bandes de vibrations
(vs et v,) des fonctions carboxylates, -CO,” ?'. Dans la méme région, nous observons
¢galement la bande de vibration caractéristique des carbonates (1365 cm'l)M’zl. Pour les HDL
Mg, Al-Gly-Glyeen, le pic 4 1384 cm™ correspondant a la bande de vibration vNO des nitrates
intercalés, diminue progressivement a mesure que le pH augmente. De plus, pour les HDL
Mg, Al-Gly-Glyech et MgrAl-Gly-Gly.op, les bandes de vibration SMOH (675 cm™) et SOMO
(447 cm™) sont élargies. Ce résultat suggére une perte de cohésion structurale de
I’empilement des feuillets et de rigidité des couches intercalées par le dipeptide. Ces données

confirment ’effet du Gly-Gly sur I’amorphisation de la structure de I’HDL. De plus, la

123



Chapitre III : Mesure de ’activité de la TK d’E. coli immobilisée sur les HDL

présence d’une bande large a 1070 cm™ peut étre attribué a la bande de vibration de Al-OH*.
La formation de I’hydroxyde d’aluminium est due a la présence du Gly-Gly pendant la

coprécipitation comme expliqué dans le paragraphe suivant.

Absorbance (u.a.)

L U S B S B S S
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longueur d'onde (cm’)

Figure I11.6 : Spectres de FTIR de a) Mg,Al-NOj3; b) Mg,Al-Gly-Gly.., pH 7,5 ¢) Mg,Al-Gly-Gly.., pH 9,0
d) Mg,Al-Gly-Gly,,, ¢) Gly-Gly, * produit parasite

I11.2.3.3. Analyse chimique

L’analyse chimique de I’HDL MgAIl-Gly-Gly a été effectuée par spectrométrie
d’émission atomique source plasma a couplage inductif (ICP-AES) (Tableau III.1). Pour le
matériau de référence Mg,Al-NOs, le rapport molaire Mg:Al obtenu est de 2,0, celui-ci est
¢gal au rapport fix¢ initialement, ce qui indique que la coprécipitation des sels métalliques est
totale dans les conditions de synthése utilisées. Pour 'HDL Mg,Al-Gly-Glycop, nous
observons une importante différence entre le rapport théorique fixé a 2 et celui obtenu
expérimentalement (0,72). Hibino et Jones ont également reporté un désaccord entre la valeur
initiale Mg:Al;,; et la valeur expérimentale Mg:Al., pour MgAl-Gly*, Mg:Al.,, étant
toujours inférieure a Mg:Al;,;. Il convient de noter que dans ce cas, la quantité molaire de
glycine utilisée dans la solution de syntheése était deux fois plus élevée que celle de nitrate.
Dans nos conditions expérimentales, Mg,Al-Gly-Gly.o, est préparé dans une solution de
0,1 M de Gly-Gly, ce qui conduit & un rapport encore plus élevé (Gly-Gly/NOsz = 14). Cette
valeur de concentration en Gly-Gly a été choisie car c’est celle utilisée avec la TK.

Il est connu que les peptides, en particulier le Gly-Gly, peuvent étre des bons ligands

2+23,24

d’ions métalliques tels que Zn** et Mg . Dans nos conditions, la forte concentration en

Gly-Gly doit probablement favoriser la complexation des cations Mg>" conduisant & une
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diminution du rendement de coprécipitation. La méme hypothése a été récemment proposée
par Iyi et al lors de la formation d’une phase délaminée de MgAI-ClO4 dans une solution
aqueuse concentrée de Gly-Gly (1 M)™.

On peut supposer que la diminution du rapport de coprécipitation Mg:Ale, conduit a
la formation d’un sous-produit, I’hydroxyde d’aluminium, AI(OH); puisque la limite basse de
composition Mg:Al dans une phase de type hydrotalcite est égale a 2. Cette hypothése est
confirmée en spectroscopie Infrarouge par la présence dans les spectres d'un pic a 1070 cm™
qui peut étre attribuée a Al-OH (Figure IIL6)*. Il convient donc de fixer des conditions de

rapport Mg:Al supérieur si on veut minimiser la précipitation d’impureté AI(OH)s.

Tableau III.1 : Compositions chimiques des HDL déterminées par ICP-AES

L Méthode de Rapport initial R,a[.) port
Matériaux réparation Me: Al expérimental
prep & Mg:Al
Mg,AI-NO; coprécipitation 2,0 2,03
Mg,Al-Gly-Gly,, pH 7,5 échange 2,0 1,53
Mg,Al-Gly-Gly,, pH 9,0 échange 2,0 1,79
Mg,Al-Gly-Gly,,p, coprécipitation 2,0 0,72
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II1.3. Etude de I’adsorption de molécules phosphorylées sur les

HDL

Les HDL sont des matériaux échangeurs d’anions. Ils ont la propriété d’adsorber voir
méme d’intercaler des molécules organiques portant des groupements sulfonates,
carboxyliques, mais aussi des molécules phosphorylées, comme par exemple le
glucose-1-phosphate, le  glucose-6-phosphate et le  fructose-1,6-bisphosphate’ "’
L’immobilisation de la thiamine diphosphate (ThDP) dans les HDL a été également décrite
dans la littérature par Baikousi et al'®. Le ThDP est intercalé dans les matériaux ZnAl-HDL et
MgAIl-HDL selon deux méthodes : la coprécipitation et la réaction d’échange anionique.

Il nous est apparu important d’étudier 1’adsorption de ces deux molécules
phosphorylées, le ThDP (cofacteur de la TK) et le D-fructose-6-phosphate (D-F6P, substrat
donneur de la TK). En effet, ces deux molécules seront présentes dans le milieu réactionnel
lors de I'utilisation du biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK. Elles pourraient donc s’adsorber
sur la matrice HDL utilisée pour immobiliser la TK et éventuellement perturber le systeme.

Pour étudier 1’adsorption de ces molécules sur Mg, AI-NOs, ’HDL de référence, nous
avons réalisé des isothermes d’adsorption dans les gammes de concentration utilisées dans les
réactions enzymatiques. La méthode d’adsorption consiste a mélanger une masse d’HDL m a
un volume V de solution des anions phosphorylés de concentration Ci, dans un récipient
fermé, sous agitation, a température ambiante. Aprés un temps d’équilibre, la solution est
séparée du solide par centrifugation et la concentration du surnageant Ce (concentration a
I’équilibre dans la solution) est déterminée. La différence entre la concentration initiale Ci et
la concentration d’équilibre Ce permet de déterminer la concentration de composé adsorbé

par masse d’argile Cs en utilisant la relation suivante :

_(Ci-Ce)V
m

Cs

L’isotherme d’adsorption est obtenue en tracant la quantité de produit adsorbé (Cs) en
fonction de la concentration d’adsorbat a 1’équilibre (Ce). La classification de Giles distingue
quatre grands types d’isothermes :type C (partition Constante), type L (Langmuir), type H
(Haute affinité) et type S (Sigmoide) (Figure IIL.7)*°. Les isothermes de la classe C se
caractérisent par une partition constante entre la solution et le substrat. La linéarit¢ montre que

le nombre de sites libres reste constant au cours de 1'adsorption. Ceci signifie que les sites sont
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crées au cours de l'adsorption. Les isothermes de classe L présentent, aux faibles
concentrations de la solution, une concavité tournée vers le bas qui traduit une diminution des
sites libres au fur et @ mesure de la progression de I'adsorption. Les isothermes de la classe H
présentent une partie initiale presque verticale, la quantité adsorbée apparait importante a
concentration quasiment nulle du soluté¢ dans la solution. Les isothermes de classe S
présentent, a faible concentration, une concavit¢ tournée vers le haut. Les molécules

adsorbées favorisent 1'adsorption ultérieure d'autres molécules (adsorption coopérative).

A aE e}

Figure II1.7 : Classification des isothermes d’adsorption de Giles

Ce

En général, le dosage des molécules dans le surnageant se fait par spectrophotométrie
UV-Vis. Dans le cas du ThDP, la gamme de concentrations ¢tudiées ne nous permet pas de le
doser directement par spectrophotométrie, nous avons donc choisi de le doser par un test
enzymatique utilisant 1’apo-TK d’E. coli. L’apo-TK est couplée a une déshydrogénase
NAD(H) dépendantes (I’alcool déshydrogénase de S. cerevisiae, YADH, EC 1.1.1.1). Ce test
est bas¢ sur I’utilisation du L-érythrulose comme substrat donneur et du D-R5P comme
substrat accepteur. La variation de la concentration en NADH est mesurée par

spectrophotométrie a 340 nm (Figure I1.5). L’activité de la TK en fonction de la concentration

en ThDP dans le surnageant est déterminée et permet d’en déduire la quantit¢é de ThDP

adsorbée.
0 OH OH O OH OH
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Figure IL.5 : Test basé sur ’apo-TK pour doser le ThDP
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Le D-F6P a ¢également été dosé par un test enzymatique utilisant d’autres enzymes que
la TK, la phosphoglucose isomérase (PGI) et la glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PDH). La PGI converti le D-F6P en D-glucose-6-phosphate (D-G6P) qui est transformé par

la G6PD en 6-phosphogluconolactone. L’apparition du NADPH, H' est mesurée par
spectrophotométrie a 340 nm (Figure I11.8).

OH OH OH OH OH OH ?H oo
2 2. G6PDH -
HOWQP% Pol, OP037T' OW 3
OH OH
O OH OH OH . .
D.F6P D.G6P NADP* NADPH, H lf
OH
HO -~
OPO5%>
“__O
HO"
o]

Figure I1L.8 : Test basé sur la glucose-6-phosphate déshydrogénase et la phosphoglucose isomérase pour
doser le D-F6P

Les résultats présentés ci-dessous correspondent a des moyennes de deux expériences

indépendantes.

II1.3.1. Adsorption de la thiamine diphosphate (ThDP)

Dans notre étude de 1’adsorption du ThDP (Figure I11.9) sur Mg, Al-NO3, nous avons
comparé¢ deux milieux : I’eau pure (pH = 6,5) et 100 mM de tampon Gly-Gly a pH 7.5.

NH,
D
N N/\g’\,
g o_OH
N N/

~o. OH
”P O\I}?\OH
o]

Figure IIL.9 : Structure du ThDP

La Figure II1.10-A montre les courbes d’adsorption du ThDP dans les deux milieux.
Elle est légérement plus importante dans le tampon. Les isothermes qui en découlent
s’approchent d’une forme de type S (Figure III.10-B) méme si a haute concentration la
saturation de la surface n’est pas atteinte. Cette forme pourrait présenter un mécanisme
d'adsorption coopérative. Ramené a la capacité d’échange anionique des HDL (meq.g™"), on

peut calculer que le premier plateau correspond a 33 % d’échange alors qu’au dernier point on
est a 130 % d’eéchange.
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D’autre part, nous pouvons en déduire par extrapolation, que pour les concentrations
en ThDP utilisées dans la suite de ce travail (entre 0,002 et 0,2 mM, cf. chapitre IV) par
rapport a une quantité¢ d’HDL de 50 a 100 pg, nous aurons moins de 8 % de ThDP adsorbé sur
la phase HDL. En effet pour des concentrations inférieures a 12 mM, moins de 4,5 pmol de

ThDP est adsorbé par milligramme d’HDL.
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Figure I11.10 : Courbes d’adsorption du ThDP dans Mg,AlI-NO3; A/ [ThDP] adsorbé sur 1 mg d’HDL en
fonction de la concentration initiale en ThDP ([ThDP]i) B/ Isothermes d’adsorption a) dans H,O b) dans
100 mM Gly-Gly pH 7,5

Les diffractogrammes de RX des phases adsorbées (Ci = 16 mM) ont été enregistrées
(Figure III.11). Ils montrent les deux raies de diffraction 003 et 006 correspondants a
I’intercalation de carbonates entre les feuillets (distance interlamellaire de 7,5 A). De plus,
nous observons une série de raie 00[ supplémentaire (5,4°; 10,8° et 16,2° en 20)
correspondant & une insertion d’une monocouche de ThDP entre les feuillets (distance
interlamellaire de 16 A)'®. En présence de Gly-Gly, nous observons également un pic a 8,1°

traduisant ’insertion du Gly-Gly (distance interlamellaire de 10,9 A).
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Figure II1.11 : Diffractogrammes de RX de ’adsorption du ThDP dans Mg,Al-NO; a) H20 b) 100 mM
Gly-Gly * Insertion du ThDP

I11.3.2. Adsorption du D-fructose-6-phosphate (D-F6P)

Comme pour [I’adsorption du ThDP, nous avons ¢é&tudié [’adsorption du
D-fructose-6-phosphate (D-F6P) (Figure II1.12) sur une suspension de Mg,Al-NO;s
(4 mg.mL™") dans I’eau ou dans 100 mM de Gly-Gly. La gamme de concentration en D-F6P
varie entre 1 et 658 mM (0,3 et 200 mg). Dans ce cas, le D-FO6P dans le surnageant a été dosé
par réaction enzymatique avec la glucose-6-phosphate déshydrogénase et la phosphoglucose

1somérase.

OH OH

- 2
HO OPOs

O OH
Figure II1.12 : Structure du D-F6P

La Figure I11.13-A montre les courbes d’adsorption dans les deux milieux. Elle est
légérement plus importante dans le tampon Gly-Gly pour des concentrations inférieures a
40 mM. L’isotherme effectuée dans 1’eau s’approche d’une forme de type S avec une forte
adsorption pour les faibles concentrations en D-F6P et 1’isotherme effectuée dans le tampon
Gly-Gly est de type L avec un plateau qui est presque atteint (Figure II1.13B). Si I’on compare
la quantité de D-F6P adsorbé a la capacité d’échange anionique théorique de I’HDL présent
dans la solution, on constate que plus de 100 % des sites peuvent étre échangés pour de trés
faibles concentrations en D-F6P (40 mM). Au-dela, il y a sans doute coprécipitation des

molécules de D-F6P sur la surface des plaquettes d’HDL. Dans ce dernier cas, 1’isotherme
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serait donc la représentation de deux mécanismes, 1’adsorption et la précipitation du D-F6P.
Par contre, pour les concentrations utilisées dans la suite du travail (0,1 entre et 1 mM, cf.
chapitre IV) par rapport a une quantit¢ d’HDL de 50 a 100 pg, nous pouvons estimer par
extrapolation, que moins de 10 % de D-F6P sera adsorbé. En effet dans cette étude pour des
concentrations inférieures a 60 mM, moins de 27 umol de D-F6P est adsorbé par milligramme

d’HDL.
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Figure II1.13 : Courbes d’adsorption du D-F6P dans Mg,Al-NO; A/ [D-F6P] adsorbé sur 1 mg d’HDL en
fonction de la concentration initiale en D-F6P ([D-F6P]i) B/ Isothermes d’adsorption a) dans H,O b) dans
100 mM Gly-Gly pH 7,5

Dans les deux milieux étudiés, les diffractogrammes de RX des phases adsorbées
(Ci=110 mg/mL) montrent les pics 00/ a une distance interlamellaire de 7,5 A qui
correspond a 1’échange des nitrates par les carbonates (Figure III.14). Nous observons
également des pics 00l supplémentaires 4 une distance interlamellaire de 10,8 A qui
pourraient correspondre a une insertion du D-FOP entre les feuillets d’HDL. La présence des
autres raies fines pourraient étre reliées soit a la formation de cristaux de D-F6P soit a la
précipitation de phase D-F6P—AI ou D-F6P-Mg. De plus, pour les phases adsorbées dans le

Gly-Gly, nous observons toujours un pic a 8,1° traduisant I’insertion du Gly-Gly.
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Intensité (a. u.)

2theta (°) (Cuka)

Figure II1.14 : Diffractogrammes de RX de I’adsorption du bD-F6P dans Mg,Al-NO; a) H,O b) 100 mM
Gly-Gly * Insertion du D-F6P

I11.3.3. Bilan sur ’adsorption de molécules organiques sur les HDL

Les résultats obtenus dans cette premiere partie montrent clairement que les HDL
peuvent interagir avec le milieu réactionnel utilisé, notamment avec des molécules organiques
portant des fonctions anioniques. Des interactions avec les molécules organiques, constituants
du tampon ou les réactifs, peuvent modifier la composition de ces matériaux mais également
ses propriétés d’adsorption. Ce sont des facteurs qu’il faudra prendre en compte lors de
I’¢tude de I’adsorption de la TK sur ces matériaux. En ce qui concerne le tampon, le matériau
est modifi¢ soit avec des molécules de MOPS adsorbées sur les plaquettes d’HDL soit avec
des molécules de Gly-Gly intercalées entre les feuillets d’HDL. En ce qui concerne
I’adsorption des réactifs phosphorylés, pour une quantit¢ d’HDL de 50 a 100 pg, nous
pouvons estimer que moins de 10 % de D-F6P et moins de 8 % de ThDP seront adsorbés sur

la phase HDL.
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II1.4. Préparation des biohybrides TK@HDL

Différentes méthodes ont été développées pour la préparation des matériaux
biohybrides enzyme@HDL. La plupart de ces méthodes sont effectuées dans des conditions
douces (pression, pH, température...) pour conserver les propriétés structurales et biologiques
de I’enzyme. Deux stratégies sont les plus utilisées : d’une part, I’immobilisation de 1’enzyme
sur le matériau HDL déja formé, que nous appellerons 1’adsorption et d’autre part, la

27,28
“®. Dans la

formation du matériau en présence de 1’enzyme par la méthode de coprécipitation
majorité¢ des études réalisées au laboratoire sur 1’é¢laboration des biohybrides enzyme@HDL,
les enzymes étaient mise en solution dans I’eau. Avec la TK, nous testerons différents
milieux, 1’eau et les tampons MOPS et Gly-Gly. Les biohybrides seront préparés a partir de
I’apo-TK d’E. coli obtenue apres 1’étape de purification soit par adsorption, soit par
coprécipitation (Figure III1.15). Les deux types de matériaux seront appelés respectivement
TK@HDL,g et TK@HDL,,p. Le rapport initial M":M"" avait été fixé initialement & 2 afin

d'avoir la meilleure densité de charge des couches, sans anticiper 1’effet néfaste du tampon

Gly-Gly sur la composition finale du matériau.

Adsorption
HDL

TK@HDL, .

Coprécipitation

h.IHX =8 I\_IIHX J».‘:-[ji\‘ %TI\I(_‘“HDLCO})
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Figure III.15 : Préparation des biohybrides TK@HDL soit par adsorption soit par coprécipitation
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I11.4.1. Optimisation des conditions d’adsorption de la TK d’E. coli
sur les HDL : TK@HDL, 4

Les propriétés d’adsorption de la laponite et différents HDL vis-a-vis de 1’apo-TK
d’E. coli ont été¢ étudiées. L’influence de différents parameétres a été analysée tels que la
nature du contre ion présent dans l’espace interlamellaire des HDL, la nature du cation
divalent du feuillet d’HDL et la nature du milieu (eau ou tampon). Dans tous les cas, nous
avons vérifié que le pH des solutions ne varie pas au cours du processus d’adsorption.

Nous avons étudié I’évolution du pourcentage d’enzymes immobilisées (Qexp/Qm) €n
fonction du rapport TK:HDL initial (Qg). Qum est le rapport entre la quantité totale de
protéines utilisées et la quantité d’HDL et Q, est le rapport entre la quantité de protéines
immobilisées et la quantité d’HDL. La quantité de protéines immobilisées est déterminée par
différence entre la quantité de protéines initiales et celle d’enzymes non immobilisées situées
dans le surnageant. La quantité¢ de protéine résiduelle est déterminée par un test de Bradford
réalisés sur le surnageant obtenu aprés centrifugation.

L’activit¢ de la TK immobilisée (Act.kim, U.mL") est déterminée par un test
spectrophotométrique basé sur le L-érythrulose (L-Ery) comme substrat donneur et le D-R5P
comme accepteur (Figure I1.5). L’activité¢ spécifique de la TK immobilisée (Act. spérkim,
U.mg') est calculée a partir de I’activité du biohybride ramenée a la quantité totale du
biohybride (enzyme et HDL). Les mesures sont réalisées avec une quantité connue de
biohybride mis en suspension dans la solution réactionnelle. Afin de pallier a la variation
d’activité de la TK d’un lot a ’autre, nous utiliserons le terme d’activité spécifique relative
(Act. spé). Il est a noter que 1’Act. spérkim tient compte de celle obtenue pour une méme
quantité¢ de TK libre non immobilisée. Nous pourrons ainsi comparer les résultats obtenus

pour tous les biohybrides.

o OH OH O OH OH
H H O
HO - > K = >
\)J\E/\OH + MOPO3 _— > HO\)J\E/YK/OPO:i + k/OH
OH O OH ThDP, Mg** OH OH eolaldénvd
L-Ery D-R5P D-sédoheptulose-7-phosphate 97 00 0o YA
NADH, H
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HO >
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Figure IL5 : Test d’activité basé sur I’utilisation du L-érythrulose comme substrat donneur
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111.4.1.1. Effet des anions interlamellaires : Zn,Al-X

L’étude de 1’adsorption de I’apo-TK d’E. coli sur les HDL a débuté avec les HDL de
composition Zn,Al-X ou les anions intercalés étaient différents : chlorure, nitrate, MOPS et
alginate (Alg) (Figure III.16). Dans tous les cas, 1’adsorption a été réalisée dans le tampon
MOPS.

Du point de vue du pourcentage d’immobilisation Qeyy/Qum (Figure 111.16-A), les HDL
intercalés avec des chlorures ou des nitrates donnent des valeurs plus élevées pour un
Qm =0,2. Le pourcentage d’enzyme immobilisée décroit lorsque le rapport Qg augmente. Par
contre pour 1’alginate et le MOPS, le taux d’immobilisation est plus important et reste
constant quel que soit Qg La valeur Qe/Qm la plus élevée est obtenue pour I’HDL
Zny Al-Alg (Qexp/Qn > 92%).

La Figure II1.16-B montre 1’Act. spé,, des différents biohybrides. Dans tous les cas,
I’activité spécifique de I’enzyme immobilisée est la plus grande pour un rapport Qcy, de 0,2.
Le biohybride TK@Zn,Al-NOs,qs est le plus actif avec une Act. spéy de 71 % pour un
Qexp =0,17. Le rendement d’adsorption est de 85 % pour Qu=0,2. Par contre, il faut
remarquer que TK@Zn,Al-Alg,gs a une activité tres faible (Act. spér < 18 %).

100 100 ~
a

801 b 804
¢

& 501 T 60
= d v
d -
C? 407 g 404

20+ 204

0 T T T T T T T T T T 0 T T T T T T
0,0 02 04 06 08 1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0.8 1,0
ch QEXD

Figure II1.16 : A/ Rendement de ’adsorption (Q.,/Qu) de la TK d’E. coli en fonction de Qy, selon la
nature de I’anion intercalé dans Zn,Al-X et B/ Act. spé,, en fonction de Q., a) Zn,Al-Alg b) Zn,AI-MOPS
¢) Zn,Al-Cl d) Zn,Al-NO; (0,05 M MOPS pH 7,5, 3 h)
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111.4.1.2. Effet des cations dans le feuillet: MHZAI-X

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudi¢ 1’effet de la nature du cation divalent
(M") dans le feuillet HDL sur 1’adsorption de I’apo-TK d’E. coli. Nous avons envisagé trois
métaux divalents : le magnésium, le zinc et le nickel, avec toujours I’aluminium comme métal
trivalent. Les anions sont soit les chlorures (Figure 111.17) soit des nitrates (Figure II1.18).

Les graphiques présentés dans les Figure III.17-A et Figure III.18-A montrent
clairement que quel que soit le Qu TK@HDL et la nature de 1’anion intercalé, ’HDL de type
Mg, Al-X permet d’obtenir le meilleur rendement d’adsorption. De nouveau, on remarque que
le pourcentage d’immobilisation et I’ Act. spé, sont plus importants pour un rapport de Qg
de 0,2 (Figure I11.17-A et B et Figure II1.18-A et B). Le matériau Mg, AI-NOj3 apparait comme

¢tant le mieux adapté a I’adsorption de la TK.
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Figure I11.17 : A/ Rendement de I’adsorption (Q..,/Q,) de la TK d’E. coli en fonction de Qy, selon la
nature du M" avec le contre ion chlore B/ Act. spé.. en fonction de Q., a) Mg,Al-Cl b) Zn,Al-Cl
¢) Ni,AI-Cl1 (0,05 M MOPS pH 7,5, 3 h)
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Figure II1.18 : A/ Rendement de ’adsorption (Q..,/Qu) de la TK d’E. coli en fonction de Qy, selon la
nature du M" avec le contre ion nitrate B/ Act. spé,a en fonction de Q.,, a) Mg,Al-NO3 b) Zm,AI-NO;
(0,05 M MOPS pH 7,5,3 h)

I11.4.1.3. Comparaison avec la laponite et I’hydroxyde d’aluminium

Afin de valider notre choix d’utiliser des HDL comme matrices d’immobilisation de
I’apo-TK d’E. coli, nous avons également étudié I’adsorption de la TK, sur la laponite, une
argile cationique. En effet, nous avions émis ’hypothése que la charge négative a la surface
des feuillets de la laponite était moins favorable a I’'immobilisation de 1’apo-TK d’E. coli par
rapport aux feuillets HDL. Cette hypothése se vérifierait si I’on considére que 1’adsorption des
enzymes est essentiellement régie par des phénomenes d’interactions électrostatiques, ce qui
n’est vraisemblablement pas le cas.

L’adsorption de I’enzyme sur Mg, Al-NOs a donc été¢ comparée a celle obtenue avec la
laponite. Qc/Qu est légérement meilleur avec la laponite (Figure II1.19-A). Par contre,
I’Act. spé, est plus importante avec ’HDL Mg,Al-NO; (Figure II1.19-B).Ce qui conforte
notre choix de la matrice Mg, Al-NOs.
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Figure II1.19 : A/ Rendement de I’adsorption (Q..,/Q) de la TK d’E. coli en fonction de Qy, selon I’argile
B/ Act. spé relative en fonction de Q.,, a) Mg,Al-NOj; b) laponite (0,05 M MOPS pH 7,5, 3 h)

Dans le paragraphe II1.2.3, nous avons décrit la formation d’oxyde-hydroxyde
d’aluminium lors de la coprécipitation de ’HDL en présence de tampon Gly-Gly. Nous avons
aussi ¢étudi¢ 1’adsorption de 1’apo-TK sur les oxydes-hydroxydes d’aluminium (de types
Gibbsite). Une trés faible quantité d’enzyme est immobilisée (15 %) et le biohybride ainsi

formé n’a aucune activité catalytique.

111.4.1.4. Effet de la nature du tampon

Pour stabiliser 1’activité de la TK, I'utilisation de solutions tampons est nécessaire.
Nous avons donc comparé¢ I’effet de la présence de différents tampons (MOPS et Gly-Gly) sur
l'interaction entre la TK et ’HDL. Nous avons compar¢ les résultats obtenus en présence de
tampons avec 1’adsorption de la TK dans de 1’eau pure (Figure 111.20). En effet, nous avons vu
précédemment que des interactions particuliéres pouvaient exister entre les anions du tampon
et les HDL.

On remarque que la nature du milieu a un effet drastique sur les rendements
d’adsorption, avec un rendement d’adsorption inférieur dans 1’eau. L’emploi du Gly-Gly
permet d’obtenir 100 % d’immobilisation quel que soit le rapport TK:HDL utilisé. Il y donc
un effet bénéfique par rapport au MOPS (Figure 111.20-A).

Les isothermes d’adsorption dans 1’eau et le tampon MOPS sont de type S, cette forme
représente un mécanisme d'adsorption coopérative, la premiere TK adsorbée améliore
I’adsorption des enzymes suivantes. Par contre, celui avec le Gly-Gly est de type L (Figure

I11.20-B). Avec le tampon Gly-Gly, la saturation de la surface est atteinte a treés faible
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concentration d'équilibre (0,06 mg.mL’l) en raison des fortes interactions électrostatiques
entre le tampon et ’HDL. La capacité d'adsorption peut étre estimée a 1 mg de TK par mg de
Mg,Al-NO;. Aprés le recouvrement complet de la surface de I'HDL (Ce > 0,1 mg.mL™"), une
adsorption supplémentaire de la TK (environ 20 % de la capacité d'adsorption) est observée.
Cet excédent représente probablement une structure avec plusieurs couches de TK.

En ce qui concerne I’activité enzymatique, on remarque la perte significative d’activité
dans I’eau (Figure II1.20-C). Ceci confirme la nécessité d’utiliser une solution tamponnée
pour effectuer I'immobilisation de la TK. Le tampon Gly-Gly conduit a la meilleure
Act. spé;q avec un maximum de 84 % pour un Qp = Qeyp (Q) de 0,2.

D’apres I’étude décrite dans le paragraphe I11.2.3 lors de la suspension du matériau
Mg, Al-NO; dans le tampon Gly-Gly, les anions nitrates sont échangés par des carbonates et
des molécules de Gly-Gly s’inserent entre les feuillets. Cette modification du matériau non
observée avec le tampon MOPS, favorise 1’adsorption de 1’enzyme sur la surface hydroxylée
et permet de la stabiliser. Nous utiliserons donc ce tampon pour la suite de ce travail et le
biohybride alors obtenu par adsorption en présence de Gly-Gly pour Qg = 0,6 est appelé
TK@Mg,Al-Gly-Gly,gs. C’est ce matériau qui sera caractérisé en diffraction des rayons X et

par spectroscopie Infrarouge.
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Figure 11120 : A/ Rendement de ’adsorption (Q..,/Q) de la TK d’E. coli pure en fonction de Qy, selon la
nature du milieu B/ Isothermes d’adsorption C/ Act. spé,,, en fonction de Q.y, 2) H,O b) 50 mM MOPS
¢) 100 mM Gly-Gly (Mg,Al-NO;, pH 7,5, 3 h)

I11.4.1.5. Etude du potentiel Zéta des biomatériaux

Les HDL Mg,Al-X avec X =NOj3 ou CI” ont des potentiels Z&ta de + 35 mV dans
I’eau et +25mV dans les solutions tampons 50 mM de MOPS et 100 mM de Gly-Gly
(pH 7,5). Quant aux HDL Zn,Al-Cl ou Zn,Al NO;, ils ont des valeurs de + 15 mV dans les
milieux tamponnés. Ces valeurs de potentiel Z&ta ne sont pas dépendantes de la nature du
tampon mais dépendent plutdét du pH. Par contre, les potentiels Zéta de I’apo-TK d’E. coli
libre sont respectivement de - 25, - 16 et - 6 mV dans I'eau, 50 mM de MOPS et 100 mM de
Gly-Gly (Tableau I11.2).

Ces valeurs de charges opposées entre la TK et les HDL confirment la possibilité

d'attractions coulombiennes entre 1'enzyme et les feuillets d’HDL. Les HDL Zn,Al-X ont une
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charge positive plus faible que Mg,Al-X, ce qui expliquerait la moindre affinité de la TK pour
ces premiers matériaux. Par contre la variation de charges de la TK selon la nature du tampon
(eau > MOPS > Gly-Gly) est a I’apposé de I’efficacit¢ d’adsorption de Mg, Al-NO; dans les
différents milieux (Gly-Gly > MOPS > eau). C’est donc 1’ensemble « TK-tampon » qui va
s’adsorber sur les plaquettes d’HDL, mettant en jeu également les interactions spécifiques
existant entre les HDL et I’eau, le MOPS ou le Gly-Gly.

Les valeurs du potentiel Zéta des biohybrides préparés par adsorption sont également
données dans le Tableau II1.2. Quel que soit le tampon, la valeur du potentiel Z&ta du
biohybride TK@Mg,Al-HDL,4s a une valeur proche de celle de I’ensemble « TK-tampon »
libre. Comme nous 1’avons vu avec les isothermes d’adsorption, aprés le recouvrement
complet de la surface de I’HDL (Ce > 0,1 mg.mL’l), une adsorption supplémentaire de

plusieurs couches de TK est observée.

Tableau IIL.2 : Potentiels Zéta des HDL, de la TK et des biohybrides dans différents milieux

Potentiel Zéta (mV)

H,0 50 mM MOPS 100 mM Gly-Gly
TK libre -25 16 -6
Zn,Al-Cl - +15 -
Zn,Al-NO; - +14 -
Mg,Al-Cl - +26 -
Mg,Al-NO; +35 +23 +27
TK@Zn, Al-Cl,g, - -13 -
TK@Zny AI-NOs,q - -12 -
TK@Mg,Al-Clyg . 215 .
TK@Mg, Al-NOj3,5 -12 16 -4

I11.4.1.6. Effet du conditionnement du matériau HDL utilisé pour

I’adsorption

Apres la synthése de ’'HDL Mg,Al-NOs, le matériau peut étre conservé soit sous
forme de suspension fraiche soit sous forme séché. Contrairement a la suspension fraiche, le
séchage du matériau provoque une agrégation des particules d’HDL entre elles. La remise en
suspension des particules peut s’avérer plus difficile. En effet, les tailles des particules
remises en suspension restent plus importantes apres séchage (290 nm) qu’avant (130 nm).

Pour I’adsorption de I’apo-TK d’E. coli (Figure 111.21-A), nous n’observons aucunes

différences entre les deux formes de conservation de I’HDL. Par contre, la suspension fraiche
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d’HDL permet d’obtenir plus de 85 % d’Act. spé;. pour des Q inférieur a 0,6 jusqu’a 100 %
pour un Q de 0,2 (Figure I11.21-B).
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Figure IIL.21 : A/ Rendement de ’adsorption (Q.,,/Q) de la TK d’E. coli pure en fonction de Qg, selon
B/ Act. spé relative en fonction de Q.,, a) fraction Mg, Al-NO; fraiche b) fraction Mg,Al-NO; séchée
(0,1 M Gly-Gly, pH 7,5, 3 h)

Le Tableau IIL.3 reprend les données d’adsorption de 1’apo-TK d’E. coli dans les
conditions optimales, a savoir en utilisant une suspension fraiche d’HDL Mg,Al-NO; dans
100 mM de tampon Gly-Gly a pH 7,5. Pour un rapport TK:HDL (Qg) de 0,6, nous obtenons
100 % d’enzyme immobilisée et 83 % d’Act. spé. correspondant a une activité spécifique
pour la TK d’E. coli immobilisée par adsorption de 11 U.mg" de biohybride TK@HDL. Nous
pouvons comparer ce résultat a celui déja obtenu avec TK de S. cerevisiae ' Celle-ci montre
qu’avec un Qy, de 0,38, le rendement d’immobilisation par adsorption d’un extrait brut de TK
sur Mg, Al-NOj est de 95 % avec 100 % d’Act. spé;. Cependant les activités spécifiques de
ces deux enzymes sont tres différentes, avec 4,5 £ 1,1 U.mg'1 pour la TK de S. cerevisiae et
35+£23 U.mg'] pour la TK d’E. coli, ce qui conduit a une activité spécifique de seulement

1,2 U.mg" de biohybride TK@HDL pour la TK de S. cerevisiae brute.
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Tableau IIL.3 : Caractéristiques du biohybride TK@Mg,Al-Gly-Gly,qs (TK d’E. coli pure, suspension
fraiche de Mg,Al-NO;, 0,1 M Gly-Gly, pH 7,5, 3 h)

Qu Qe Qexp/Qun Act. spéq Act. spéT§ imm
(%) (%) (U.mg™)
0,2 0,2 100 100 6
0,4 0,4 100 87 9
0,6 0,6 100 83 11
0,8 0,8 100 33 5
1 0,8 79 35

I11.4.2. Préparation des biohybrides TK@HDL,,, par coprécipitation

Dans une deuxiéme approche, nous avons étudié I’immobilisation de I’apo-TK
d’E. coli pendant la coprécipitation in situ de ’HDL. Cette méthode a été optimisée dans
notre laboratoire pour des protéines comme 1’hémoglobine® et pour différentes enzymes
telles que la phosphatase alcaline™, I’uréase™, la fructose-6-phosphate aldolase®® et aussi la
TK de S.cerevisiae''. Les conditions expérimentales (pH, température, tampon et
concentration des réactifs) peuvent étre modulées. Cette méthode de synthése permet
généralement d’obtenir un biohybride avec un rendement d’immobilisation élevé, une
dispersion homogene de Il'enzyme encapsulée dans le matériau et une forte activité
catalytique.

Pour cette étude, nous nous sommes basés sur les résultats précédents obtenus lors de
I’étude de I’adsorption de la TK sur les HDL et aussi de 1’étude réalisée sur la synthése de
I’HDL en présence de tampon Gly-Gly. L’interaction entre 1’apo-TK d’E. coli et Mgy Al-NOs
semble particulierement favorable, nous avons donc coprécipité un matériau Mg,Al-NO; en
présence de 1’apo-TK solubilisée dans le tampon Gly-Gly. Nous espérons ainsi augmenter
I’activité spécifique du biomatériau TK@Mg,Al-Gly-Gly.,,. L’influence de différents
parametres a été ¢tudiée tels que le Qg (0,2, 0,5 et 1), la concentration en Gly-Gly, le rapport

Mg:Al (2 et 4) et 'immobilisation de I’holoenzyme plutét que 1’apoenzyme.
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111.4.2.1. Effet du rapport TK:HDL (Q,)

Le biohybride TK@MgAI-Gly-Gly., a été synthétisé selon le protocole décrit dans le
paragraphe II1.2.1, en adaptant le réacteur a la faible quantité¢ d’enzyme a immobiliser. Nous
avons auparavant étudié la stabilité de ’apo-TK pendant 3 h a un pH de 9,0. En effet, cette
durée et ce pH sont nécessaires pour la coprécipitation du matériau. Nous observons que
100 % de l'activité enzymatique est récupérée apres les 3 h donc I’apo-TK ne se dénature pas
a ce pH ¢élevé.

Apres avoir vérifié la stabilité de ’apo-TK, nous avons effectué la coprécipitation du
biohybride TK@HDL,, pour trois valeurs de rapports TK:HDL (Tableau II1.4). 4, 10 ou
20 mg d’enzyme sont dissous dans 10 mL de tampon 100 mM Gly-Gly pH 7,5 a 4°C. Les sels
sont ajoutés pendant 3 h et le pH est maintenu constant a 9,0 pendant tout le processus de
précipitation. Les résultats donnés dans le tableau sont des moyennes obtenues avec au
minimum deux expériences indépendantes. Nous observons qu’avec cette méthode
d’immobilisation le meilleur résultat est obtenu pour un Q de 0,5 avec une légere
augmentation de 1’Act. spérgimm (12,0 +0,3 U.mg'l) correspondant & un maximum

&’ Act. spéret (100 %).

Tableau I11.4 : Caractéristiques des biohybrides TK@HDL,,, selon le Qy, (TK d’E. coli pure, Mg,Al-NOs,
0,1 M Gly-Gly, 3 h)

Qu Qe Qe,g,/ch Act.0 SPéiel Act. spéT_;f imm
(%) (%) (U.mg™)
0,2 0,2 100 100 6,2+0,3
0,5 0,5 100 100 12,0 £ 0,3
1 0,55 55 46 8,9+0,2

Pour éviter I’obtention du sous-produit (oxyde-hydroxyde I’aluminium) observée lors
de la co-préciptation du Mg,Al-Gly-Gly, nous avons augmenté le rapport théorique M":M""
de ’HDL de 2 a 4, mais ceci ne modifie ni la quantité d’enzyme immobilisée, ni 1’ Act. spé du

biohybride.
111.4.2.2. Effet de la concentration en Gly-Gly

Par la suite, nous avons étudié¢ I’influence de la concentration en tampon Gly-Gly pour
Qum de 0,5. Trois concentrations en tampon (10, 20 et 100 mM) ont été testées et comparées a

I’eau (Tableau II1.5). Dans tous les cas en présence de tampon, 100 % de I’apo-TK a été
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immobilisée avec une Act. spé, de 100 % qui correspond a une activité spécifique de
12 U.mg" de biohybride. De plus, nous confirmons que 1’apo-TK a besoin d’un milieu

tamponné pour étre stabilisée.

Tableau IIL5 : Caractéristiques des biohybrides TK@HDL,,, selon la concentration en Gly-Gly (TK
d’E. coli pure, Mg,Al-NO3, Qg, = 0,5, 3 h)

[Gly-Gly] 0. Qexp/Qen Act. spé, Act. spéT_lf imm
(mM) » (%) (%) (U.mg™)
0 0,5 100 40 5+0,4
10 0,5 100 100 12+0,3
25 0,5 100 100 12+0,2
100 0,5 100 100 12+0,3

111.4.2.3. Influence de la nature de la TK

Tous les résultats obtenus précédemment ont été réalisés avec la TK sous forme
d’apoenzyme c'est-a-dire en 1’absence de cofacteur (ThDP). En effet, la TK d’E. coli purifiée
est obtenue sous cette forme. L’immobilisation de la TK d’E. coli sous forme d’holoenzyme
c'est-a-dire en présence de son cofacteur a €galement été étudié. Les résultats obtenus sont
identiques a ceux concernant ’apoenzyme. Il est a souligner que nous obtenons une
amélioration significative (d’un facteur 10) de Dactivité spécifique de la TK d’E. coli
immobilisée (12 U.mg™") par rapport aux résultats précédents obtenus lors de 1’immobilisation

de la TK de S. cerevisiae dont activité spécifique n’était que de 1,2 U.mg™.

II1.4.3. Caractérisations  physico-chimiques des  biohybrides
TK@HDL

Les différents biohybrides TK@HDL,q4s et TK@HDL,,, ont été caractérisés par DRX,
FTIR et ATG. Nous verrons plus particuli¢rement dans ce paragraphe les caractéristiques
physico-chimiques des biohybrides conférant les meilleurs résultats en termes
d’immobilisation et d’Act. spé : TK@Mg, Al-Gly-Gly,gs (Qwm=0,6) et
TK@MgAl-Gly-Glyeop (Qun =0,5).
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I11.4.3.1. Effets des conditions de synthése sur la composition

chimique des matériaux biohybrides

L’analyse chimique des biohybrides TK@Mg,Al-Gly-Glyags, TK@Mg,Al-Gly-Gly.op
et TK@Mg4Al-Gly-Gly.,p, a été effectuée par ICP-AES (Tableau II1.6). Comme nous 1’avons
décrit dans le paragraphe II1.2.3, les molécules de Gly-Gly dans le milieu d’adsorption et de
coprécipitation sont responsables de la formation de I’hydroxyde d’aluminium. Cette réaction
secondaire diminue le rendement la formation de I’HDL. La TK est également responsable de
cet effet et augmente. En effet, les valeurs expérimentales du rapport Mg:Al restent
inférieurs aux valeurs théoriques. Une solution pour palier a cet effet est d’utiliser une

concentration plus faible en tampon Gly-Gly (25 mM) et d’augmenter le rapport Mg:Al a 4.

Tableau II1.6 : Compositions chimiques des biohybrides déterminées par ICP-AES

Rapport Rapport
Biohybrides [G(ll}rll-l\(/[;;y} initial expérimental
Mg:Al Mg:Al
TK@Mg,Al-Gly-Gly,gs 100 2,0 1,29
TK@Mg,Al-Gly-Gly,,, 100 2,0 0,27
TK@Mg,Al-Gly-Gly,,, 25 2,0 0,45
TK@Mg,Al-Gly-Gly,,, 25 4,0 1,78

I11.4.3.2. Caractérisations structurales des phases TK@HDL

Diffraction de rayons X

Les diffractogrammes de rayons X des matériaux biohybrides TK@Mg,Al-Gly-Glyags,
TK@Mg,Al-Gly-Gly.,, et TK@Mg4Al-Gly-Gly.o, sont représentés dans la Figure I11.22. Ces
diffractogrammes présentent des raies caractéristiques d’une structure lamellaire de type
HDL. Par contre avec des raies de diffraction élargies, les phases coprécipitées semblent étre
plus désordonnées que les phases adsorbées. En effet, comme avec le Gly-Gly, la présence de
I’enzyme favorise une amorphisation des phases coprécipitées. Cette amorphisation est
retrouvée dans le cas d’autres enzymes immobilisées dans les HDL*'. Un ¢largissement des
raies de diffraction et une diminution de l'intensité des raies (00/) confirment une diminution
de la taille des particules selon la loi Laue-Scherrer accompagnée d’un désordre de la

structure avec un effet turbostratique. En outre, compte tenu de la taille de la TK (90 A)*,
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cette enzyme ne s’intercale pas entre les feuillets de 1I'HDL, puisque l'espacement

interlamellaire reste le méme que celui obtenu pour la phase Mgy Al-Gly-Gly.op (d = 10,6 A).

Intensité (u. a.)
w o ']

2 theta (°) (CuKzy

Figure 11122 : Diffractogramme de RX de a) TK@Mg,Al-Gly-Gly,qs b) TK@Mg,Al-Gly-Gly,,,
¢) TK@Mg,Al-Gly-Gly,,,

Spectroscopie Infrarouge

La Figure I11.23 montre les spectres FTIR des biohybrides : TK@Mg,Al-Gly-Glyags et
TK@Mg,Al-Gly-Gly.,, et du biohybride TK@Mg4Al-Gly-Gly.op. Les bandes de vibration
des biohybrides montrent une similitude avec le matériau Mg, Al-Gly-Gly.o,. Nous observons
principalement une diminution de la bande de vibration attribuée a Al-OH a 1070 cm™

lorsque le rapport M"/M™ augmente.
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Figure I11.23 : Spectre de FTIR de a) TK@Mg,Al-Gly-Gly,q4 b) TK@Mg,Al-Gly-Gly,,,
¢) TK@Mg,Al-Gly-Gly,,,
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I11.4.3.3. Stabilité thermique des matériaux biohybrides

L’analyse thermogravimétrique donne des informations sur le mécanisme de
décomposition des biohybrides. Elle a été effectuée sur I’hybride servant de référence
Mg, Al-Gly-Gly.op et sur deux biohybrides : TK@Mg, Al-Gly-Glyags et
TK@Mg,Al-Gly-Gly.,p. Elle montre clairement des différences entre les biohybrides obtenus
par adsorption et par coprécipitation au niveau des interactions entre I’enzyme et ’HDL. Tous
les matériaux HDL étudi€s subissent une décomposition thermique en plusieurs étapes comme
le montrent les courbes de thermogravimétrie différentielles (DTG) (Figure I11.24). 1l s’agit de
1) déshydratation qui correspond a la perte d’eau adsorbé a la surface des cristallites et
intercalée entre les feuillets d’HDL, i1) la déshydroxylation qui induit a I’effondrement de la
structure HDL et iii) la combustion de molécules organiques. Il est clair que
Mg, Al-Gly-Gly.op se décompose suivant ces trois étapes : la déshydratation a 174°C de 1’eau
fortement liée accompagnée éventuellement de la décomposition des anions nitrates, la
décomposition des couches hydroxylées a 254°C et la décomposition exothermique des
molécules du tampon Gly-Gly et des anions nitrates a 447°C.

L’adsorption et 1’encapsulation de I’apo-TK d’E. coli dans les HDL conduit a une
augmentation du taux dhydratation, I’eau physisorbée se situant dans les mésopores ou les
macropores du matériau. De plus, le procédé de coprécipitation augmente la quantité de
molécules d’eau incorporées dans la structure, de 12 % contre 8 % pour la phase obtenue par
adsorption.

La différence majeure entre le biohybride TK@Mg,Al-Gly-Gly,q4s et le biohybride
TK@Mg,Al-Gly-Gly,o, vient du maintien des molécules de Gly-Gly dans la phase adsorbée.
La décomposition du Gly-Gly est mise en évidence dans I’hybride Mg, Al-Gly-Gly,, a 447°C
et dans le biohybride TK@Mg,Al-Gly-Gly,gs a 444°C. Cette étape de décomposition n’est pas
observée avec la phase TK@Mg,Al-Gly-Glyc,p. De plus, la décomposition de la TK s’effectue
en deux étapes a 319°C et 489°C pour TK@Mg,Al-Gly-Gly.,, et 338°C et 497°C pour
TK@Mg,Al-Gly-Gly,qs. Manifestement, la coprécipitation conduit a une interface TK@HDL
étendue, avec un recouvrement complet de la surface de ’HDL par l'enzyme et un
remplacement complet des molécules de Gly-Gly. Tandis que la surface du biohybride obtenu
par adsorption conserve l'auto-agrégation des plaquettes HDL-Gly-Gly, le Gly-Gly et la TK

coexistent dans la phase.
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Figure II1.24 : Thermogravimétrie différentielle (DTG) de a) Mg,Al-Gly-Gly,,, b) TK@Mg,Al-Gly-Gly,,
¢) TK@Mg,Al-Gly-Gly, 4,

I11.4.4. Stabilité des biohybrides TK@HDL,,,

L’¢tude de la stabilit¢ des biohybrides TK@Mg,Al-Gly-Gly,s et
TK@Mg,Al-Gly-Gly.,, a été effectuée pendant une durée d’un mois. Nous avons étudié
différents modes de conservation : suspension a 4°C, suspension congelée a -18°C et
biohybride lyophilisé. Nous avons suivi a la fois le pourcentage d’enzyme lixiviée mais aussi
I’évolution de ’activité spécifique au cours de temps (Figure II1.25). Nous ne présenterons ici
que les résultats obtenus avec le biohybrideTK@Mg,Al-Gly-Gly.,,. En effet, c’est ce
biohybride que nous avons choisi d’utiliser pour la suite de ce travail car il donne la meilleure
activité spécifique (12 + 0,3 U.mg™).

Pour une concentration en tampon Gly-Gly de 25mM, le stockage & 4°C conduit a un
faible taux de lixiviation de ’enzyme (Figure 1I1.25-A) et a une perte de 60% de 1’ Act. spé
initiale apres 30 jours (Figure 1I1.25-B). La présence de la thiamine diphosphate (ThDP,
0,2 mM), cofacteur de la TK, dans la solution de stockage n’améliore pas ce résultat. Apres
lyophilisation, seulement 30 % de 1’activité spécifique est retrouvée. Le stockage sous forme
de suspension congelée conduit a une lixiviation de 17 % de 1’enzyme apres 1 mois.

Nous avons ¢étudié D’influence de la concentration en tampon Gly-Gly sur ces
différents modes de stockage. Lorsque celle-ci augmente a 100 mM, le taux de lixiviation
d’enzyme augmente et la perte d’activité est accélérée (Figure 111.26). Pour une concentration

en tampon Gly-Gly de 10 mM, 40 % de 1’ Act. spé initiale est perdue des une journée.
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En conclusion, nous constatons que la conservation sous forme de suspension a 4°C

pour une concentration en tampon Gly-Gly de 25mM s’avere étre la plus adaptée.
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Figure 11125 : Caractéristique du biohybride TK@Mg,Al-Gly-Gly,,, dans Gly-Gly 25 mM conservé
A/ relargage de la TK en fonction du temps B/ Act.spé,., en fonction du temps a) sous forme d’une
suspension a 4°C b) sous forme d’une suspension congelé a -18°C c) sous forme lyophilisé
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Figure II1.26 : Caractéristique des biohybrides conservés sous forme d’une suspension a 4°C de
TK@Mg,Al-Gly-Gly,,, dans a et a’) 25 mM Gly-Gly b et b’) 100 mM Gly-Gly
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IIL.5. Préparation d’un film TK@HDL

Le but de ce travail est de réaliser un biocapteur avec la TK immobilisée a la surface
d’une électrode. La premicre étape sur le plan technique pour cet objectif, consiste a réaliser
des films déposés sur un support de carbone poli en utilisant une suspension de
TK@Mg,Al-Gly-Gly.o, préparée et stockée sous forme de suspension a 4°C dans 100 mM et
25 mM de Gly-Gly. Une goutte de ces suspensions est déposée sur la surface du support et
trois modes de séchage ont été envisagés : une nuit a 4°C, une heure sous vide et 2h30 a
température ambiante.

Les clichés de microscopie électronique a balayage (MEB) montrent clairement
qu’avec le biohybride TK@Mg,Al-Gly-Gly.o, en suspension dans 100 mM de Gly-Gly et
séché une nuit a 4°C, le film comporte des fissures qui peuvent causer un relargage de
I’enzyme (Figure II1.27-A). Une concentration plus faible en tampon (25 mM) permet
I’obtention d’un film homogene (Figure 111.27-B).

Figure I111.27 : Image MEB des films des biohybrides TK@Mg,Al-Gly-Gly,, dans Gly-Gly pH 7,5
A/ 100 mM B/ 25 mM (séchage 1 nuit a 4°C)

L'activité¢ enzymatique du filmTK@Mg,Al-Gly-Gly.o, dans 25 mM de Gly-Gly a été
déterminée par le test spectrophotométrique en présence du L-érythrulose comme substrat
donneur et du DR5P comme substrat accepteur. Le support est immergé dans une solution
agitée contenant tous les réactifs et cofacteurs. Apres I’immersion du support, on enregistre la
variation de 1’absorbance en fonction du temps. Les films séchés une nuit a 4°C ou une heure
sous vide conduisent a une faible activité de la TK, seul le séchage a température ambiante a

permis d’obtenir un film ayant une activité significative de la TK (Figure II1.28).
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Figure I11.28 : Activité enzymatique du film TK@Mg,Al-Gly-Gly,,, a) 2°™ utilisation b) 3°™ utilisation
¢) 4°™ utilisation d) 5°™ utilisation

Afin de réutiliser I’¢électrode, nous avons déterminé 1’activité de la TK aprés plusieurs
cycles (Figure II1.28). Il est a souligner que lors de la premi¢re comme de la deuxiéme
utilisation, un temps de latence est observé, celui-ci est probablement nécessaire pour la
diffusion des substrats dans le film jusqu’au site actif de I’enzyme. Lors de la deuxiéme
utilisation de 1’électrode, nous mesurons une activité enzymatique plus faible que celle
mesurée lors de la premiere utilisation (environ 50 %, Tableau II1.7). Une hypothese pourrait
étre le décrochage mécanique du biohybride ou d’une partie de la TK faiblement accrochée
dans les HDL. Pour vérifier cela, 1’¢lectrode a ét¢ immergée dans le tampon seul et aucun
décrochage du biohybride ou de la TK ne sont observés. La perte d’activité¢ lors de la
deuxiéme utilisation serait donc induite par la présence des substrats conduisant a une
modification des charges de I’enzyme. Une hypothése pourrait étre qu’en 1’absence de
substrat, la TK est immobilisée sur les HDL par des interactions électrostatiques mettant en
jeu, en fonction de I’orientation des TK sur ’HDL, des résidus chargés du site actif se situant
a la surface de I’enzyme. En présence des substrats et cofacteurs, ces résidus sont sollicités
pour stabiliser ces molécules dans le site actif. Il est alors possible qu’une partie des enzymes
se décrochent dans la solution d’analyse car elles ne sont plus suffisamment adsorbées. La

quantité¢ d’enzyme décrochée n’a pas pu étre mesurée, le milieu réactionnel étant trop dilué.
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Tableau IIL.7 : Activité enzymatique du film TK@Mg,Al-Gly-Gly,,, aprés plusieurs cycles

Utilisations Activité de la TK

(U.mg'l.cm'z)
e 5,2
28me 2,7
3eme 2,6
4eme 2,8
5tme 2,7

Par contre, nous n’observons aucune perte d'activit¢ de la TK aprés quatre cycles
successifs d’utilisation de 1’électrode, I’activité spécifique moyenne du film est de
2,70 + 0,06 U.mg'.cm™ (Figure II1.28). Enfin la reproductibilité pour trois films préparés
indépendamment est de 96 %. Ce résultat signifie que nous avons un processus de préparation

des films efficace.
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I11.6. Conclusion

L’immobilisation de I’apo-TK d’E. coli dans différents HDL a pu étre effectuée selon
deux méthodes, 1’adsorption et la coprécipitation. La coprécipitation de la phase
Mg, Al-Gly-Gly en présence de TK d’E. coli dans 25 mM de Gly-Gly conduit a un biohybride
ayant une activité spécifique de 12,1 + 0,3 U.mg" ce qui correspond a une augmentation d’un
facteur 10 par rapport a I’immobilisation d’un extrait brut de TK de S. cerevisiae par
coprécipitation''. Cette augmentation est due a une activité spécifique plus importante pour la
TK d’E. coli et a une plus grande quantité d’enzyme immobilisée dans ’HDL.

Nous avons montré que la présence de Gly-Gly géne la précipitation de I’HDL, mais
le point positif est le remplacement de 1’anion nitrate par le dipeptide qui induit la formation
d'un réseau 3D plus hydrophile et flexible constitué de petites plaquettes d’HDL favorable a
I’encapsulation de I’enzyme. Ainsi, le matériau biohybride TK@Mg,Al-Gly-Gly.,, donne une
activité enzymatique reproductible, stable et ¢levée.

De plus, dans le but de développer un biocapteur comportant la TK immobilisée a la
surface de 1’électrode, des composés phosphorylés (D-F6P et ThDP) sont nécessaires pour
déterminer I’activité de la TK. Nous nous sommes attachés a étudier leur adsorption possible
sur les HDL. Les résultats indiquent que celle-ci est trés limitée et ne perturbera pas la
réaction enzymatique.

Enfin, afin de déposer le biohybride TK@Mg,Al-Gly-Gly.,p a la surface de I’électrode
du biocapteur, un film a été réalis¢ montrant une structure homogene et conduisant a une
activité significative de la TK (2,70 + 0,06 U.mg'.cm™). Ce film pourra donc étre utilisé pour
permettre la détection d’inhibiteurs de la TK a I’aide d’un biocapteur bi-enzymatique
GAOx-TK.

Les travaux portant sur les conditions d’optimisation de I’'immobilisation de la TK

dans les HDL ont fait ’objet d’une publication donnée en annexes”.
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Chapitre IV : Biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK

IV.1. Introduction

La TK est impliquée dans plusieurs maladies séveres chez I’Homme telles que des
maladies neurologiques, certains cancers, et le diabéte. Les études actuellement décrites dans
la littérature portent majoritairement sur le réle de cette enzyme chez les patients atteints de
cancers. Une augmentation de D’activité enzymatique de la TK étant observée chez les
malades, de nombreuses molécules, analogues de substrats, ou du cofacteur, ont été congues
afin d’inhiber spécifiquement la TK. Il est donc intéressant de pouvoir mettre au point un test
rapide et sensible permettant de cribler in vitro de nouveaux inhibiteurs de la TK. Les tests
in vitro déja décrits sont essentiellement basés sur une détection spectrophotométrique en
présence d’une enzyme auxiliaire, et d’un cofacteur tel que le NADH. Le test
¢électro-enzymatique décrit dans le chapitre II que nous avons mis au point pour la détection
de l’activité des TKs d’E. coli et humaine libres en solution, est basé sur le couplage avec la
galactose oxydase, offre une plus grande sensibilité. De plus, il est facile a mettre en ceuvre,
sensible et la réponse est rapide. Nous avons donc choisi d’adapter ce test pour la détection
d’inhibiteurs de la TK. La co-immobilisation de la GAOx et de la TK sur la surface de
I’¢lectrode permettrait d’obtenir un test facile a mettre en ceuvre, réutilisable et peu coliteux
en enzyme.

Dans la littérature, 1’étude de I’inhibition d’enzymes par des mesures électrochimiques
est essentiellement appliquée a la détection de pesticides et de métaux lourds dans
I’environnement'?. Par contre, peu d’articles décrivent I’inhibition d’enzymes pour une
application médicale comme le criblage d’inhibiteurs™.

Par exemple, un biocapteur a polyphénol oxydase (PPO) a été mis au point pour le
criblage de nouveaux inhibiteurs du processus d’hyperpigmentation®. I est connu que la PPO
joue un role dans la biosyntheése de la mélanine. Les auteurs ont tout d’abord validé le mode
de détection électrochimique avec des inhibiteurs connus de la mélanogenese (acide
ascorbique) et de la PPO (acide kojique, acide benzoique et acide azélaique) dans le but
ensuite de cribler de nouveaux inhibiteurs. De méme dans le cas de la maladie d’Alzheimer, le
donepezil, un inhibiteur de la cholinestérase est utilisé pour le traitement de cette maladie®.
Une étude de 1’action inhibitrice du donepezil sur 1’activité de 1’acéthylcholinestérase a été

réalisée en voltammeétrie.

159
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Dans ce chapitre IV, nous présenterons les différentes étapes qui nous ont permis de
développer un systéme ampérométrique bi-enzymatique GAOx-TK dans lequel les deux
enzymes sont immobilisées a la surface de 1’¢électrode pour détecter les inhibiteurs de la TK
d’E. coli. Cette TK a été choisie comme modele du fait de sa forte homologie avec la TK
humaine car lors de I’étude de I'immobilisation de la TK dans les HDL, nous n’avions pas
encore la TK humaine a notre disposition. Nous allons présenter la mise au point du
biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK qui sera validé par la détermination de la constante de
dissociation (Kp) du cofacteur de la TK d’E. coli immobilisée, le pyrophosphate de thiamine

(ThDP). Enfin, nous appliquerons ce systéme a la détection d’inhibiteurs connus de la TK.
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IV.2. Elaboration du biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK

Ce biocapteur ampérométrique est bas¢ sur la co-immobilisation de GAOx et de la TK
a la surface de 1’¢lectrode (Figure IV.1). Lors de cette étude nous avons utilisé la réaction
sélectionnée dans le chapitre Il faisant intervenir un des substrats donneurs physiologiques, le
D-fructose-6-phosphate (D-F6P) et le glycolaldéhyde (GA), qui est le meilleur substrat
accepteur non phosphorylé connu pour cette enzyme Les mesures sont effectuées en
chrono-ampérométrie a potentiel appliqué (Egp, =0,6 V/Ag-AgCl) avec une électrode de
travail en platine tournante. Comme pour la détection de la TK en solution, la mesure du
signal ampérométrique est effectuée apres 1’ajout du D-F6P dans la solution d’analyse. Avant
de terminer I’enregistrement du courant, la dihydroxyacétone (DHA) est ajoutée comme

référence interne pour vérifier que le biocapteur a GAOX n'est pas saturé.

Biomembrane Solution
o OH
/ N~ - GA
i) {
5 \
p =
+ 2{?'/ | J OH OH
T.% \ JQ I _oP
2 ’
o OH O OH
0, 7 HO/\H)\,OH D-F6P
0
L-Ery
0,6V

Figure IV.1 : Biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK

IV.2.1. Mise au point du biocapteur

Le biocapteur a été ¢laboré en bicouche avec une couche externe comportant la TK
d’E. coli et une couche interne avec la GAOx. En effet, dans le chapitre II, nous avons montré
que l'argile cationique, la laponite, fournit un excellent environnement biocompatible pour
I'immobilisation de GAOx. D’autre part, dans le chapitre III, nous avons montré qu’il était
possible de synthétiser un biohybride TK@HDL par la méthode de coprécipitation ayant une
bonne activité enzymatique. Les bioélectrodes sont donc préparées en deux étapes. La
premicre étape est la formation de la premiére couche GAOx@laponite (cf chapitre II). La

deuxieme étape est le dépot sur la premiere couche, du biohybride TK@Mg,Al-Gly-Gly.op,
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dont 1’obtention a été¢ décrite dans le chapitre III (Figure IV.2). Ce biohybride sera nommé
TK@HDL dans la suite de ce chapitre.

Dépdt GAOx@laponite Depét TK@HDL
(couche interne) (couche externe)

@ ﬁ
Electrode Electrode Biocapteur bi-enzymatique
de Pt GAOx@laponite GAOX-TK

Figure IV.2 : Formation en bicouche du biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK

IV.2.1.1. Effet de la réticulation avec le glutaraldéhyde

Lors de I’élaboration du biocapteur ampérométrique a GAOx@]laponite, une étape de
réticulation chimique avec de la vapeur de glutaraldéhyde est nécessaire pour stabiliser la
biomembrane’. Nous avons donc étudié Ieffet de la réticulation chimique sur la réponse
ampérométrique du biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK. Trois traitements ont été réalises,
la réticulation de la premiére couche GAOx@]aponite, la réticulation avec les deux couches et
sans réticulation chimique. Les résultats présentés dans le Tableau IV.1 sont des moyennes
réalisées avec trois biocapteurs différents, chacun étant utilisés trois fois. A partir de ce
tableau, plusieurs constatations peuvent étre faites.

Premicrement, nous observons que lors de la premiére utilisation des biocapteurs, quel
que soit le traitement appliqué, la réponse est toujours plus importante. Mais, les réponses
ampérométriques obtenues sont plus bruitées et moins reproductibles que lors des utilisations
suivantes, ce qui donne un écart type plus important sur les valeurs de courant. Ce fait est
comparable aux observations faites par spectrophotométrie avec le film TK@HDL (cf-
paragraphe IIL5).

Deuxi¢émement, nous obtenons des courants plus importants pour les biocapteurs ayant
subi soit la réticulation avec les deux couches soit aucune réticulation chimique. Dans le cas
du biocapteur sans réticulation chimique, la réponse est plus importante et reproductible lors
de la deuxieme et la troisieme utilisation. La stabilisation de la premiere couche
GAOx@laponite par la réticulation chimique n’est donc pas nécessaire lorsqu’elle est
recouverte pour une autre couche de biomatériaux en 1’occurrence TK@HDL. Pour la suite
des travaux, 1’étape de réticulation chimique avec le glutaraldéhyde ne sera plus effectuée et

les réponses en courant seront mesurées a partir de la deuxieme utilisation.
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Tableau IV.1 : Effet du glutaraldéhyde sur la réponse ampérométrique aprés I’ajout de 1 Mm de D-F6P
(75 pg GAOx@]laponite, 100 pg TK@HDL, 0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl,, 0,2 mM ThDP,
2 mM GA, 1 mM p-F6P, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)

Courant d’oxydation (nA)

Utilisation
Réticulation dela  Réticulation de Sans
1°*® couche deux couches réticulation
Premiére 510 £51 548 £ 42 802 + 46
Deuxiéme 255+6 329+5 350+ 4
Troisiéme 2677 224 +6 363+6

1V.2.1.2. Effet de la quantité de biohybrideTK@HDL

La quantité de biohybride TK@HDL déposée sur la premicre couche GAOx@laponite
est aussi un facteur important dans la préparation du biocapteur bi-enzymatique. La quantité
de GAOx@laponite déposée a la surface de 1’¢lectrode de platine a été optimisée dans le
chapitre II et sera donc fixée a 50:25 (ug:ng). Trois quantités de biohybride TK@HDL
croissantes, a savoir 50, 75 et 100 pg ont été testées (17:33, 24:51 et 33:66 ng:pug) (Tableau
IV.2). Une quantit¢ de 100 pg de biohybride TK@HDL permet d’obtenir la réponse
ampérométrique la plus €élevée. Nous nous sommes limités a cette quantité de 100 pg car une
augmentation trop importante de matiére déposée sur 1’électrode risquait de provoquer un

décrochage mécanique de la couche.

Tableau IV.2 : Réponses ampérométriques avec différentes quantités de biohybride TK@HDL (75 pg
GAOx@]laponite, 0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl,, 0,2 mM ThDP, 2 mM GA, 1 mM D-F6P,
E.pp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)

Quantité de Courant
TK@HDL d’oxydation
(ng) (nA)

50 185+5
75 217+ 1
100 350+2

En outre, un témoin a été préparé en remplagant la couche de biohybride TK@HDL
par une couche d’HDL Mg,Al-Gly-Gly seul. Dans ce cas, aprés ajout du D-F6P, nous
n’observons aucun signal. La matrice en 1’absence de TK ne conduit donc pas a une

interférence.
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1V.2.2. Influence des constituants du milieu réactionnel

Les différentes étapes conduisant a 1’élaboration du biocapteur ayant été optimisées,

nous avons ¢étudié la composition du milieu réactionnel.
1V.2.2.1. Effet de la nature du tampon

Lors de I’¢laboration du biocapteur GAOx@laponite, nous avons observé que le
tampon HEPES 50 mM a pH 7,0 permettait d’obtenir la meilleure sensibilité par rapport aux
tampons phosphate et MOPS ; il avait donc été sélectionné pour effectuer des dosages avec
cette enzyme (cf. paragraphe 11.4.2.2). 1l faut aussi rappeler que la GAOX est instable dans les
tampons ayant un groupement amine, comme ceux fréquemment utilisés avec la TK, tel que
le Gly-Gly et le TRIS®. De plus, le tampon HEPES est également un tampon utilisé avec la
TK. Ce tampon a donc été conservé pour les mesures effectuées avec le biocapteur

bi-enzymatique GAOx-TK.
1V.2.2.2. Etude de la diffusion des substrats de la GAOx

Dans un premier temps, nous avons étudi¢ I’effet de la présence de la couche
extérieure sur la réponse du biocapteur a GAOx en présence de trois substrats, le L-Ery, le GA
et la DHA comme substrat de référence. Nous avons comparé les performances du biocapteur
GAOx@]laponite avec celles de deux biocapteurs en bicouche constitués soit par une couche
externe Mg,Al-Gly-Gly (100 pg), soit par une couche externe TK@HDL (100 pg) (Tableau
IV.3). Il convient de noter que dans ce dernier cas, la TK n’est pas active car son substrat, le
D-F6P, n’est pas présent. Les trois substrats de la GAOx testés sont bien détectés par la GAOx
présente dans la couche intérieure. La présence de la couche externe d’HDL entrave la
diffusion des substrats jusqu’a la GAOx. Par rapport a la couche d’HDL seule, la présence de
la TK dans la couche d’HDL faciliterait méme la diffusion des espéces grace a une structure
du matériau plus poreuse conduisant ainsi a une sensibilité et un courant maximum plus
importants. Dans ce cas, une trés légere baisse de sensibilité, en moyenne de 12 %, est
observée par rapport au biocapteur GAOx@laponite ; par contre les domaines de linéarité
restent quasiment inchangés pour les trois substrats. Le L-Ery qui sera formé par réaction
catalysée par la TK dans la couche externe du biocapteur pourra donc étre détecté par la

GAOX sur une large gamme de concentrations.
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Tableau IV.3 : Performances ampérométriques de différentes configurations du biocapteur

GAOx@laponite pour le dosage du L-Ery, du GA et de la DHA (75 ng GAOx@]laponite, 100 pg HDL,

100 pg TK@HDL, 0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)

DL

Configuration de I'électrode ~ Substrats (m A.Ms'l.cm'z) (0 ;T;l'z) ™) R’ (n)

GAOx@laponite DHA 237 155 5,0.107-2,9.10% 0,999 (52)
GAOx@laponite-HDL DHA 144 136 1,0.107-7,3.10" 0,999 (38)
GAOx@laponite-TK@HDL DHA 208 140 6,3.107-4,0.10% 0,999 (56)
GAOx@laponite L-Ery 55 165 1,0.10°-1,5.10° 0,999 (26)
GAOx@laponite-HDL L-Ery 36 48 1,0.10%-1,3.10° 0,998 (12)
GAOx@laponite-TK@HDL L-Ery 48 131 9,7.10°-1,9.10° 0,999 (18)
GAOx@laponite GA 4,8 3,3.10%-1,5.107 0,998 (20)
GAOx@laponite-HDL GA 4.4 2,1.10%-1,4.10% 0,998 (19)
GAOx@laponite-TK@HDL GA 6,5 4,6 2,2.10%-1,8.107 0,998 (27)

1V.2.2.3. Influence de la concentration en substrats de la TK

Nous avons étudi¢ I’'influence des concentrations en GA et en D-F6P, substrats
nécessaires a la réaction catalysée par la TK d’E. coli immobilisée dans la couche externe du
biocapteur GAOx@]laponite-TK@HDL.

Trois concentrations en GA ont été testées, 1, 2 et S mM. Avec la concentration la plus
¢levée (5 mM), nous observons un signal ampérométrique bruité et une passivation de
I’¢électrode. Ce résultat est similaire a celui obtenu lors de la détection de 1’activité de la TK
non immobilisée en solution (c¢f. paragraphe 11.4.3.3). L’intensité de la réponse apres 1’ajout
du D-F6P étant cependant plus importante pour 2 mM de GA, nous avons donc choisi cette
concentration (Tableau IV .4).

En ce qui concerne la concentration en D-F6P, nous avons testé trois concentrations
0,1, 1 et 5 mM. De 0,1 a 5 mM, la réponse ampérométrique augmente. Néanmoins avec 5 mM
en D-F6P, le bruit de fond est également augmenté. La concentration en D-F6P la plus adaptée

est donc de 1 mM (Tableau IV .4).
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Tableau IV.4 : Réponse ampérométrique du biocapteur GAOx-TK selon les concentrations en GA et en
D-F6P (75 ng GAOx@laponite, 100 pg TK@HDL, 0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl,, 0,2 mM
ThDP, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)

[GA] (mM) [D-F6P] (mM) I, (NA)

5 1 3676
2 1 350+ 4
1 1 202+5
2 5 414+ 5
2 0,1 72+£3

De plus, nous observons apres ajout du D-F6P, une réponse ampérométrique trés
rapide avec un tgy de 36 s (Figure IV.3). Ce profil de réponse trés rapide est trés généralement

observé dans le cas de 'immobilisation d’enzymes.
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Figure IV.3 : Réponse ampérométrique du biocapteur GAOx-TK aprés I’ajout de 1 mM de D-F6P (75 pg
GAOx@]laponite, 100 png TK@HDL, 0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl,, 0,2 mM ThDP, 2 mM
GA, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)

1V.2.2.4. Effet de ’oxygene

L’oxygene est le cosubstrat de la GAOx, sa concentration dans le milieu réactionnel
peut donc étre un facteur limitant sur la réponse électro-enzymatique, notamment aux fortes
concentrations en substrat. Cet effet pourrait étre plus marqué par la présence d’une deuxiéme
couche de biomatériau au-dessus de la couche GAOx@]laponite, limitant ainsi la diffusion des
molécules d’O, vers la GAOx. Nous avons donc vérifi¢ si I’apport d’oxygene par bullage
dans le milieu réactionnel était nécessaire dans nos conditions expérimentales. Avec ou sans
saturation en oxygene du milieu réactionnel, nous n’observons aucune différence de réponse
en courant apres 1’ajout de 1 mM de D-F6P. En effet, les concentrations en substrats de la TK

sélectionnées conduisent a la formation de L-Ery avec une concentration équivalente se
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situant dans la gamme de linéarit¢ du biocapteur GAOx, 1’apport d’oxygéne s’avere donc

inutile.

IV.2.2.5. Reproductibilité et stabilité du biocapteur dans le temps

La reproductibilité¢ de la fabrication de ces biocapteurs bi-enzymatique GAOx-TK a
¢été testée avec cing ¢lectrodes différentes conduisant a une déviation standard relative (RSD)
de 3,8 % pour I’ajout de 1 mM de D-F6P. Par ailleurs, la méme électrode peut Etre utilisée au
minimim cinq fois dans la journée de fagon indépendante sans perte significative d'activité de
la TK (RSD = 1,2 %).

Pour finaliser notre étude, nous avons étudi€ la stabilité dans le temps du biocapteur
bi-enzymatique en suivant I’activité¢ de la TK. Aprés une nuit de conservation du biocapteur a
4°C dans 50 mM de tampon HEPES a un pH de 7,0, 50 % de I’activité de la TK est
maintenue. La présence des cofacteurs de la TK dans le tampon n’améliore que 1égerement la
stabilité conduisant a 60 % d’activité résiduelle. Si I’électrode est conservée une nuit a -18°C,
il ne reste plus que 20 % d’activité. La congélation n’est donc pas favorable au maintien de
I’activité enzymatique de la TK.

En conséquence, nous avons préféré préparer de nouvelles électrodes a chaque fois en
les utilisant dans la journée. Rappelons que le biohybride TK@HDL en suspension a 4°C

reste stable et pourra €tre utilisé plusieurs jours apres sa fabrication.

IV.2.3. Bilan de [I’élaboration du biocapteur bi-enzymatique
GAOx-TK

En résumé, cette étude a permis la mise au point d’un biocapteur bi-enzymatique
GAOx-TK en bicouche. Les meilleurs résultats sont obtenus avec une deuxiéme couche
externe formée de 100 pg de TK@HDL, sans réticulation chimique par le glutaraldéhyde, un
tampon HEPES non saturé en oxygeéne a une concentration de 50 mM a un pH de 7,0, et des
concentrations de 2 mM en GA et de ] mM en D-F6P. La reproductibilité¢ des résultats a été
testée sur cinq biocapteurs différents (RSD = 3,8 %). De plus, I’¢électrode peut étre utilisée au

moins cinq fois dans la journée de fagon indépendante (RSD = 1,2 %).
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IV.3. Détermination des activités inhibitrices d’analogues du

cofacteur et des substrats de la TK d’E. coli

Le systéme bi-enzymatique étant optimisé, nous avons envisagé d’étudier 1’inhibition
de ’apo-TK d’E. coli (pour rappel 1’apo-TK est I’enzyme sans son cofacteur, le ThDP) avec
des inhibiteurs de la TK rapportés dans la littérature’ ' ainsi que d’autres composés ayant une
analogie de structure avec ceux décrits dans la littérature. Le Tableau IV.6 reprend la liste des
différentes molécules commerciales sélectionnées, il s’agit soit d’analogues du cofacteur : tels
que la thiamine, la thiamine monophosphate, 1’oxythiamine, la benfotiamine et Ie
pyrophosphate soit des analogues de substrats tels que le D-arabinose-5-phosphate, le
p-hydroxyphénylpyruvate et le bromopyruvate.

De manicre générale, la mesure d’une activité inhibitrice d’une substance sur une
enzyme immobilisée dans un biocapteur ampérométrique consiste en la quantification de la
diminution du courant généré apres ’ajout du substrat, le biocapteur ayant été au préalable en
présence d’inhibiteur. Elle est mesurée en pourcentage d'inhibition correspondant au rapport
entre la diminution de courant (I-Iy) et le courant sans d'inhibition (Iy), comme illustré dans la

Figure IV.4 pour I’inhibition de la TK immobilisée avec le pyrophosphate.
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Figure IV.4 : Réponse ampérométrique du biocapteur GAOx-TK en a) I’absence d’inhibiteur b) présence
de 50 uM de pyrophosphate(75 pg GAOx@laponite, 100 png TK@HDL, 0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C,
1 mM MgCl,, S ptM ThDP, 2 mM GA, E,;, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)
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Tableau IV.5 : K, des molécules sélectionnées pour I’étude d’inhibition de la TK d’E. coli avec le
biocapteur bi-enzymatique (pH 7,5 a température ambiante, “TK de S. cerevisiae "TK &’E. coli et “TK

humaine)
K
Molécules sélectionnées Références
(mM)
NH,
®
Thiamine 14 N)j/\N/g,\/ 34% et 6,8° [
N e g OH
NH,
NG
Thiamine monophosphate 15 )N|\ _ r\\J\\; o OH 23 7
N 'p-OH
O/
2 9 7
Pyrophosphate 17 HO-R\ - P~0H 0,28*
HO ~ OH
OH
Oxvthiami @ a 10
xythiamine 18 N NN 1,4
/lN/ g OH
NH,
Nﬁﬂ“&
. . P O ,OH
Benfotiamine 19 A N o/) S o  P-oH -
o}
o}
Bromopyruvate 20 Br\)%(OH -
[0}
o OH
. a 13
p-hydroxyphénylpyruvate 21 HO w 3
O
OH OH
D-arabinose-5-phosphate 22 0., o1 6° 12
S on o

IV.3.1. Influence des inhibiteurs de la TK sur la GAOx

Avant d’étudier I’inhibition de la TK, nous devions nous assurer que les molécules

sélectionnées n’étaient pas des inhibiteurs ou des substrats de la GAOx ce qui fausserait la

réponse du biocapteur bi-enzymatique. Nous avons donc étudié D’activité inhibitrice des

molécules sélectionnées vis-a-vis de la GAOx en utilisant deux de ses substrats, la DHA et le

L-Ery (Tableau IV.6). Ce dernier est le produit formé par la réaction catalysée par la TK. Les

concentrations de 5 uM de DHA et 20 uM de L-Ery ont été choisies pour les tests

d’inhibitions car ces concentrations se situent dans le domaine de linéarité du biocapteur a
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GAOx@laponite. La concentration en inhibiteur est fixée a 10 mM, sauf dans le cas de la
thiamine 14, de la thiamine monophosphate 15 et du ThDP 16, ou nous avons enregistré la
courbe d’étalonnage complete jusqu’a 100 % d’inhibition (Figure IV.5) pour les raisons

évoqueées ci-apres.

Tableau IV.6 : Inhibition de la réponse ampérométrique du biocapteur GAOx@laponite par différentes
molécules a une concentration de 10 mM (0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl,

500 tr.min™)
Inhibiteurs potentiels de la Substrats GAOx
TK 20 uM L-Ery 5 pM DHA
o, o,
10mM d'inhi/;ition d'inhi/;)ition
Thiamine 14 30 47
Thiamine monophosphate 15 33 21
Thiamine diphosphate 16 47 51
Pyrophosphate 17 0 0
Oxythiamine 18 62 40
Benfotiamine 19 27 7
Bromopyruvate 20 0
p-hydroxyphénylpyruvate 21 0 0
d-arabinose-5-phosphate 22 21 0

La GAOx est une métalloenzyme a cuivre. Il a été rapporté que les composés
contenant des fonctions amines, comme le tampon Gly-Gly, peuvent nuire a la stabilité de
lI'enzyme, probablement en raison de la complexation de 1'atome de cuivre avec les fonctions
amine du tampon®. Certaines molécules inhibitrices de la TK sélectionnées comportant une
fonction amine telles que la thiamine 14, la thiamine monophosphate 15 et méme le ThDP 16
pourraient donc inhiber la GAOx. Nous n’avons rien trouvé a ce sujet dans la littérature.

Nous avons donc étudié plus en détail I’inhibition possible de ces molécules avec le
biocapteur GAOx@laponite. La thiamine 14, la thiamine monophosphate 15 et le ThDP 16
ont été testés avec le meilleur substrat de cette enzyme, la dihydroxyacétone (DHA) (Figure
IV.5). Les concentrations de ces molécules conduisant a 50 % d’inhibition (CI50) sont
respectivement de 10,7 ; 15,4 et 9,7 mM. Lors de I’étude de I’inhibition de la TK, il faudra
donc se placer a des concentrations inférieures pour éviter 1’inhibition de la GAOx, soit selon
nos ¢études, 0,25 mM pour la thiamine 14 et 7 mM pour la thiamine monophosphate 15. Dans
le cas du ThDP, les concentrations maximales que nous utilisons dans le test étant de 0,2 mM,
cette concentration se situe bien en dessous de la CISO pour la GAOx. Il est a noter que le

pyrophosphate ne provoque pas d’inhibition de la GAOx.
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Figure IV.S : Inhibition de la réponse ampérométrique du biocapteur GAOx@laponite par différentes
molécules a) thiamine monophosphate 15 b) thiamine 14 ¢) ThDP 16 (0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C,
3 ajouts de S uM DHA, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)

Le pourcentage d'inhibition de la GAOx dépend donc de la structure des molécules.
Cependant, I’effet des fonctions amines sur la complexation de I’atome de cuivre n’est pas le
seul facteur agissant sur I’inhibition de l’enzyme comme en témoigne le pourcentage
d’inhibition plus élevé obtenu avec I’oxythiamine 18 (62 %). Une étude plus approfondie de
I’inhibition de la GAOx avec d’autres molécules permettrait certainement de mieux
comprendre ces résultats. Avec la benfotiamine 19, des concentrations supérieures a 2 mM
inhibent la GAOX.

Dans le cas des analogues des substrats de la TK, trois inhibiteurs ont été étudiés, le
D-arabinose-5-phosphate 22, analogue du substrat accepteur, le p-hydroxyphénylpyruvate 21
et le bromopyruvate 20, analogues du substrat donneur. Le D-arabinose-5-phosphate 22 a
10 mM conduit a une inhibition de la GAOx de 21 % apres ’ajout du L-Ery. En revanche, le
bromopyruvate 20 n’est pas inhibiteur de la GAOx.

Quant au p-hydroxyphénylpyruvate 21 (HPP), cette molécule n’est pas un inhibiteur
de la GAOx mais un substrat de celle-ci. De plus, il est oxydé a I’électrode de platine a
+ 0,6 V/Ag-AgCl comme le montre la droite d’étalonnage (courbe a de la Figure 1V.6). Pour
des concentrations supérieures a 2,5 mM, nous observons ’intervention de la GAOx sur le
processus d’oxydation conduisant & une augmentation du courant par rapport a 1’électrode

nuc.
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Figure IV.6 : Dosage du HPP 21 a) a I’électrode de platine b) avec le biocapteur GAOx@laponite (0,05 M
HEPES pH 7,0, 25°C, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)

Cette ¢étude préliminaire de I’inhibition possible de la GAOx par les molécules
choisies comme inhibiteurs de la TK, nous a permis d’écarter certains composés comme le
HPP 21. Nous avons observé que le pyrophosphate 17 et le bromopyruvate 20 ne sont pas des
inhibiteurs de la GAOx. Pour les autres molécules, analogues du ThDP, nous avons pu
déterminer la concentration maximale permettant de tester I’inhibition de la TK, sans

identifier d’inhibition de la GAOx dans les conditions de notre test.

IV.3.2. Détermination de 1la constante de dissociation du

pyrophosphate de thiamine vis-a-vis de la TK immobilisée

En vue de la détection d’inhibiteur de la TK d’E. coli de type analogue du cofacteur, la
thiamine diphosphate (ThDP), nous avons déterminé dans un premier temps la constante de
dissociation apparente (Kpapp) du ThDP, en utilisant le biocapteur décrit précédemment dans
lequel 1’apo-TK d’E. coli est co-immobilisée avec la GAOx a la surface de 1’¢lectrode. Le
biocapteur est placé dans le milieu réactionnel contenant différentes concentrations de ThDP
et la réponse du biocapteur est enregistrée apres 1’ajout de 1 mM de substrat, le D-F6P. Une
courbe d'étalonnage est réalisée avec une gamme de concentration comprise entre 1 et
200 uM en ThDP (Figure IV.7-A). Un courant maximum (Ij.x) de 350 nA est obtenu pour
une concentration supérieure a 50 uM en ThDP.

Le Kpapp a été évalué selon deux méthodes a partir de la courbe d'étalonnage du
ThDP : la méthode de linéarisation de Lineweaver Burk (Figure IV.7-B) et la méthode de
linéarisation d'Eadie Hofstee (Figure IV.7-C). Les valeurs de Kpapp sont de 9 pM a partir de la

linéarisation de Lineweaver Burk et de 11,6 uM a partir de la linéarisation d'Eadie Hofstee.
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Le Kpgpp de la TK d’E. coli immobilisée est plus grande que celui déterminé avec la TK
d’E. coli non immobilisée (Pour rappel: Kp=1uM, cf paragraphe 11.4.4). Cette
augementation de la valeur de Kp, généralement observée pour des enzymes immobilisées, est
liée au coefficient de partage du ThDP entre la solution et la matrice HDL et/ou aux

contraintes diffusionellesdans la matrice.
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Figure IV.7 : A/ Courbe d’étalonnage du ThDP B/ linéarisation de Lineweaver Burk C/ linéarisation de
Eadie-Hofstee (0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl,, 2 mM GA, 1 mM b-F6P, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl,
500 tr.min™)
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IV.3.3. Mise en évidence de I’inhibition de la TK d’E. coli au sein du

biocapteur bi-enzymatique

L’étude portant sur I’inhibition de la TK d’E. coli a été réalisée avec le biocapteur
bi-enzymatique GAOx-TK a la fois pour des molécules analogues du cofacteur ou analogues

des substrats.
IV.3.3.1. Analogues du cofacteur de la TK

Pour tester les inhibiteurs analogues du cofacteur, le biocapteur GAOx-TK est tout
d’abord immergé pendant une heure dans une solution placée sous agitation et contenant le
cation divalent (Mg”"), le cofacteur (1, 2 ou 5 pM de ThDP) et des concentrations croissantes
d’inhibiteur. Ensuite 1’¢lectrode est transférée dans le milieu réactionnel ne contenant pas de
ThDP ni d’inhibiteur mais du Mg*", et la variation de courant suivant I’ajout de D-F6P est

enregistrée. La reproductibilité des résultats a été testée avec trois biocapteurs différents.

Effet du pyrophosphate sur la TK d’E. coli

I (I?
HO’F\O/F"‘OH
HO © OH

Figure IV.8 : Structure du pyrophosphate 17

Dans la littérature, 1’inhibition compétitive de la TK de S. cerevisiae libre en solution
par le pyrophosphate (Figure IV.8) est décrite, sa constante d’inhibition (K;) est de 0,28 mM’.
C’est le premier inhibiteur analogue du cofacteur que nous avons étudié. Celui-ci n’est pas
inhibiteur de la GAOx comme montré précédemment et il n’interfére donc pas dans la
réponse ampérométrique. La réponse en courant a ¢été enregistrée pour différentes
concentrations en inhibiteur : 0,5 ; 0,75 et 1 uM et en ThDP : 1, 2 et 5 uM. Nous avons
calculé¢ le K; selon la méthode de linéarisation de Lineweaver Burk a partir des courbes
d’étalonnage (Figure IV.9). Le K; du pyrophosphate 17 avec la TK d’E. coli immobilisée est
trouvé comme étant égal a 1 pM, une valeur largement inférieure a celle rapportée dans la
littérature. Contrairement & ce qui est rapporté dans la littérature pour la TK de S. cerevisiae’,
nous obtenons une inhibition non compétitive pure avec un Kp pour le ThDP inchangé

(KD =1 MM)
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Figure IV.9 : Inhibition de I’apo-TK par le pyrophosphate avec le biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK
a) sans inhibiteur b) 0,5 pM ¢) 0,75 pM d) 1 pM (0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl,, 2 mM GA,
1 mM p-F6P, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)

Deux hypothéses peuvent étre avancées. Ce changement du type d’inhibition peut
provenir de la source de TK ou bien de son immobilisation. Nous avons mis en évidence une
inhibition compétitive de la TK d’E. coli libre avec le test spectrophotométrique (Figure
IV.10). Ce méme résultat est obtenu dans la littérature avec la TK de S. cerevisiae. La source
de TK n’a donc aucune influence sur le type d’inhibition. L’immobilisation de la TK dans les
HDL pourrait donc étre responsable de ce changement de type d’inhibition. La méme
constatation a été rapportée pour 1’inhibition par le cyanure de la PPO immobilisée dans une
matrice HDL". Rappelons que comme le cyanure, le pyrophosphate peut interagir avec les
feuillets HDL. De plus, la valeur de K; du pyrophosphate 17 avec la TK immobilisée est
inférieure a celle obtenue avec la TK libre (K;=85uM). Il y donc probablement une
combinaison entre 1’inhibition de la TK immobilisée et I’accumulation de I’inhibiteur dans la

matrice HDL.
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Figure IV.10 : Etude en spectrophotométrie de I’inhibition de ’apo-TK non immobilisée par le
pyrophosphate 17 a) sans b) 40 pM c¢) 300 uM (0,1 M Gly-Gly pH 7.5, 25°C, 0,5 mM MgCl2, 85 mM
L-Ery, 8,9 mM p-R5P, 0,3 mM NADH, 2 U.mL" TK, 25 U YADH)

Effets de la thiamine, la thiamine monophosphate et I’oxythiamine sur la TK d’E. coli

NH, NH, OH
® @D
Nl/ﬁ/\ ’\\l\\/\g’\/ Nl/ﬁ/\N\/g/\/ N )ﬁ/\ﬁ\/\g/\/
|
/KN/ g OH /LN/ L O‘p’(ng )\N/ L OH
14 15 d 18

Figure IV.11 : Structure de la thiamine 14, de la thiamine monophosphate 15 et de ’oxythiamine 18

Dans la littérature, I’inhibition de la TK de S. cerevisiae par la thiamine 14, la
thiamine monophosphate 15 et 1’oxythiamine 18 (Figure IV.11) a été étudiée in vitro, leurs
constantes d’inhibition sont respectivement de 34, 2 et 1,4 mM"'°. L’inhibition de la TK
humaine par la thiamine 14 a également été raportée avec un K; de 6,8 mM'".

Cependant a la vue des résultats de la littérature, ces valeurs de K; sont inférieures
dans le cas de la thiamine 14 ou proche dans le cas de la thiamine monophosphate 15 et de
I’oxythiamine 18 des concentrations qui inhibent la GAOx. Nous avons tout de méme étudié
I’inhibition de la TK par ces composés avec des concentrations inférieures a celles ou nous
avons identifi¢ une inhibition de la GAOx dans les conditions de notre test (< 0,25 mM pour
la thiamine 14, <7mM pour la thiamine monophosphate 15 et <10mM pour
I’oxythiamine 18). A ces concentrations, aucune inhibition de la TK n’est observée. Notre

systéme ne permet donc pas la détection de ces inhibiteurs dont les K; sont élevés.

176



Chapitre IV : Biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK

Effet de 1a benfotiamine sur la TK d’E. coli
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Figure IV.12 : Structure de la benfotiamine 19

Dans la littérature, la benfotiamine n’est pas décrite comme inhibiteur de la TK.
L’effet de la benfotiamine 19 (Figure 1V.12) sur I’activit¢ de la TK humaine a été étudié
uniquement in vivo dans des cellules de moelle osseuse. La TK est activée mais de facon
indirecte via la glucokinase qui est responsable de la conversion du glucose en
glucose-6-phosphate, activant ainsi la voie des pentoses phosphates dans laquelle intervient la
TK*’.

Compte tenu de D’analogie de structure de la benfotiamine avec les inhibiteurs
précédents, il nous a paru intéressant d’étudier in vitro I’effet de la benfotiamine 19 sur la TK
d’E. coli. Nous observons un maximum de 45 % d’inhibition de I’activité de la TK car pour
des concentrations en benfotiamine supérieures a 2 mM, la GAOx est également inhibée. La

benfotiamine est donc un inhibiteur de la TK a une concentration de 0,1 mM.
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Figure IV.13 : Inhibition de la réponse ampérométrique du biocapteur GAOx-TK par la benfotiamine 19
(0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl,, 5 uM ThDP, 2 mM GA, 1 mM p-F6P, E,;,, = 0,6 V/Ag-AgCl,
500 tr.min™)
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IV.3.3.2. Analogues des substrats de la TK

Pour les études réalisées en présence des inhibiteurs qui sont soit des analogues de
substrats donneurs de la TK de type « cétol », soit des analogues de substrats accepteurs de la
TK de type «aldol », I’inhibiteur est ajouté dans le milieu réactionnel juste avant

I’introduction de 1 mM de D-F6P. La reproductibilit¢ des résultats a été testée sur deux

biocapteurs différents.

Effet d’un analogue du substrat accepteur, le D-arabinose-5-phosphate sur la TK
d’E. coli

OH OH
H O, OH

O OH CI)H
Figure IV.14 : Structure du D-A5P 22

Le D-arabinose-5-phosphate 22 (D-ASP, Figure 1V.14) est décrit comme un inhibiteur
compétitif de la TK d’E. coli avec un K; de 6 mM pour I’enzyme libre en solution'?. Avec
notre systéme bi-enzymatique, nous avons pu tracer le pourcentage d’inhibition de la TK en

fonction de la concentration en inhibiteur (Figure IV.15). La CI50 est de 2 mM.
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Figure IV.15 : Inhibition de la réponse ampérométrique du biocapteur GAOx-TK par le
D-arabinose-5-phosphate 22 (0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl,, 0,2 mM ThDP, 2 mM GA, 1 mM
D-F6P, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)
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Effet d’un analogues du substrat donneur, le bromopyruvate sur la TK d’E. coli

(0]

Br\)S(OH

(@)
Figure IV.16 : Structure du bromopyruvate 20

Dans la littérature, le bromopyruvate 20 est décrit comme substrat donneur de la TK
de S. cerevisiae". Cependant le bromopyruvate 20 est également décrit comme inhibiteur
d’autres enzymes telles que la 2-céto-3-déoxy-6-phosphogluconique aldolase'® ou encore la

pyruvate déshydrogénase'’ qui est une enzyme dépendante du pyrophosphate de thiamine

comme la TK.

Nous avons donc envisagé d’étudier I’influence du bromopyruvate 20 a différentes
concentrations sur l’activit¢ de la TK d’E. coli (Figure IV.17). 1l apparait que le
bromopyruvate 20 est un inhibiteur de la TK d’E. coli pour une CI50 de 3 mM.
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Figure IV.17 : Inhibition de la réponse ampérométrique du biocapteur GAOx-TK par le

bromopyruvate 20 (0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl,, 0,2 mM ThDP, 2 mM GA, 1 mM D-F6P,
E.pp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)
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IV.4. Conclusion

L’immobilisation d’une deuxieéme couche TK@HDL sur une couche GAOx@laponite
a permis d’obtenir un biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK qui est réutilisable dans la
journée sans perte significative d’activité. De plus, cette deuxiéme couche externe TK@HDL
n’affecte pas la diffusion des substrats vers la GAOx immobilisée dans la couche interne.

Ce biocapteur a tout d’abord été validé par la détermination du Kpgp, du ThDP. La
valeur obtenue est du méme ordre de grandeur que celle déterminée avec la TK d’E. coli non
immobilisée (Kp =1 uM, cf. paragraphe 11.4.4). L’immobilisation de 1'apo-TK d’E. coli dans
les HDL sous forme de film a la surface de 1’¢lectrode n'affecte donc pas l'affinité de la TK
pour son cofacteur.

Compte-tenu de ces résultats, différents types d’inhibiteurs tels que des analogues du
cofacteur (le pyrophosphate 17 et la benfotiamine 19), un analogue du substrat donneur (le
bromopyruvate 20) et un analogue du substrat accepteur (le D-arabinose-5-phosphate 22) ont
été testés et les résultats obtenus montrent que le biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK
permet de déterminer les CI50 de différentes molécules, analogues du ThDP ou du substrat,

pour la TK immobilisée a la surface de 1’¢lectrode (Tableau IV.7).

Tableau IV.7 : CI50 des inhibiteurs testés de la TK (0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl,, 5 uM
ThDP, 2 mM GA, 1 mM D-F6P, E,,, = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™)

Inhibiteurs de la TK CI50 (mM)
Pyrophosphate 17 0,05
Benfotiamine 19 2
D-arabinose-5-phosphate 22 2
Bromopyruvate 20 3

Malgré les difficultés rencontrées, ces premiers résultats sont encourageants.
L’utilisation d’un biocapteur ampérométrique pour la détection d’inhibiteurs de la TK, jamais
envisagée jusqu’alors, est une méthode rapide et reproductible. Notre étude c’est limitée a
certaines molécules commerciales qui ne sont pas de bons inhibiteurs de la TK d’E. coli. Elle
devrait €tre étendue a d’autres molécules synthétisées ayant une bonne activité inhibitrice vis-
a-vis de la TK. Il faut également veiller aux effets d’interférence dus a I’inhibition de
I’enzyme auxiliaire, la GAOXx et aussi a ’effet de la matrice HDL. Des mesures simultanées
avec plusieurs électrodes en paralléle permettraient certainement d’envisager le criblage de

nouveaux inhibiteurs.
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Le but de ces travaux était de développer un test alliant rapidité, sensibilité et faible
colt avec pour objectifs d’une part la détection de ’activité de la TK libre en solution et
d’autre part la détection d’inhibiteurs de cette enzyme. Nous avons choisi un mode de
détection ampérométrique via un biocapteur qui combine ces avantages.

En ce qui concerne le premier objectif, la détection de 1’activité de la TK libre en
solution, deux biocapteurs ont été envisagés.

Le premier biocapteur, a polyphénol oxydase (PPO), nécessite 1’intervention d’une
protéine auxiliaire, la BSA, et la synthése d’un substrat non physiologique de la TK, 1’ester
éthylique de la N-acétyl-O-(2R, 3S, S5-trihydroxy-4-oxopentyl)-L-tyrosine 1. Malgré
I’amplification du signal par le biocapteur, les réponses ampérométriques obtenues sont
faibles ; en raison, d’une part, de la faible affinité du composé 1 vis-a-vis de la TK et, d’autre
part, de la réaction de 3-élimination, catalysée par la BSA, qui est limitante. De plus, un autre
handicap de ce systéme est la synthése du composé 1 qui n’est pas commercial.

Comme alternative, un deuxiéme biocapteur, a galactose oxydase (GAOx), a été mis
au point par immobilisation de cette enzyme dans une argile cationique (la laponite). Ce
biocapteur GAOx@laponite que nous avons €laboré est trés performant. Il est au moins cing
fois plus sensible que les biocapteurs 8 GAOx déja décrits dans la littérature. Ces travaux ont
fait I’objet d’une publication donnée en annexe. Avec ce nouveau biocapteur, la détection de
I’activité de la TK a été effectuée en présence de substrats non synthétiques ayant une
meilleure affinit¢ pour la TK, le D-fructose-6-phosphate (D-F6P), substrat donneur
physiologique et le glycolaldéhyde (GA), le meilleur substrat accepteur non phosphorylé
connu pour cette enzyme. Avec ce biocapteur, les activités des TK d’E. coli et humaine libres
en solution ont donc été¢ déterminées in vitro de fagon rapide et avec une sensibilité dix fois
plus importante que les tests spectrophotométriques décrits a ce jour. De plus, le biocapteur
n’influence pas ’affinité du cofacteur, le ThDP, pour la TK.

Le deuxieme objectif était de détecter des inhibiteurs de la TK avec un systeme de
détection réutilisable et peu coliteux en enzymes. Pour cela, un biocapteur bi-enzymatique
GAOx-TK a été ¢laboré dans lequel la GAOx et la TK d’E. coli sont co-immobilisées a la
surface de I’électrode.

La premicre étape pour atteindre cet objectif a été¢ I’'immobilisation de la TK d’E. coli
dans des matériaux inorganiques lamellaires, les Hydroxydes Doubles Lamellaires (HDL).
Avant d’effectuer I’immobilisation de cette enzyme dans ces matériaux, les propriétés
structurales et d’adsorption des HDL ont été étudiées en présence de tampon, dont la présence

est nécessaire pour la stabilité¢ de I’enzyme, et de composés phosphorylés impliqués dans a la
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réaction enzymatique. La présence de tampon Gly-Gly conduit au remplacement des anions
nitrates intercalés entre les feuillets HDL par des ions carbonates et des molécules de
dipeptide. L’interaction spécifique entre ces molécules de tampon et les plaquettes HDL
conduit a la formation d'un réseau 3D hydrophile et flexible constitué¢ de petites plaquettes
d’HDL favorable a I’encapsulation de I’enzyme. L’adsorption de molécules phosphorylées
tels que le cofacteur, le ThDP et le substrat donneur, le D-F6P est trés limitée sur les phases
HDL Mg, Al-Gly-Gly.

Apres avoir étudié les propriétés d’adsorption de la TK d’E. coli sur différentes
matrices HDL et dans différents tampons, les conditions de préparation du biohybride
TK@Mg,Al-Gly-Gly.o, ont été optimisées en utilisant la méthode de coprécipitation. Ce
biohybride conduit a une activité spécifique reproductible et stable de la TK d’E. coli de
12,0+ 0,3 U.mg™, valeur qui est dix fois plus élevée que celle obtenue lors de travaux
préliminaires d’immobilisation réalisés avec un extrait brut de TK de S. cerevisiae. De plus,
une fois déposé a la surface d’une électrode sous forme de film homogene, ce biohybride
maintient la TK d’E. coli active avec une activité spécifique de 2,70 + 0,06 U.mg”.cm™. Une
partie de ces résultats obtenus ont fait 1’objet d’une seconde publication donnée en annexe.

La deuxiéme étape a consisté en la mise au point du biocapteur bi-enzymatique
GAOx-TK en bicouche avec une couche interne constituée du biohybride GAOx@]aponite et
une couche externe constituée du biohybride TK@Mg,Al-Gly-Gly,,p. Cette deuxiéme couche
n’affecte pas la diffusion des substrats vers la GAOx immobilisée dans la couche interne. De
plus, le biocapteur bi-enzymatique a été validé en déterminant le Kp,p,p, du ThDP qui est du
méme ordre de grandeur que celui déterminé avec la TK d’E. coli non immobilisée.
L’immobilisation de l'apo-TK d’E. coli dans les HDL sous forme de film a la surface de
I’¢lectrode n'affecte donc pas l'affinité de la TK pour son cofacteur. Enfin, ce biocapteur
GAOx-TK est réutilisable plusieurs fois dans la journée, sans perte significative d’activité.

Enfin, la derni¢re étape a été 1’étude de I’inhibition de la TK par des analogues du
cofacteur et des analogues de substrat. Notre étude s’est limitée a des molécules commerciales
décrites comme inhibiteurs moyens de différentes sources de TKs. Une étape préliminaire a
¢té I’étude de ’influence des inhibiteurs choisis sur I’enzyme auxiliaire, la GAOx. Cette étude
nous a permis d’écarter un analogue de substrat décrit comme inhibiteur de la TK, le
p-hydroxyphénylpyruvate, qui s’oxyde a 1’¢lectrode a 0,6 V et qui est substrat de la GAOx.
Le D-arabinose-5-phosphate, analogue du substrat accepteur de la TK, et la thiamine, la
thiamine monophosphate, 1’oxythiamine et la benfotiamine, analogue du ThDP, inhibent la

GAOx. Nous avons donc déterminé la concentration maximale pour chaque molécule
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permettant de tester I’inhibition de la TK sans inhiber la GAOx. Le pyrophosphate et le
bromopyruvate, analogue du substrat donneur de la TK, n’ont quant a eux aucun effet sur la
GAOx.

Pour des concentrations qui n’inhibent pas la GAOx, aucune inhibition de la TK
d’E. coli n’est détectée par la thiamine, la thiamine monophosphate, 1’oxythiamine.
Cependant, il est a souligner que ces molécules sont décrites dans la littérature comme de
mauvais inhibiteurs de la TK. Nous avons en revanche obtenu des CI50 avec d’autres
analogues du cofacteur (le pyrophosphate et la benfotiamine), et un analogue du substrat
accepteur (le D-arabinose-5-phosphate). Un analogue du substrat donneur, le bromopyruvate,
jamais proposé en tant qu’inhibiteur, conduit aussi a une inhibition de la TK. De plus, une
é¢tude plus approfondie avec le pyrophosphate, nous a permis d’obtenir une constante
d’inhibition (K;) de 1 uM pour ce composé. Cependant, nous avons observé un effet de
I’immobilisation de la TK sur le type d’inhibition par rapport a la TK non immobilisée.

Ce travail constitue une premiere approche de la détermination de I’activité des TKs
d’E. coli et humaine et de la détection d’inhibiteurs de la TK d’E. coli, choisie comme
modele, avec un biocapteur ampérométrique. Cette méthode basée sur un mode de détection
ampérométrique via un biocapteur est rapide, sensible et reproductible. De plus, 1’utilisation
de biocapteurs pour le suivi d’activité enzymatique ou I’inhibition d’enzyme pour une
application médicale comme le criblage d’inhibiteurs est une stratégie originale car trés peu
d’exemples existent dans la littérature. Les perspectives de ces travaux sont nombreuses.

Nos travaux se sont limités a la détection de I’activité des TKs d’E. coli et humaine
purifiées dans un milieu tamponné. Il faudrait poursuivre 1’étude en présence de milieux plus
complexes contenant la TK humaine tels que des fluides biologiques afin d’appliquer notre
stratégie dans un but de diagnostic. En effet, la TK humaine est un marqueur de nombreuses
maladies (cancers, diabéte, maladies neurodégénératives). Dans ce cas, notre systeme
ampérométrique basé sur la détection du peroxyde d’hydrogene a 0,6 V/Ag-AgCl devra étre
adapté. En effet, a ce potentiel d’oxydation assez élevé, les interférences liées aux molécules
présentes dans les milieux biologiques pourraient étre nombreuses. Une solution serait la
diminution du potentiel pour la détection du peroxyde d’hydrogeéne grace a un médiateur
rédox, le Bleu de Prusse (BP). Nous avons effectu¢ des études préliminaires avec des
¢lectrodes sérigraphiées modifiée au Bleu de Prusse gracieusement données par le Pr. Thierry
Noguer (IMAGES) de I’Université de Perpignan sur lesquelles nous avons déposé, soit une
couche de biohybride GAOx@laponite (50:25 pg:ug), soit une premiere couche
GAOx@]laponite et une deuxiéme couche de biohybride TK@HDL (33:66 pg:ug). Nous
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avons pu détecter le L-érythrulose (L-Ery) et la dihydroxyacétone (DHA) avec ces électrodes a
un potentiel de -0,2 V/Ag-AgCl grace a la réduction électrocatalytique du peroxyde
d’hydrogene par le BP. A titre indicatif les performances de ces bioélectrodes sont données
dans le Tableau matériel et méthodes. La détection du L-Ery ou du DHA est donc possible
avec ce type de biocapteurs, néanmoins, ils devront étre optimisés car les valeurs de
sensibilités restent faibles.

De plus, la réaction catalysée par la TK que nous avons choisie est réversible, ce qui
limite la formation du L-Ery. Pour optimiser les résultats obtenus, 1’équilibre pourrait étre
déplacé vers la formation des produits a I’aide d’une enzyme prenant en charge le deuxiéme
produit. Par exemple, le D-F6P, substrat donneur utilisé dans le test, pourra étre remplacé par
le D-xylulose-5-phosphate (D-X5P). En présence de GA, la TK catalyserait alors la formation
de L-Ery et de D-glycéraldéhyde-3-phosphate (D-G3P). La triose phosphate isomérase (TPI)
pourra étre utilisée pour catalyser 1’isomérisation du D-G3P d en dihydroxyacétone phosphate
(DHAP) (Figure 1). La constante d’équilibre de cette réaction est largement en faveur de la
formation du DHAP (96 %). L’équilibre de la réaction catalysée par la TK devrait étre alors

déplace vers la formation des produits et la réponse a I’électrode accrue.

O OH OH
HO\)K/E\/OPO::,Z_ 4 ‘/\OH e H OPO3 + /ﬁw/k/
O

= ThDP, Mg?*
D-X5P GA D-G3P L-Ery

TPI GAOX
H20,

HO OPO3 /\H/b
DHAP

(S)-2- hydroxy -3-oxobutanal

Figure 1 : Réactions catalysées par la TK a partir du D-X5P et du GA

Enfin, la poursuite de ce travail sur la détection d’inhibiteurs de la TK s’inscrit dans le
projet ANR jeune chercheur TRANSBIOSCREEN dont le Dr. Franck Charmantray (ICCF)
est le porteur. Ce projet sera réalisé a I’ICCF par les équipes SEESIB et MI en collaboration
avec le Dr. Bastien Doumeche (ICBMS) de I'Université Claude Bernard de Lyon. La
miniaturisation et I’automatisation du systéme est envisagée dans des microplaques 96 puits
contenants des électrodes sérigraphiées. La co-immobilisation de la TK humaine et de la

GAOx est envisagée dans des matériaux composites HDL@biopolymeres, biocompatibles
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pour ces deux enzymes ayant des points isoélectriques différents (Figure 2). La transduction

se fera avec des électrodes modifiées au BP situées au fond des puits.

ANTIANTIENTRAN SN

Enz TK lay: { Chit Alg PB

z/Clay ratios
Clay/hiopolymer ratios

Carbon-PB

o

Figure 2 : Stratégies mises en place dans le projet ANR JCJC SVSE 5-2013 TRANSBIOSCREEN

Carbon

L

Electrochemical reduction of H,0,

La réussite de ce projet, dont ce travail de theése a permis d’établir le cahier des
charges, permettra d’un point de vue diagnostic, la détection de la TK humaine dans des
fluides biologiques et d’un point de vue thérapeutique le criblage de nouveaux inhibiteurs de

cette enzyme.
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Matériel et méthodes

A.Matériel

A. 1. Produits

Les produits (réactifs et tampons) sont commerciaux et proviennent de chez
Sigma-Aldrich et Acros. Ils ont été utilisés sans purification préalable. Le réactif de Bradford
est comercialisé par Bio-Rad et la résine Ni-NTA par Qiagen.

L’albumine de sérum bovin (BSA) provient de chez Sigma-Aldrich ou Acros. La
galactose oxydase de Dactylium dendroides (GAOx, EC 1.1.3.9) 4 76 U.mg' est achetée chez
Worthington. La polyphénol oxydase (PPO, EC 1.14.18.1) a 3933 U.mg', I’alcool
déshydrogénase de levure de boulanger (ADH) a 331 U.mg™, la peroxydase de raifort (HRP,
EC 1.11.1.7) 4 59 U.mg", la glucose-6-phosphate déshydrogénase de levure de boulanger
(G6PDH) a 271 U.mg, la phosphoglucose isomérase levure de boulanger (TPI) a 561 U.mg’

'proviennent de chez Sigma-Aldrich.
A. 2. Appareillage d’électrochimie

Les mesures de voltammétrie cyclique (VC), de voltammétrie a balayage linéaire (VL)
et la chrono-ampérométrie ont été réalisées avec un potentiostat EA161 (eDAQ) relié a une
cellule thermostatée a trois électrodes; une électrode de référence (Ag/AgCl), une électrode
auxiliaire en platine et une électrode de travail de carbone vitreux ou en platine (® = 0,5 cm,

A=0,196 cm®).
A. 3. Techniques chromatographiques

L’avancement des réactions est suivi par analyse chromatographique sur couche mince
(CCM) en utilisant des plaques d’aluminium recouverte de silice (Merck® DC Gel de silice
60F,s4) et des systémes d’éluants appropriés (dichloroéthane / méthanol ; acétate d’éthyle /
cyclohexane). Les CCM sont révélées par exposition sous UV et par ['utilisation d’un
révélateur spécifique, la vanilline.

Les produits sont généralement purifiés par colonne chromatographique en utilisant un
gel de silice éclair (Merck® Gel de silice 40-63 pm) et un systeme d’éluant approprié
(déterminé par CCM). La hauteur standard des colonnes réalisées est de 1’ordre de 15

centimetres et le diametre est choisi en fonction de la quantité de produit a purifier.
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A. 4. Spectrophotométrie UV-Visible

Les acticités enzymatiques des TKs libres, immobilisées ou sous forme de film et le
dosage des protéines sont réalisés avec un spectrophtometre UV-Visible Evolution 500

UV-Visible (Nicolet).
A. 5. Zétameétre

Les mesures de potentiel Z&ta ont été effectuées avec le nanoZS Zetasizer instrument

Malvern.
A. 6. Polarimetre

Les pouvoirs rotatoires sont déterminés avec un polarimetre Jasco DIP 370 a 25°C a la
longueur d’onde de la raie D du sodium (A = 589 nm). Les produits sont en solution, et la

concentration est exprimée en gramme par décilitre.
A. 7. Analyse thermogravimétrique

Les thermogrammes ont été enregistrés avec un analyseur thermogravimétrique

SETSYS Evolution TGA de SETARAM.
A. 8. Spectroscopie Infrarouge a transformée de Fourier

Les spectres d’adsorption Infrarouge ont été réalisés a 1’aide d’un spectrophotometre a
transformée de Fourier Nicolet 5700 de Thermo Scientific dans une gamme de fréquences
comprises entre 400 et 4000 cm™. Les échantillons sont conditionnés sous forme de pastilles

constituées d’une masse d’environ 2 mg de poudre a analyser et de 200 mg de KBr.
A. 9. Diffraction des rayons X sur poudre

Les diagrammes de diffraction X ont été enregistrés sur un diffractométre Philips
X-Pert Pro équipé d’un monochromateur de graphite en utilisant des rayonnements CuKa
avec A =0,14415 nm. Les diffractogrammes ont été réalisés dans un domaine angulaire en 20
de 2 a 70° avec un incrément angulaire en 20 : 0,033°, et un temps d’intégration par comptage
de 200 s. Les échantillons ont été préparés par sédimentation et séchage a 4°C sur plaque de

verre ou de silicium.
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A.10. RMN

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) ont été enregistrés avec un
spectrométre BRUKER AC 400 (400,13 MHz en 'H et 100,13 MHz en “C). Les
déplacements chimiques sont exprimés en partie par million (ppm) par rapport au solvant
deutéré dans lequel le spectre a été réalisé. La numérotation des carbones et des protons des
molécules ne correspond pas toujours a la nomenclature et est attribuée de facon arbitraire.
Les abréviations utilisées pour décrire les signaux sont : s : singulet, d : doublet, dd : doublet

dédouble, dt : doublet détriplé, t : triplet, q : quadruplet, m : multiplet.
A. 11. Spectrométre de masse

Les spectres de masse haute résolution (HRMS) ont été réalisés sur un appareil de type

Micromass Q-TOF micro Waters® équipé d’une source d’ionisation elecrospray (ESI).
A.12. LC/MS

Les analyses par LC/MS ont été effectuées sur un systéeme de chromatographie liquide
haute performance (HPLC) Waters® Alliance® 2695 équipé d’un détecteur a photodiodes et
couplé a un spectrométre de masse Micromass microQTOF, comportant une source

electrospray de type Z-spray.
A. 13. Microscopie électronique a balayage

Les clichés de microscopie électronique a balayage (MEB) ont été enregistrés au
centre Casimir a Aubiere a ’aide d’un microscope supra Zeiss 55-VP avec une énergie
d’¢électrons de 1,0 kV. La spectroscopie par dispersion en énergie des rayons X (EDX) a été
effectuée avec une tension d’accélération de 15kV avec le cuivre comme standard pour

1’étalonnage.

A. 14. Spectrométrie d’Emission Atomique Source Plasma a

Couplage Inductif (ICP-AES)

La composition élémentaire des HDL a été effectuée au laboratoire Magmas et
Volcans a Clermont-Ferrand dans le cadre du Centre Régional des Mesures Physiques

(UBP-START) avec un spectrometre Jobin-Yvon ULTIMA C de HORIBA.
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B. Méthodes

B. 1. Synthéses des composés organiques

Ester éthylique de la N-acétyl-O-(prop-2-enyl)-L-tyrosine 7

5 A 3 2 1.NHAC
B moza
y 96

Formule Brute : C4gH21NOy4
Masse moléculaire : 291,34 g.mol"

A 4,5 g de ’ester éthylique de la N-acétyl-L-tyrosine (3) (N-Ac-tyr-OEt) (18 mmol)
dans 24 mL d’acétone sont ajoutés 2,74 g (19,8 mmol) de carbonate de potassium et 3,12 mL
(36 mmol) de bromure d’allyle. Apres 1’addition, le milieu réactionnel est laissé 4 heures sous
agitation a reflux de 1’acétone. La réaction est suivie par CCM (AcOEt/Cyclohexane 7/3).
Une fois la réaction achevée, le milieu réactionnel est évaporé sous vide, le résidu est alors
repris dans 120 mL d’une solution NaOH 5 %/éther (1/1 v/v). L’extraction est réalisée avec
quatre fois 40 mL d’éther. La phase organique est séchée sur MgSO,4 avant d’étre évaporée
sous pression réduite. Le composé est obtenu sous forme d’un solide blanc avec un rendement

de 90%.

CCM : Rf (acétate d’¢thyle / cyclohexane : 7/3) = 0,4 (vanilline)

[alp? : 21,1 (c=1; MeOH)

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & : 7,00 (d, *J 7.y = 6,6 Hz, 2H, Hy), 6,82 (d, *J;. = 7,2 Hz, 2H,
Hs), 5,99 (m,1H, Hy"), 5,40 (d, *J;.y = 13,4 Hz, 1H, H,) 5,27 (d, *J;.y = 13,4 Hz, 1H, H,),4,81
(dt, *Jip= 6,8 Hz, 1H, H)), 4,5 (d, *Jpy = 5 Hz, 2H, Hy"), 4,16 (q, *J i = 6,2 Hz, 2H, CH,
ester), 3,05 (m, 2H, H,), 1,98 (s,3H, CHj acétyle), 1,25 (t, V= 6,8 Hz, 3H, CHj; ester).
RMN '3C (100 MHz, CDCl3) & : 171,7 (C=0 ester), 169,6 (C=0O amide), 157,3 (C), 133,2
(C2), 130,3 (Cs), 128,4 (C3), 117,4 (C3), 114,7 (Cy), 70,4 (Cy), 61,3 (C,), 53,3 (C)), 36,2
(CHj; ester), 23,1 (CHj acétyle), 14,1 (CHj ester).

HRMS m/z : (M+Na)" théorique : 314,1368 ; mesuré : 314,1362
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Ester éthylique de la N-acétyl-O-(2-oxoéthyl)-L-tyrosine 6

5 432 1 NHAC
’ Q/\
Ox o s CO,Et
2'

Formule Brute : C45HgNOg
Masse Moléculaire : 293,32 g.mol”

Dans un ballon bicol, 1,8 g du composé 7 (6,2 mmol) sont dissout dans 20 mL de
dichlorométhane. O; est alors introduit a -78°C. La réaction est suivie par CCM
(dichlorométhane/méthanol : 9/1). Une fois la réaction terminée, 0,76 mL (10,3 mmol) de
sulfure de diméthyle sont ajoutés, la réaction est laissée sous agitation a température ambiante
pendant une nuit. Le milieu réactionnel est évaporé sous pression réduite. Le résidu obtenu est
purifié par chromatographie sur gel de silice (dichlorométhane/méthanol : 9/1). Le composé

est obtenu sous forme d’une huile 1égérement jaunatre avec un rendement de 90 %.

CCM : Rf (dichlorométhane/méthanol : 9/1) = 0,36 (vanilline)

[a]p?! : 7,4 (c =1 ; MeOH)

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & : 9,77 (s,1H, Hy'), 7,14 (d, *J .y = 6,6 Hz, 2H, H,), 6,88 (d, *J 1.
n=7,2Hz, 2H, Hs), 4,75 (dt, *T .y = 6,8 Hz, 1H, H)), 4,5 (d, *Jy = 5 Hz, 2H, H}»), 4,14 (q,
V= 6,2 Hz, 2H, CH, ester), 3,07 (dd, *J .y = 13,4 Hz, *J;.p = 5,4 Hz, 1H, H,), 2,90 (dd,
V=132 Hz, *J.p=9,0 Hz, 1H, H,), 1,93 (s,3H, CH; acétyle), 1,22 (t, *J;.y = 6,8 Hz, 3H,
CH; ester).

RMN '3C (100 MHz, CDCl3) & : 199,42 (Cy), 171,97 (C=0 amide), 170,64 (C=O ester),
157,23 (Cy), 130,43 (2Cs), 128,53 (C3), 114,81 (2C4), 70,67 (Cy+), 61,3 (CH, ester), 53,53
(Cy), 36,15 (Cy), 23,02 (CHj acétyle), 14,21 (CHj ester).

HRMS m/z : (M+Na)" théorique : 316,1161 ; mesuré : 316,1150
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Ester éthylique de la N-acétyl-O-(2R, 38, 5-trihydroxy-4-oxopentyl)-L-tyrosine 1

4.3 21 NHAC
5 OH j©/\
.
o L 2 CO,Et
HO 3 0 2

6

Formule Brute : C1gH5NOg
Masse Moléculaire : 383,39 g.mol’!

A une solution du composé 6 (0,1 g, 0,34 mmol) dans 6,5 mL de tampon HEPES a
0,1 M, sont ajoutés 0,06 g (0.67 mmol) de DHA. Le pH est ajusté a 7,5 avec une solution de
NaOH 0,1 M. 0,05 g (150 U) de FSA A129S dessalée de son tampon Gly-Gly par colonne
PD-10 puis I’extrait enzymatique est ajouté au milieu réactionnel. Celui-ci est laissé¢ sous
agitation a température ambiante pendant une nuit. Aprés consommation totale du composé 6,
le milieu réactionnel est évaporé sous pression réduite, puis 20 mL de méthanol sont ajoutés
au milieu réactionnel avant centrifugation a 4000 g pendant 15 minutes. Le surnageant est
filtré, puis évaporé sous vide. Le résidu obtenu est purifi¢ par chromatographie sur gel de
silice (dichlorométhane/méthanol : 9/1) et ensuite par extraction en phase solide (SPE) avec
un support oasis® HLB (hydrophile lypophile en phase inverse). Le composé 4 est obtenu

sous forme d’un solide blanc avec un rendement de 60 %.

CCM : Rf (dichlorométhane/méthanol : 9/1) = 0,29 (vanilline)

[a]p?! : 9,25 (¢ =1 ; MeOH)

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) & : 7,14 (d, *J;.; = 7,8 Hz, 2H, Hy), 6,90 (d, *J;,; = 8,0 Hz, 2H,
Hs), 4,67-4,38 (m,4H, Hs- et ester), 4,36-4,25 (m,1H, H)), 4,21-4,06 (m,3H, Hy" 2« 3'), 4,04-
3,95 (m,1H, H;"), 3,07 (dd, *Jpy = 13,7 Hz, *J = 5,4 Hz, 2H, Hy), 2,90 (dd, *J;.; = 13,4 Hz,
3Yu.n= 8,9 Hz, 2H, H,), 1,93 (s,3H, CH; acétyle), 1,22 (t, *J.p = 6,9 Hz, 3H, CHj ester).
RMN '3C (100 MHz, CDCls) 6 : 213,58 (Cy4), 173,34 (C=0 amide et C=0 ester), 159,25
(Ce), 131,41 (Cs), 130,61 (Cs), 116,03 (Cy), 77,40 (C3-), 71,91 (Cy), 69,28 (C1"), 68,11 (Cs),
62,44 (CH,; ester), 55,77 (C,), 37,84 (C,), 22,38 (CHj acétyle), 14,57 (CH; ester).

HRMS m/z : (M+Na)" théorique : 406,1478 ; mesuré : 406,1488
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B. 2. Synthéses des phases HDL

Synthése par coprécipitation

Les HDL: ZnAl-Cl, Zn,Al-NOs;, Zn,Al-Alginate, Zn,AI-MOPS, Mg,Al-Cl,
Mg, Al-NO; et Ni,Al-Cl, ont été synthétisés précédemment au laboratoire selon la méthode de
coprécipitation.

Un mélange de solution aqueuse de sels de métaux divalents (Mg(NOs),2H,0) et de
sels de métaux trivalents (AI(NO3)3y9H,0) avec un rapport molaire (R) M"/M™ de 2 et une
concentration totale de cations métalliques de 1 M, sont introduit a flux constant dans un
réacteur contenant de I’eau déionisée. Le pH est fixé a 9 et est maintenu constant pendant la
coprécipitation par additions simultanées d’une solution a 2 M de NaOH. La suspension est
maintenue sous agitation pendant 24 heures a température ambiante. Le produit final est
centrifugé et lavé un grand nombre de fois avec de 1’eau déionisée et finalement séché a 1’air a
température ambiante. La synthese est réalisée sous atmosphére d’azote afin d’éviter toutes
contamination par le CO, atmosphérique.

Pour la phase Mg,Al-Gly-Gly.op, les conditions de coprécipitation sont identiques a
celles décrites ci-dessus avec 0,1 M de Gly-Gly dans le réacteur de synthese.

La phase Zn,Al-MOPS a été synthétisée précédemment au laboratoire selon la
méthode de coprécipitation (donnée non publi¢). Un mélange de solution aqueuse de sels de
métaux divalents (ZnCl,2H,0) et de sels de métaux trivalents (AICl39H,0) avec un rapport
molaire (R) M"/M™ de 2, et une concentration totale de cations métalliques de 0,1 M, sont
introduit a flux constant dans un réacteur contenant de le tampon MOPS. Le pH est fix¢ a 7,5
et est maintenu constant pendant la coprécipitation par additions simultanées d’une solution a
0,1 M de NaOH. La suspension est vieillie sous agitation pendant 24 heures a température
ambiante. Le produit final est centrifugé et lavé un grand nombre de fois avec de I’eau
déionisée et finalement séché a I’air a température ambiante. La synthése est réalisée sous
atmosphere d’azote afin d’éviter toutes contamination par le CO, atmosphérique.

Les biohybrides TK d’E. coli@HDL,,, sont préparés par la voie de coprécipitation
comme décrit précédemment en présence de TK d’E. coli dans le réacteur de synthése. La
méthode a été adaptée pour la synthése de petites quantités. Un mélange de solution aqueuse
de Mg(NO3),2H,0 et de A[(NO3);9H,0 avec un rapport molaire (R) Mg>" /Al de 2 ou 4 et
une concentration totale de cations métalliques de 0,1 M, sont introduits a flux constant

(0,015 mL.min") dans un réacteur contenant 10 mL d’eau déionisée ou 0,1 a 0,01 M de
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tampon Gly-Gly et 4, 10 ou 20 mg de TK d’E. coli. Les rapport TK/HDL (Q) sont fixés a
0,2; 0,5 et 1. Le pH est fixé a 9 et est maintenu constant pendant la coprécipitation par
additions simultanées d’une solution a 0,1 M de NaOH. La réaction est agitée dans un bain
glacé pendant 3 heures sous atmosphére d’azote. Le produit obtenu est centrifugé a 12000 g

pendant 20 minutes et lavé trois fois.

Réactions d’échange de la phase Mg, Al-NOs avec le tampon MOPS et Gly-Gly

35 mg de Mg,Al-NO; sont mis en suspension (10 mg.mL") pendant une nuit sous
agitation a atmosphére ambiante dans 3,5 mL de tampon MOPS 0,05 M pH 7,5 ou de tampon
Gly-Gly 0,1 M pH 7,50u encore pH 9. Le produit final est centrifugé a 12000 g pendant 20

minutes et lavé trois fois.

Adsorption de molécules phosphorylées sur Mg, AI-NO»

1 a27,6 mgde ThDP (2 a 60 mM) ou 0,3 a 200 mg de D-F6P (1 a 658 mM) sont mis
en contact avec 4 mg de Mg,Al-NO; pendant 3 heures sous agitation sous air a 5°C dans
I mL d’eau pure pH 6,5 ou dans du tampon Gly-Gly 0,1 M pH 7,5. Le produit final est

centrifugé a 12000 g pendant 20 minutes et lavé trois fois.

Préparation des biohybrides TK d’E. coli@HDL par adsorption

L’adsorption de la TK d’E. coli sur ’HDL est effectuée en mélangeant 1’enzyme et
une suspension d’HDL. L’HDL est mis en suspension (10 mg.mL™") soit dans de 1’eau pure
soit dans du tampon MOPS 0,05 M pH 7,5 soit dans 1 mL de tampon Gly-Gly 0,1 M pH 7.5
et sous agitation pendant une nuit. Dans une solution de 1 mL, une quantité de TK d’E. coli
(0,8;1,6;2,4;3,2 et 4 mg) est ajoutée a 4 mg d’HDL en suspension (0,4 mL). Cette solution
est mise sous agitation a 5°C pendant 3 heures sous air. Les rapports initiaux TK/HDL (Qq,)
sont les rapports entre la quantité totale de protéines utilisées et la quantit¢ d’HDL. Ces
rapport sont fixés a 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 et 1. Le produit obtenu est centrifugé a 12000 g
pendant 20 minutes et lavé trois fois. La quantité de protéine immobilisée et par conséquent le
rapport expérimental TK/HDL (Qcyp) correspond a la différence entre la quantité initiale de
protéines et celles non immobilisées retrouvées dans les eaux de lavage. Cette quantité est

déterminée par la méthode de Bradford décrite dans le paragraphe B. 3. 1.
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Préparation du film TK@HDL

Avant la préparation du film, le disque de carbone vitreux (@ =0,5cm,
A=0,196 cm®) sur lequel est déposé le film est poli sur un feutre avec une suspension
d’alumine (0,05 um), puis il est rincé dans un mélange 50/50 eau/éthanol dans un bain a
ultrasons pendant 10 minutes et séché a ’air comprimé. 100 pg (20 uL) d’une suspension de
biohybride TK@Mg,Al-Gly-Gly (5 mg.mL™") sont déposés sur un disque de carbone vitreux
et séchés soit 2h30 a température ambiante, soit une nuit a 4°C, soit 1 heure sous vide. Le film

est ensuite incubé dans 0,1 ou 0,025 M de tampon Gly-Gly.
B. 3. Techniques biochimiques

B. 3. 1. Production et purification des TKs

Les TKs ont été obtenues dans le cadre de collaborations antérieures avec le Prof.
G. Schneider (Université de Stockholm, Suede) pour la TK de S. cerevisiae, avec le Prof.
W. D. Fessner (Université de Darmstadt, Allemagne) pour la TK d’E. coli et avec le Prof.
G. Sprenger (Université de Stuttgart, Allemagne) pour la TK humaine.

Culture des cellules : service de microbiologie de I’ICCF

Tous les milieux de culture sont stérilisés en autoclave (20 minutes a 121°C) avant
utilisation. Les solutions d’antibiotiques sont préparées dans 1’eau distillée et stérilisées par
filtration sur filtre 0,22 pm. Les milieux gélosés sont obtenus par ajout d’Agar (Difco™) a une
concentration de 15 gL', Les antibiotiques sont ajoutés aux concentrations suivantes :
chloramphénicol : 25 mg.L™", kanamycine : 30 mg.L"' et ampicilline : 100 mg.L"™".

Le milieu SC est constitué¢ de : 6,7 g de Yeast Nitrogene Base, 5,04 g de (NH4),SOy,
20 mg de L-tryptophane, 20 mg de L-histidine, 20 mg de L-arginine, 20 mg de L-méthionine,
20 mg de L-thréonine, 30 mg de L-tyrosine, 30 mg de L-isoleucine, 30 mg de L-lysine, 50 mg
de L-phénylalanine, 100 mg de L-glutamate, 150 mg de L-valine, 450 mg de L-sérine - H,O
distillée gsp 1 L.

Le milieu LB Difco® est constitué¢ de : 10 g de triptone, 5 g d’extrait de levure, 10 g
de NaCl - H,O distillée qsp 1 L.

La souche H402(pTKL1) de S. cerevisiae est cultivée dans 10 mL de milieu SC a
30°C pendant 48 heures sous agitation. La production de TK est réalisée en milieu SC liquide

dans des erlenmeyers de 500 mL contenant 100 mL de milieu SC et 1,5 mL de préculture. Le
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milieu est incubé 40 heures a 30°C sous agitation. Les cellules sont recueillies apres
centrifugation a 2000 g pendant 5 minutes a 4°C et conservées a -20°C. Le rendement de la
culture est d’environ 10 g de cellules (poids humide) par litre de culture.

Les souches BL21 (DE3) pET21 et BL21 (DE3) pET28 d’E. coli sont cultivées dans
100 mL de milieu LB Difco® a 37°C pendant 12 heures sous agitation (200 rpm). La
production de TK est réalisée en milieu LB Difco® liquide dans des erlenmeyers de 500 mL
contenant 200 mL de milieu LB et 4 mL de préculture sous agitation a 37°C. Lorsque les
bactéries sont en phase exponentielle de croissance (densité optique proche de 0,9),
I’induction par 0,5 mM d’IPTG est effectuée et le milieu est incubé 12 heures a 30°C sous
agitation. Les bactéries sont recueillies apres centrifugation a 7700 g pendant 15 minutes a
4°C, lavées deux fois dans le tampon de lyse (50 mM NaH,PO,4 et 10 mM imidazole, pH 8) et
conservées a —20°C. Le rendement de la culture est d’environ 4 g de cellules (poids humide)

par litre de culture.

Brovyage des cellules

Pour la TK de S. cerevisiae, 5 g de culot cellulaire sont mis en suspension dans 50 mL
de tampon MOPS 0,05 M ou tampon Gly-Gly 0,1 M (pH 7,5). La lyse cellulaire est effectuée
avec le désintégrateur de cellules (Cell Disruption Equipement) réglé a une pression de
2 kBar. Pour éliminer les débris cellulaires, le broyat est soumis a trois centrifugations
successives a 4°C : 120 et 12000 g pendant 15 minutes et 27000 g pendant 20 minutes. Pour
les TK¢pis d’E. coli et humaine, 5 g de culot cellulaire sont mis en suspension dans 40 mL de
tampon de lyse (50 mM NaH,PO, et 10 mM imidazole, pH 8). La lyse cellulaire est effectuée
par sonication a 4°C. Pour éliminer les débris cellulaires, le broyat est soumis a une

centrifugation de 12000 g pendant 20 minutes a 4°C.
Purification

Pour la TK de S. cerevisiae, les extraits bruts sont semi-purifiés par chromatographie
sur résine anionique Q-sépharose. Le filtrat est conservé a -18°C.

Pour les TK¢pis d’E. coli et humaine, les extraits bruts obtenus aprés broyage sont
incubés une heures a 4°C sous agitation avec 40 mL de résine Ni-NTA (nickel acide
nitrilotriacétique) préalablement équilibrée avec du tampon de lyse. Le mélange est introduit
dans une colonne. La fraction de protéines non adsorbées sur la résine est recueillie. Puis trois

lavages successifs sont réalisés avec 40 mL de tampon de lavage (50 mM NaH,PO, et 20 mM
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imidazole, pH 8). Les TKgpis d’E. coli et humaine sont éluées avec 80 mL de tampon
d’¢lution (50 mM NaH,PO, et 250 mM imidazole, pH 8). Le filtrat est ultrafiltré pour
échanger le tampon avec 0,5 M de MOPS ou 0,1 mM de Gly-Gly (pH 7,5). Les filtrats sont

conservés a -18°C.

Electrophorése SDS-PAGE

Le gel de séparation a 10 % d’acrylamide est préparé a partir de 6,15 mL d’eau ;
3,75 mL de tampon Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 ; 4,95 mL d’acrylamide/bisacrylamide a 30 % ;
75 uL de laurylsulfate de sodium (SDS) a 20 % ; 75 uL de persulfate d’ammonium a 10 % et
150 uL de tétraméthyléthylénediamine (TEMED). Le gel de concentration a 4 %
d’acrylamide est préparé a partir de 3,075 mL d’eau ; 1,25 mL de tampon Tris-HCI 1,5 M, pH
8,8 ; 67 mL d’acrylamide/bisacrylamide a 30 % ; 25 pL de SDS a 20 % ; 100 pL de persulfate
d’ammonium a 10 % et 100 uL. de TEMED.

20 uL d’échantillon sont mélangés a 5 uL de tampon d’échantillon (0,2 M de tampon
Tris-HC1 pH 6,8, 10 % w/v de SDS, 20 % v/v de Glycérol et 0,05 % w/v de bleu de
bromophénol) Le mélange est incubé a 95°C pendant 10 minutes et est ensuite déposés sur le
gel d’¢lectrophorese. Un marqueur de masse moléculaire connue (Broad Range, Biorad) est
¢galement déposé (8 pL).

La migration s’effectue dans un champ électrique de 20 mV dans un tampon
d’¢électrophorese (Tris Buffer Glycine/SDS-Bio-Rad).

Le gel est coloré pendant une nuit a température ambiante dans une solution contenant
0,1 % de bleu de Coomassie (R-250, Sigma) ; 20 % de méthanol et 7 % d’acide acétique. Le
gel est ensuite décoloré dans plusieurs bains d’une solution contenant 20 % de méthanol et

7 % d’acide acétique.

Dosage des protéines selon la méthode de Bradford

25 uL d’échantillon son additionnés a 225 pL de réactif de Bradford et incubés dans le
noir pendant 10 minutes a 25°C. Une gamme étalon est réalisée avec des quantités connues de
BSA de 10 4 100 pg.mL™". L’absorbance est mesurée & 590 et 450 nm et le rapport des deux
valeurs varie de fagon linéaire avec la concentration en protéine. La concentration en

ye , . C, -1
protéines dans les échantillons est exprimée en mg.mL .
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B. 3. 2. Tests d’activité enzymatique de la TK

Test spectrophotométrique pour la mesure de ’activité de la TK libre a 25 et 37°C

OH OH O OH OH

O
O
HO 2- TK : 2-
¢J\;:/\OH o OPOs™___ =, HO . OPOs™ . I _on
OH O OH ThDP, Mg?* OH OH colaldend
L-Ery D-R5P D-sédoheptulose-7-phosphate glycolaldenyde .
NADH, H
YADH [
NAD*
OH
HO/\/

éthyléne glycol

Dans une cuve de 1 ou 3 mL de spectrophotometre sont introduits : 800 uL ou 2,4 mL
de tampon Gly-Gly 0,1 M pH 7,5 ; 282 uM de NADH, H' (10 mg.mL", 340 = 6220 M .cm™,
20 ou 60 pL); 493 uM de MgCl, (10mgmL’, 10 ou 30puL); 106 uM de ThDP
(10 mg.mL™", 5 ou 15 puL); 85 mM de L-Ery (120 mg.mL", 100 ou 300 pL); 8,9 mM de
D-R5P (50 mg.mL™", 50 ou 150 pL) ; 25 U & 25°C et 250 U a 37°C d’alcool déshydrogénase
de levure (YADH) et X pL de TK.

La diminution de 1’absorbance est mesurée a 340 nm pendant 10 minutes. La pente
AA/At mesurée correspond a la quantité de NADH, H' consommée lors de la réduction du

glycolaldéhyde par I’ADH. L’activité de la TK est calculée en utilisant I’équation suivante :

M, Ve 10

Activité :A_X—
LV yxe NADH

o I’activité est exprimée en U.mL’ (umol de substrat formée.min”.mL"), At en

minutes, Vewe €t Vg en mL. La valeur du coefficient d’extinction molaire (exapn) est
6220 M .cm™.

Le L-érythrulose n’est pas le substrat naturel de I’enzyme. Il a été établi que 1’activité
de la TK ne représente que 30 % de 1’activité mesurée en présence de D-xylulose-5-phosphate
(substrat physiologique) pour les TK de S. cerevisiae et d’E. coli.

I1 est possible de déterminer 1’activité spécifique de la TK selon 1’équation suivante :

Activité
[protéines totales |

Activite spécifique=

ol I’activité spécifique est exprimée en U.mg™ de protéines, I’activité en U.mL™ et la

concentration de protéines totales en mg.mL .
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Détermination de la constante de dissociation (Kp) du ThDP

Le ThDP est introduit a différentes concentrations dans les cuves de
spectrophotométre comportant le méme milieu réactionnel que ci-dessus. L’activité de la TK
est déterminée pour ces différentes concentrations en ThDP. Les valeurs obtenues permettent
de tracer la courbe de Michaelis-Menten (Activit¢ = f([ThDP])) et la représentation de
Lineweaver-Burk (1/Activité = f(1/[ThDP])).

Détermination de la concentration en ThDP adsorbée dans les HDL

La concentration en ThDP dans les HDL est déterminée indirectement a partir de la
mesure de la concentration dans les eaux de lavage du ThDP non adsorbé. Pour ce faire 15 pLb
d’échantillon a doser sont introduit dans les cuves de spectrophotométre comportant le méme
milieu réactionnel que ci-dessus. L’activit¢é de la TK est alors déterminée. Une droite
d’¢étalonnage a été préalablement établie avec des quantités connues en ThDP de 1 a 15 uM.
Les activités de la TK des échantillons a doser sont alors comparées a celles obtenues avec la

droite d’étalonnage.

Test spectrophotométrique pour la mesure de 1’activité de la TK immobilisée dans les argiles

L’activité enzymatique est déterminée a 340 nm. Le biohybride TK@HDL en
suspension dans I’eau ou dans 0,1 M de Gly-Gly, ou dans 0,05 M de MOPS pH 7,5 (6-7 ng),
est ajouté dans la cuve de mesure de 3 mL dans les conditions identiques a celles décrites
précédement pour la TK libre. La mesure est effectuée sous agitation. L’activité enzymatique

des biohybrides est comparée a celle obtenue pour une méme quantité d’enzyme libre.

Test spectrophotométrique pour la mesure de [’activité de la TK sous forme de film

TK@HDL

L’activité enzymatique de la TK sous forme de film TK@HDL est déterminée dans les
mémes conditions que celles décrites pour la TK libre. Dans ce cas, le support est directement
immerg¢ dans la cuve de 3 mL, sous agitation. Apres chaque cycle, le film de TK@HDL a été

soigneusement rincé avec 25 mM de tampon Gly-Gly.
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B. 3.3. Test d’activité enzymatique de la GAOx

Le mélange réactionnel est constitu¢ de : 9 mL de tampon phosphate 0,05 M pH 7,0 ;
80 uM de o-dianisidine (26 mg) ; 100 U de HRP et 10 U de GAOx.

Dans un puits d’une microplaque 96 puits sont introduits : 180 pL de mélange
réactionnel et 20 uL d’alcool primaire (DHA, Galactose ou L-éry) (100 mM).

La vitesse initiale de formation de H,O, a été suivie par 1’oxydation de la o-dianisidine

catalysée par la HRP a 460 nm.
B. 3.4. Test d’activité enzymatique de la G6PDH et PGI

La concentration en D-F6P dans les HDL est déterminée par la mesure de la
concentration dans les eaux de lavage du D-F6P non adsorbé.

Dans une cuve de 1 mL de spectrophotométre sont introduits : 886,3 uL. de tampon
Gly-Gly 0,1 M pH 7,5 ; 799 uM de NADP" (10 mg.mL", 66,6 pL) ; 8 U de G6PDH, 1 pL de
PGI et 20 pL d’échantillon a doser. Une droite d’étalonnage a été préalablement établie avec
des quantités connues en D-F6P de 6 a 100 pg pour déterminer la quantité de D-F6P présente

dans le milieu.
B. 4. Préparation des bioélectrodes

Avant la préparation des bioé€lectrodes, les électrodes de travail sont polies sur un
feutre. Pour les électrodes de carbone vitreux nous utilisons une suspension d’alumine
(0,05 um), puis elles sont rincées dans un mélange 50/50 eau/éthanol dans un bain a ultrasons
pendant 10 minutes et séchées a 1’air comprimé. Une pate de diamant (1 uM) est utilisée pour
le polissage des ¢lectrodes de platine. Dans ce cas, les ¢€lectrodes sont rincées a 1’acétone
avant de passer 10 minutes dans une cuve a ultra-sons contenant de 1’eau. Les électrodes
sérigraphiées modifiée au Bleu de Prusse nous ont été gracieusement fournies par le Pr.
Thierry Noguer (Institut de Modélisation et d’Analyse en Géo-Environnements et Santé,

Université de Perpignan).
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B. 4.1. Biocapteurs a PPO

Une suspension d’HDL Mg,Al-Cl, Zn,Al-Cl ou Zn,Al-Alginate (2,5 mg.mL™") placée
sous agitation pendant une nuit est ajoutée a une solution de PPO dans 1’eau (2,5 mg.mL’l)
selon un rapport de 1:1. 50 pg de ce mélange PPO@HDL (25:25 pg:ug) sont déposés sur une
¢lectrode de carbone vitreux, celle-ci est mise a sécher une nuit au réfrigérateur. L’¢lectrode
est ensuite mise en contact avec des vapeurs de glutaraldéhyde pendant 15 minutes pour
réticuler les enzymes et le film est réhydraté pendant 15 minutes dans le tampon MOPS ou

Gly-Gly a pH 7,5.
B. 4. 2. Biocapteurs a GAOx

Electrodes de platine

Une suspension de laponite ou d’HDL (Mg,Al-NOs) (2,5 ou 5 mg.mL™") placée sous
agitation pendant une nuit est mélangée avec une solution aqueuse de GAOx (2,5 mg.mL™)
selon différents rapports enzyme/matrice inorganique (0,5, 1 et 2). 50, 75 ou 100 pg de ce
mélange (25:25, 25:50, 50:25 et 50:50 pg:pug) sont déposés sur une électrode de platine, celle-
ci est mise a sécher une nuit au réfrigérateur. L’¢électrode est ensuite mise en contact avec des
vapeurs de glutaraldéhyde pendant 15 minutes et le film est réhydraté pendant 15 minutes

dans 50 mM de tampon phosphate ou HEPES ou MOPS a pH 7,0.

Electrodes sérigraphiées modifiée au Bleu de Prusse

Une suspension de laponite (2,5 mg.mL™) placée sous agitation pendant une nuit est
mélangée avec une solution aqueuse de GAOx (2,5 mg.mL'l) selon un rapport
enzyme/laponite de 2. 75 ug de ce mélange (50:25 pg:ug) sont déposés sur I’¢lectrode. Elle
est ensuite mise en contact avec des vapeurs de glutaraldéhyde pendant 15 minutes et le film
obtenu est réhydraté pendant 15 minutes dans 50 mM de tampon phosphate HEPES a pH 7,0

avant utilisation.
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B. 4. 3. Biocapteurs bi-enzymatique GAOx-TK

Electrodes de platine

Le biocapteur bi-enzymatique est élaboré en bicouche avec une couche externe
contenant la TK d’E. coli et une couche interne la GAOx. Pour la couche interne, une
suspension de laponite (2,5 mg.mL™") placée sous agitation pendant une nuit est mélangée
avec une solution aqueuse de GAOx (2,5 mg.mL™") selon un rapport enzyme/laponite de 2.
75 ng de ce mélange (50:25 pg:pg) sont déposés sur une électrode de platine ; celle-ci est
mise a sécher une nuit au réfrigérateur. L’¢lectrode est ensuite mise ou non en contact avec
des vapeurs de glutaraldéhyde pendant 15 minutes. Pour la couche externe, 50 ou 75 ou
100 ug d’une suspension de TK@Mg,Al-Gly-Gly avec un rapport enzyme/HDL de 0,5
(17:33, 24:51 et 33:66 ng:ug) sont déposés sur la couche interne GAOx@laponite, celle-ci est
mise a sécher 2h30 a température ambiante. L’¢lectrode est ensuite mise ou non en contact
avec des vapeurs de glutaraldéhyde pendant 15 minutes. Le film est réhydraté pendant 15

minutes dans 50 mM de tampon HEPES a pH 7,0.

Electrodes sérigraphiées modifiée au Bleu de Prusse

Le biocapteur bi-enzymatique est également élaboré en bicouche. Pour la couche
interne, les conditions sont les méme que celle présentées ci-dessus. Pour la couche externe
TK@HDL, 100 pg d’une suspension de TK@Mg,Al-Gly-Gly avec un rapport enzyme/HDL
de 0,5 (33:66 png:pg) sont déposés sur la couche interne GAOx@]laponite, celle-ci est mise a
sécher 2h30 a température ambiante. Le film est ensuite réhydraté pendant 15 minutes dans

50 mM de tampon phosphate HEPES a pH 7,0.
B. 5. Mesures en électrochimie

Toutes les mesures en électrochimie sont effectuées au moins deux ou trois fois de
facon indépendante.

Le comportement électrochimique de 1’ester éthylique de la N-acétyl-L-tyrosine 3
(N-Ac-tyr-OEt 3) et du composé 1 a été étudié¢ en voltammétrie cyclique sur une électrode de
carbone vitreux nue a une vitesse de balayage de 25 mV.s™ dans une cellule a trois électrodes
contenant 5 mL de tampon acide-3-(N-morpholino)propanesulfonique (MOPS) 0,05 M a pH
7,5 et 100 uM de N-Ac-tyr-OEt 3 ou du composé 1.
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B.5.1. Biocapteurs a PPO

Avec les biocapteurs a PPO@HDL, les courbes de chrono-ampérométrie sont
enregistrées a un potentiel appliqué (Eapp) de — 0,2 V/Ag-AgCl avec une électrode de carbone
vitreux modifiée tournant a 500 tr.min™ et aprés stabilisation du courant pendant 30 minutes
dans la solution tampon (0,05M MOPS ou 0,1 M Gly-Gly, pH 7,5) a 25°C, le réactif
N-Ac-tyr-OEt 3 ou le composé 1 sont ajoutés dans la cellule avec une micropipette. La
variation du courant en fonction du temps est enregistrée.

De méme, le suivi de la transformation du composé 1 par la TK en solution au cours
du temps a été réalis¢ en VC sur ¢€lectrode de carbone vitreux nue et en chrono-ampérométrie
a-0,2 V/Ag-AgCl ou en VL a intervalles régulier dans le temps, soit 1, 2, 3 et 24 heures en
utilisant une électrode modifiée par un film de PPO@ZnAl-Alginate (25:25 pg:ug) a 25°C.
Pour les mesures en VL, le milieu de mesure contient : 5 mL de tampon MOPS 0,05 M a pH
7,5; 2mM de ThDP; 3 mM de MgCl, ; 2 mg.mL'1 d’albumine de sérum bovin (BSA);
100 puM de D-ribose-5-phosphate (D-R5P) ; 100 ou 500 uM du composé 1 et 1 ou 3 U.mL™" de
TK de S. cerevisiae brute ou purifié¢e ou d’E. coli purifiée. Pour les mesures en
chrono-ampérométrie, les conditions sont les suivantes : 5 mL de tampon MOPS 0,05 M pH
7,5 ; 2 mM de ThDP ; 3 mM de MgCl,; 2 mg.mL'1 de BSA ; 100 ou 1000 uM de D-R5P et 0
ou 5 ou 10 UmL" de TK S. cerevisiae brute ou purifiée d’E. coli purifiée, cinq additions

successives de 2 uM de N-Ac-tyr-OFEt 3 et cinq de 20 uM du composé 1 sont réalisées.
B. 5. 2. Biocapteurs a GAOx

Electrodes de platine

Différentes courbes d’étalonnage ont été établies avec les biocapteurs a GAOx. Dans
ce cas, les courbes de chrono-ampérométrie sont enregistrées a un potentiel appliqué (Eqpp) de
0,6 V/Ag-AgCl avec une électrode de platine modifiée tournante & 500 tr.min” et aprés
stabilisation du courant pendant 15 minutes dans la solution saturée en oxygene a 25°C. Dans
une cellule électrochimique comportant 5 mL de tampon phosphate, HEPES ou MOPS
0,05 M pH 7,0 est ajouté des quantités croissantes d’une solution mére de dihydroxyacétone
(DHA). Les droites d’étalonnage ont été établies avec les biocapteurs GAOx@Mg,Al-NO; ou
GAOx@]laponite préparées avec différents rapports enzyme/matrice. Les déterminations du
galactose, le L-érythrulose (L-Ery), le glycolaldéhyde (GA) et I’hydroxypyruvate (HPA) ont
¢été réalisées avec le biocapteur GAOx@]laponite (50:25 pg:pug) dans le tampon HEPES, ainsi
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que pour les interférents potentiels. Dans ce cas, une seule concentration d’interférent a été
testée, a savoir 20 uM de raffinose, de lactose et de mélibiose, 1 mM de MgCl,, 0,2 mM de
ThDP et 5 mM de D-F6P.

Le biocapteur GAOx@]aponite (50:25 pg:pg) est utilisé pour la détection de 1’activité
des TKs en solution en chrono-ampérométrie a 0,6 V/Ag-AgCl. Les mesures sont effectuées a
25°C pour la TK d’E. coli et 37°C pour les TKs d’E. coli et humaine. Le milieu électrolytique
contient 5 mL de tampon HEPES 0,05 M pH 7,0 ; 0,2 mM de ThDP ; 1 mM de MgCl, ; 1 mM
de GA ; 1 mM de D-F6P ; 0.01 a 0,1 U.mL! de TK. Auparavant, I’effet de la concentration en
GA (1,2 ou 5 mM de GA) a été étudié avec 0,1 mM de D-F6P et 5 UmL" de TK d’E. coli.
Pour I’effet de la concentration en D-F6P (0,1, 1 ou 5 mM de D-F6P), les conditions sont les
suivantes 1 mM de GA et 0,1 U.mL"' de TK d’E. coli. Toutes les autres conditions étant
identiques. Apres stabilisation du courant pendant 15 minutes, le D-F6P est ajouté dans le
milieu grace a une micropipette et la réponse en courant est enregistrée en fonction de temps.
En fin de mesure, trois fois 5 uM de DHA sont ajoutés pour vérifier I’activité de la GAOx.
Pour la détermination de la constante de dissociation (Kp) du ThDP avec la TK en solution,
les conditions sont les suivantes : 5 mL de tampon HEPES 0,05 M pH 7,0 ; 1 mM de MgCl, ;
1 mM de GA ; 1 mM de D-F6P ; 0,1 U.mL"' de TK d’E. coli. Dans ce cas, c’est le ThDP qui
est introduit a la micropipette dans la cellule électrochimique et les courbes d’intensités de
courant en fonction du temps sont tracées.

Le biocapteur GAOx@laponite (50:25 pg:pg) est utilisé pour étudier 1’influence des
inhibiteurs de la TK sur la GAOx en chrono-ampérométriec a 0,6 V/Ag-AgCl. Le milieu
¢lectrolytique contient 5 mL de tampon HEPES 0,05 M pH 7,0. Pour I’effet de la thiamine, la
thiamine monophosphate et le ThDP, aprées stabilisation du courant pendant 15 minutes, de 2
a 50 mM d’inhibiteurs et trois fois 5 uM de DHA sont ajoutés dans le milieu grace a une
micropipette et la réponse en courant est enregistrée en fonction de temps. Pour I’effet de la
thiamine, la thiamine monophosphate, le ThDP, le pyrophosphate, I’oxythiamine, la
benfotiamine, le bromopyruvate, le D-arabinose-5-phosphate et le p-hydroxyphénylpyruvate,
apres stabilisation du courant pendant 15 minutes, 10 mM d’inhibiteurs et trois fois 5 uM de
DHA ou trois fois 20 uM de L-Ery sont ajoutés dans le milieu grace a une micropipette et la

réponse en courant est enregistrée en fonction de temps.
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Electrodes sérigraphiées modifiée au Bleu de Prusse

Différentes courbes d’étalonnage ont €té établies avec le biocapteur GAOx@laponite.
Dans ce cas, les courbes de chrono-ampérométrie sont enregistrées a un potentiel appliqué
(Eqapp) de -0,2 V/Ag-AgCl avec une électrode sérigraphiées modifiée. Apres stabilisation du
courant pendant 30 minutes, dans une solution comportant 5 mL de tampon HEPES 0,05 M
pH 7,0 a 25°C sous agitation a 500 tr.min”', des quantités croissantes d’une solution mére de
dihydroxyacétone (DHA) ou de L-érythrulose (L-Ery) sont ajoutées (Tableau matériel et

méthodes).
B. 5. 1. Biocapteurs bi-enzymatique GAOx-TK

Electrodes de platine

Les courbes de chrono-ampérométrie sont enregistrées a un potentiel appliqué (Eqpp)
de 0,6 V/Ag-AgCl avec une électrode de platine modifiée tournante a 500 tr.min” et aprés
stabilisation du courant pendant 15 minutes dans une solution de tampon HEPES 0,05 M pH
7,0 a 25°C.

Le biocapteur GAOx@laponite-TK@HDL est utilisé pour la détection d’inhibiteurs de
la TK d’E. coli en chrono-ampérométrie a 0,6 V/Ag-AgCl. Auparavant, les courbes
d’étalonnage de la DHA, du GA et du L-Ery ont été établies dans 5 mL de tampon HEPES
0,05 M pH 7,0. Les effets des concentrations en GA (1, 2 ou 5 mM de GA) et en D-F6P (0,1,
1 ou 5 mM de D-F6P) ont été étudiés dans 5 mL de tampon HEPES 0,05 M pH 7,0 ; 0,2 mM
de ThDP et 1 mM de MgCl,.

Pour les inhibiteurs analogues du ThDP (le pyrophosphate, la thiamine, la thiamine
monophosphate, la benfotiamine et I’oxythiamine), le biocapteur GAOx-TK est immergé
pendant 1 heure dans une solution sous agitation contenant Mg2+, 1 ou2ou5 uM de THDP et
des concentrations variables en inhibiteurs. Le biocapteur est ensuite immergé dans 5 mL de
tampon HEPES 0,05 M pH 7,0. Apres stabilisation du courant pendant 15 minutes, 2 mM de
GA et 1 mM de D-F6P sont ajoutés dans le milieu grace a une micropipette et la réponse en
courant est enregistrée en fonction de temps. En fin de mesure, trois fois 5 uM de DHA sont
ajoutés pour vérifier ’activité¢ de la GAOXx.

Pour les inhibiteurs analogues des substrats (le D-arabinose-5-phosphate et le
bromopyruvate), le milieu électrolytique contient 5 mL de tampon HEPES 0,05 M pH 7,0 ;
0,2 mM de ThDP ; 1 mM de MgCl,. Aprés stabilisation du courant pendant 15 minutes, 2 mM

211



Matériel et méthodes

de GA, différentes concentrations en inhibiteurs et 1 mM de D-F6P sont ajoutés dans le milieu

grace a une micropipette et la réponse en courant est enregistrée en fonction de temps. En fin

de mesure, trois fois 5 uM de DHA sont ajoutés pour vérifier I’activité de la GAOX.

Electrodes sérigraphiées modifiée au Bleu de Prusse

Différentes courbes d’étalonnage ont été établies avec le biocapteur bi-enzymatique
GAOx-TK. Dans ce cas, les courbes de chrono-ampérométrie sont enregistrées a un potentiel

appliqué (Eqpp) de -0,2 V/Ag-AgCl avec une électrode sérigraphiée modifiée tournante a

500 tr.min" Aprés stabilisation du courant pendant 30 minutes, dans une solution comportant

5 mL de tampon HEPES 0,05 M pH 7,0 a 25°C, des quantités croissantes d une solution mere

de dihydroxyacétone (DHA) ou de L-érythrulose (L-Ery) sont ajoutées (Tableau matériel et

méthodes).

Tableau matériel et méthodes : Performances ampérométriques de différentes configurations de
I’électrode modifiée au Bleu de Prusse pour le dosage du L-Ery et de la DHA (0,05 M HEPES pH 7,0,
25°C, E,p, = -0,2 V/Ag-AgCl, 500 tr.min™")

f&i’ﬁgrﬁﬁi"o" e Substrats (mA.MS'I.cm'z) (u;f:n'z) (DNB R* ()

GAOx@laponite DHA 22 44 6,2.10°-1,5.10° 0,998 (26)
GAOx@laponite-TK@HDL DHA 18 42 2,5.10°-1,2.10° 0,999 (29)
GAOx@laponite L-Ery 8 36 3,5.10%-3,7.10° 0,998 (12)
GAOx@laponite-TK@HDL L-Ery 3 33 9,0.10°-1,2.10° 0,997 (10)
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Abstract

An amperometric galactose biosensor was developed by immobilizing galactose oxidase (GAOx) within a laponite
clay film coated on a Pt electrode surface. The electrochemical assays were performed by potentiostating the
GAOx/laponite bioelectrodes at +0.6 V vs. Ag/AgCl in order to oxidize the enzymatically generated hydrogen per-
oxide. The bioelectrochemical responses of the biosensors were optimized with regard to the buffer nature, the pH,
and the GAOx/laponite ratios. Laponite provides a favorable environment to GAOx activity, since the optimized

biosensor GAOx/laponite (50:25; pg:pg) shows a great sensitivity and maximum current (85 mA M cm

* and

232 pA cm 7, respectively) over a linear galactose concentration range of 1.0x 10 -1.6x 10 M. It is also stable at

least for four weeks at 4"C.

Keywords: Clay, Laponite, Amperometry, Biosensor, Galactose oxidase, Dihydroxyacetone, Galactose
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1 Introduction

Determination of galactose is important in food science,
human nutrition, fermentation industry, and medicine. In
humans, deficiency of one or more enzymes involved in
galactose metabolism may lead to galactosemia, a disease
that is characterized by a high rate of galactose in blood.
Among the various analytical methods developed for the
galactose content determination, biosensors remain at-
tractive tools since they are usually not affected by color
and turbidity of particulates [1].

One of the key steps in the fabrication of biosensors
consists in the effective immobilization of biomolecules
onto the transducer surface. The objectives are to find an
immobilization method that maintains the enzyme activi-
ty, increases its stability, and provides accessibility to-
wards the substrate. Hence, several electrochemical galac-
tose biosensors have been reported on using organic syn-
thetic polymers, such as polypyrrole, as host matrixes for
galactose oxidase (GAOx) immobilization [2-4]. Indeed
among the procedures of biomolecule immobilization on
transducer surface, the electrogenerated polymers are
commonly employed to perform adsorption, entrapment,
covalent or affinity binding of biomolecules [5].

Noticeably, the use of inorganic matrices, such as sol-
gel silicates, clays and layered double hydroxides (LDH),
is an alternative to organic polymers that are widely used
for immobilizing biomolecules [6.7]. Compared to poly-
mers, these inorganic matrices have many advantages, for
630 @WILEY
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example high chemical inertness and biocompatibility,
a tunable crystal lattice with adjustable crystal size and
open pore structure and, low production costs. In particu-
lar 2D layered materials, including cationic clays and
LDH, have been reported as efficient host matrices for
proteins and enzymes. Indeed, characteristics of clay coat-
ings, such as porosity and swelling properties, may induce
an improvement in the activity and stability of the immo-
bilized enzymes. Hence in previous works, we have used
synthetic lamellar inorganic materials. i.e. laponite and
LDH, for the immobilization of enzymes on electrode
surface following an original and inexpensive strategy [6].
Laponite (Sig[MgssLiosH,O,,]"" " Na®"") is a layered alu-
mino-silicates with cationic exchange capacity. Layered
Double Hydroxides (LDH), also called anionic clays, are
built on a stacking of positive layers [MI", M"(OH),}**,
separated by interlamellar domains constituted of anions
and water molecules [X,,-nH,O}"". Various amperometric
biosensors are described in the literature using these clay
materials as host matrices for oxidases. namely glucose
oxidase [8]. polyphenol oxidase [9], lactate oxidase [10],
xanthine oxidase [11,12] and cholesterol oxidase [13].
However, the use of clay matrices for GAOx immobiliza-
tion was not described, so far. In the reported study, an
electrochemical biosensor for galactose determination
was developed, based on the immobilization of GAOx
within laponite. The biosensor configuration was opti-
mized for the determination of dihydroxyacetone (DHA)
and galactose as a function of the buffer nature, the pH

Electroanalysis 2013, 25, No. 3, 630-635
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and the GAOx/clay ratios. The analytical characteristics
for galactose determination are compared with the re-
ported data from the literature, showing that laponite
makes an attractive alternative to the organic synthetic
polymers as host matrix for GAOx immobilization.

2 Experimental

2.1 Reagents

Galactose oxidase (GAOx, EC 1.1.3.9) from Dactylium
dendroides (76 U mg '), hydrogen-peroxide oxidoreduc-
tase (HRP, EC 1.11.1.7) from horseradish (39U mg™'),
galactose, dihydroxyacetone (DHA). lactose, raffinose,
melibiose, uric acid, glutaraldehyde solution 25% in
water, 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid (MOPS), 4-
(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid
(HEPES), components of phosphate buffer (PBS) i.e.
sodium phosphate monobasic and dibasic were purchased
from Sigma. LDH Mg, Al(OH)-NO;, denoted MgAl-
NO;, was synthesized by coprecipitation method [14]. La-
ponite was obtained from Rockwood Specialities, Inc.
(Princeton, NJ). All other reagents were of analytical
grade and used as received without further purification.
All buffer solutions (PBS, HEPES and MOPS) were pre-
pared in deionized distilled water.

2.2 Galactose Oxidase Enzymatic Assay

GAOx activity was assayed using a GAOx-HRP coupled
assay. The reagent mix contained o-dianisidine (26 mg,
0.08 mmol), horseradish peroxidase HRP (100 units),
(GAOx) (10 units) in 9 mL of 50 mM sodium phosphate
buffer pH 7.0. 180 uL of reagent mix was placed in the
well of a 96-well microtiter plate. The reaction was initiat-
ed by 20 uL addition of the primary alcohols stock solu-
tions assaved (100 mM). The initial rate of H,O, forma-
tion was followed by monitoring the HRP-catalyzed oxi-
dation of o-anisidine at 460 nm on a Safire’ microplate
reader (TECAN).

2.3 Electrochemical Experiments by
Chronoamperometry

Electrochemical experiments were carried out with a po-
tentiostat EA161 (EDAQ) connected to a thermostated
cell (20 mL) with a three-electrode system. A saturated
Ag/AgCl electrode was used as reference electrode and
a Pt wire was used as counter electrode. The working
electrode was a rotating disk Pt electrode ((Zf=0.5cm)
polished with a diamond slurry paste (1 um) and rinsed
with acetone and water. The steady-state chrono-ampero-
grams (i, vs. t) were recorded at 0.6 V/Ag/AgCl under
a rotating speed of 500 rpm in air saturated 0.05 M buffer
solutions. After baseline stabilization under applied po-
tential, the substrate concentration was increased step-
wise by adding with a micropipette fixed volumes of con-
centrated stock solution of analyte (DHA, galactose, and
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other putative substrates) in 20 mL electrolyte solution.
The current response was measured after its stabilization.
The linear range of the calibration plots was fixed accord-
ing to the best correlation coefficient (R?); sensitivity was
expressed as the slope of these plots. The detection limit
(DL) was defined as a signal-to-noise ratio of 3 and the
response time was determined as the time required to
reach 95% of the current response. J,, corresponded to
the pseudo-plateau observed in the calibration curves and
it was related to the total amount of immobilized enzyme.
The reported values corresponded to mean values of at
least two independent measurements. A GAOx/laponite
electrode was stored in HEPES buffer solution (pH 7.0)
at 4°C and was regularly assayed (every 3 days) to study
its storage stability for one month. The biosensor re-
sponse as a function of storage time corresponds to an
average value of 5 measurements (5 pM DHA).

2.4 Preparation of the GAOx/Clay Modified Electrodes

The clay bioelectrodes were prepared following the same
protocol described elsewhere. LDH or laponite (5.0 mg
mL™") colloid suspensions were dispersed overnight under
stirring conditions in pure water. GAOx was dissolved in
pure water with a concentration of 5 mg mL ', A defined
amount of the aqueous mixtures (for instance, containing
50 pug GAOx and 50 pg clay) was spread on the surface of
Pt electrode. The coating was dried in air at 4°C over-
night. The resulting electrode was then placed in saturat-
ed glutaraldehyde vapor for 15 min for the cross-linking
of the membrane. Finally, the GAOx biomembranes were
rehydrated for 15 min into 0.05 M buffer solutions.

3 Results and Discussion

3.1 Optimization of GAOx Biosensor

Galactose oxidase catalyzes the aerobic oxidation of gal-
actose, and also a large number of primary alcohols with
the concomitant production of aldehyde molecules and
hydrogen peroxide. It should be noted that GAOx is able
to oxidize dihydroxyacetone (DHA) very efficiently, even
more efficiently than its natural substrate galactose.
Indeed, oxidation activity toward DHA was 470 % higher
than that of galactose, as determined following the HRP
coupled GAOx spectrophotometric assay (see Section 2).
This relative velocity was determined for a fixed concen-
tration of substrates (10 mM). It is highly compatible with
the results from the literature, as the relative velocities of
the galactose oxidase catalyzed DHA oxidation compared
to galactose fall in the 179-600% range, usually [15-17].
DHA was therefore chosen in the present study as a refer-
ence substrate for the optimization of the biosensor con-
figuration.

The electrochemical behavior of the different GAOx/
clay electrodes was investigated through the electro-oxi-
dation at the underlying Pt electrode of the enzymatically
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generated hydrogen peroxide at E,,,=0.6 V using DHA

app
as substrate following the reactions:

CH,0H—CO—CH,OH + O, S49%%,

|
CHO-CO-CH,OH + H,0, 0

H,0, &%, 0, 4 2e + 2H! (2)

Calibration curves were therefore obtained by measur-
ing the oxidation current of H,O, under steady state con-
dition (see Section 2).

A comparative study of the immobilization of GAOx
onto different synthetic clays, cationic clay (laponite), and
anionic clay (MgAl-NO,), was realized in order to high-
light the advantages of each kind of clay coatings as im-
mobilization matrix. In order to compare both types of
matrices. the same configuration in terms of deposited
amount of matrix and enzyme/clay ratio was used (50:50;
pg:ug). Buffer components may disturb interaction be-
tween enzyme and clays matrices, three different buffers
(0.05M PBS, HEPES, and MOPS), commonly used in
enzyme assays, have been therefore tested at pH 7.0. Typ-
ical calibration curves obtained with both types of biosen-
sors in HEPES are shown in Figure 1 and the analytical
characteristics of these biosensors are given in Table 1.
The comparison of the biosensor performances clearly in-
dicates that laponite constitutes the best matrix for the
construction of a GAOx biosensor. An important factor
affecting the biosensor response concerns the diffusion of
enzyme substrate and product though the immobilization
matrix and hence the membrane permeability. Taking
into account that LDH presents a higher permeability
(2x107cm s™') than laponite (2x107em s7') [89],
a better sensitivity was expected for the biosensor based
on LDH matrix. It is effectively true for polyphenol ox-
idase biosensors [9] but not for GAOx. The maximum
current density (/,,,,), which reflects the amount of immo-
bilized enzyme exhibiting an electroenzymatic activity, is
2.5 higher within laponite; the sensitivity and the linear
range are also significantly improved (Table 1). The per-
meability effect is not the exclusive factor; the amount of
active immobilized enzyme must be also taken into ac-
count. Hence specific interaction between enzyme and

35 - 16
_15
30 ° %14
25 R
12—
20

00:09 00:35 01:00 01:26
time (min)

0 1 ¥ 3 4 5
[DHA] {mM)

Fig. 1. Calibration curves for dihydroxyacetone (DHA) record-
ed at the a) GAOx/laponite electrode ([J) and b) GAOx/MgAl-
NO, (50:50; pg:pg) electrodes (A). Other experimental condi-
tions: HEPES pH 7.0; 50 mM, 25°C. Inset: Steady-state anodic
current-time responses of GAOx/laponite (50:50: pg:pg) elec-
trode for 2 uM DHA additions.

the host matrix must be also considered. GAOx has an
isoelectric point of 12 [2], its overall positive charge at
pH 7 should be favorable for strong interactions with neg-
atively charged layers of laponite. Similarly, Kondaka
et al. have shown that GAOx is strongly adsorbed on
silica surface, which is also negatively charged at pH 7,
with an enhanced enzyme activity compared to the free
enzyme [18]. Laponite was therefore selected as immobi-
lization matrix for GAOX.

Worthington GAOx has an optimum pH of 7.0. No sig-
nificant deviation of activity was observed around this pH
value when GAOx was immobilized, with a relative stan-
dard deviation (RSD) of 6% between pH 7 and 8 (data
not shown). However the highest response was obtained
in HEPES (Table 1), which was consequently used for
further experiments at pH 7.0.

Proportion between enzyme and clay is of great impor-
tance for biosensor preparation. So the effect of GAOx
and laponite (weight/weight) ratio was studied (Table 2).
The sensitivity and J,,, increase with the GAOx/laponite
ratio from 0.50 to 1 or 2. Both biocoatings (50 :50: pg:ug)

Table 1. Amperometric performances of GAOx/laponite vs. GAOx/MgAIl-NO, biosensors for dihydroxyacetone (DHA) determina-

tion (E,

app

+0.6 Vin 0.05 M buffer pH 7.0 at 25°C). Experiments were done in duplicate.

Coating composition  J,,, (1A cm®)  RSD (%)  Sensitivity (mA M 'em )  RSD (%) LR (M) R (n)
GAOx/Laponite

50:50 (pg:pg)

PBS 176 <1 195 <1 50x107-4.8x107  0.9999 (56)
MOPS 140 5 180 2 50x10 743x107  0.9999 (56)
HEPES 178 3 224 4 5.0x107-3.0x107  0.9999 (53)
GAOX/MgAI-NO;

50:50 (pg:pg)

PBS 69 13 21 1 20x107°-68x10*  0.9990 (19)
MOPS 62 <1 38 9 20x107°-3.9x10*  0.9993 (13)
HEPES 72 4 38 11 20x107°-6.1x107"  0.9995 (40)
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Table 2. Amperometric performances of GAOx/laponite for DHA determination with different biosensor configurations (£,,, +0.6 V

in 0.05 M HEPES pH 7.0 at 25°%).

Coating composition (pg:pg) Jow (A ecm™)  RSD (%) Sensitivity (mA M~ em™) RSD (%) LR (M) R* (n)

25:25 121 6[a] 140 5[al 50%107-1.9%10  0.9997 (45)
50:50 178 3[a] 224 4[al 50x107-3.0x10~ 09999 (53)
25:50 88 7la] 8 3[a] 34x107°-2.1x10™ 0999 (42)
50:25 155 0[] 237 4] 50%107-2.9%10~  0.9999 (52)

|a] Experiments were done in duplicate. [b] Five independent measurements.

and (50:25; pg:pg) exhibit almost the same satisfactory
performance but the later film was more stable. This con-
figuration was used for further experiments. Inset of
Fig. 1 illustrates reproducible and well-defined stationary
currents reached after successive additions of 2 uM DHA,
with response time around 6 s (fy). Ten consecutive addi-
tions of 5 pM DHA yielded reproducible stationary cur-
rents with a relative standard deviation (RSD) of 4%. It
should be noted that we even observed an amplifying
effect of the response to the electrode for the first four
additions (mean+30% ). We attribute this to the rehydra-
tation of the biomembrane that is completed after this
time, only. Reproducibility of the biomembrane fabrica-
tion process was tested using five different modified elec-
trodes constructed by the same procedure with the opti-
mum GAOx/laponite ratio (50:25; pg:pg). From the cali-
bration plots of DHA, in the 5.0x107" to 29x10™* M
linear range, the sensitivity and J,, are 237+8mA
M 'em? and 155+15 pA cm 2, respectively. The detec-
tion limit was measured for a signal to noise ratio of 3
and it corresponds to 0.25 pM. This biosensor perfor-
mance for DHA determination can be compared to that
reported for another bi-enzymatic biosensor (GAOx and
HRP) using ferrocene as mediator. This later mediator-
based electrode has worse detection limit (0.8 uM) and
sensitivity (24 mA M ' em %) over 2-550 pM DHA con-
centration range [17]. This indicates an efficient and re-
producible immobilization process of GAOx within la-

ponite, although the procedure used was a non-automatic
handmade process.

We have analyzed the stability of the bioelectrodes
with the storage time. The GAOx/laponite modified elec-
trode kept at 4°C in HEPES buffer pH 7.0 was shown to
retain 75 % of its initial activity after one month.

3.2 Quantification of Galactose and Other Galactosides
Conjugates

After optimizing the biosensor system, the determination
of other substrates, which could be oxidized by GAOx
was studied. Indeed, GAOx enzyme displays a relatively
wide spectrum of activity for several galactose-containing
saccharides such as lactose, raffinose and melibiose.
Figure 2 shows the normalized response of GAOx/lapon-
ite biosensor to the different sugars tested vs. galactose
(100% ) as the reference. The activities for DHA, lactose,
raffinose and melibiose, measured at 20 pM, were 278, 19,
61 and 89 %, respectively. The relative activity of GAOx
for these substrates was similar to that reported in the lit-
erature [19], laponite matrix did not induce any sugar se-
lectivity.

The calibration curve of galactose was established
under the optimum conditions (Figure 3). Interestingly
the biosensor performances reveal extremely promising
since galactose was assayed with very high sensitivity
(85 mA M' em™®) over a wide linear range of 1.0x 107~

300 278

250 -
T 200
2
2 150 |
B 100
(=
g 100 | 84

61 57
0 [ (— -
galactose DHA lactose raffinose melibiose uric acid
substrates

Fig. 2. Relative response of the GAOx/laponite (25:50; pg :pg) biosensors for different substrates. Mean response of 5 injections of
substrate at 20 uM. Other experimental conditions: HEPES pH 7.0: 50 mM, 25",
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Table 3. Amperometric performances of GAOx/laponite (25:50; pg :pg) biosensor vs. other biosensors from the literature: galactose
biosensing. Abbreviations: DL: detection limit determined for S/N ratio=3; ITO: Indium tin oxide; PEG: poly(ethylene glycol);
PEP: poly(N-glycidylpyrrole-co-pyrrole): PEDOT: poly(3.4-ethylene-3.4-dioxythiophene); PGMA-VFc: poly (glycidyl methacrylate-
co-vinylferrocene): PHEMA: poly(2-hydroxyethyl methacrylate); PMP: poly (4-methoxyphenol); PPy: polypyrrole; PPy-ammonium:
polypyrrole-alkylammonium; PVFe: polyvinylferrocene; SWNT: single-walled carbon nanotubes. E,,.: V/Ag/AgClL

Matrix Electrode DL (uM)  Sensitivity (mA M~'em™) LR (M) Ref.
Laponite Pt (E,,,=+0.6V) 1.0 85 1.0x107°-1.6x 107  This work
PPy/PEG Pt (E,,,=+04V) 0.106 0-24%107 [24]
PPy-ammonium Pt E,,=+05V) - 3.5-14.7 5.0x107-2x107° [2]
PPy-PHEMA Pt (E,,,=+0.7V) 25 5.0x107°-1.0x 107 [4]
PMP Pt (E,,,=+0.6V) - 0.162 2.0x107-16x107° [25]
PVFc Pt (E,,=+0.7V) = ~2-2.2 (25°C) 10x1074x102  [26]
~3.7 (35°C)
PEP Au (E,,,=+07V) 25 1.75 2.0x107-16x107° [3]
PGMA-VFc Pt (E,p=+035V) 100 0.023 20x107-2.0x1072  [27]
PEDOT ITO (E,,,= +0.6 V) 10 6.4 0-1.0x 107 [28]
Chitosan Prussian Blue 60 1.6 1x107*-1x107? [21]
Chitosan/SWNT  Glassy carbon (E,,,=—0.4 V/SCE) 25 16 —2x107? [23]
60 formance compared to organic polymers. For instance,
the limit of detection is hence 1 to 3 orders of magnitude
50 lower than those reported in the literature for galactose
biosensors based on the immobilization of GAOX in syn-
40 1 thetic organic polymers (Table 3). The same feature was
g 30 previously observed for glucose oxidase [8]. The best sen-
= sitivity was reported for a GAOx/chitosan/SWNT bio-
20 membrane [23], with a value of 16 mA M~' ¢cm™2, which
remains 5 times lower than that found in the present
10 work.
0 T T ]
0 2 4 6 8 10

[galactose] (mM)

Fig. 3. Calibration curves for galactose recorded at the GAOx/
laponite (25:50; pg:pg) electrode. Other experimental condi-
tions: HEPES pH 7.0; 50 mM, 25°.

1.6 107 M. Moreover, the detection limit for galactose
was as low as 1 uM and the response time is very fast (fys
around 5 s). The effect of an interferent, uric acid, on the
steady-state amperometric current of the biosensor to gal-
actose was also investigated (Figure 2). Its relative re-
sponse is close to that of the different GAOx substrates
studied. Indeed as previously reported for glucose ox-
idase/laponite biosensors, interfering species, such as uric
acid, can be oxidized at the high polarizing voltage
needed for H,O, detection [20]. This drawback could be
overcome, by using either an upper membrane layer of
nafion [20] or with a mediated detection at lower applied
potential using redox mediators [6,21,22]. We are current-
ly testing this last solution replacing Pt electrode by an
underlying Prussian blue modified electrode.

As depicted in Table 3, GAOx/laponite modified elec-
trode reveals to be extremely sensitive in comparison to
other GAOx biosensors described in the literature. It
should be noted that the use of clay as immobilization
matrix considerably improved the GAOx biosensor per-

634 www.electroanalysis.wiley-vch.de
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4 Conclusions

This study is another example that illustrates the laponite
clay provides an excellent biocompatible microenviron-
ment for the immobilization of oxidases, such as GAOx.
Presumably, both the high cation exchange capacity of la-
ponite on the one hand, and the relative high isoelectric
point of GAOx on the other hand may have contributed
to an efficient enzyme immobilization. Hence, the lapon-
ite modified GAOX electrode revealed a very useful and
efficient amperometric biosensor for the determination of
galactose and dihydroxyacetone. Besides being highly
sensitive and reproducible, it is also easily prepared, and
keeps a good catalytic activity over one month after prep-
aration. It is expected that the attractive potentialities of-
fered by GAOx/ laponite biomembrane will be exploited
for the development of coupled multienzymatic biosen-
SOTS,
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ABSTRACT

Immobilization of TK from Escherichia coli (TKec) on MgAI-NO; layered double hydroxides (LDH) was carried
out by two processes: adsorption and coprecipitation. As a comparison, the adsorption method was realized
either at pH 7.5 in buffered solutions (MOPS and Gly-Gly) or in pure water. For the coprecipitation method,
the formation of the inorganic LDH support was realized directly in the presence of TKec solubilized in
Gly-Gly. The prepared biohybrids, called respectively TKec®LDH,4; and TKec@LDH,,p, were characterized
by powder X-ray diffraction, FTIR spectroscopy in comparison with TKec free reference products, i.e. MgAl-
NO3, MgAl-Gly-Gly. The enzymatic activities of the various TKec@LDH biohybrids as well as their stabilities
over time were investigated by UV-vis assay. A maximum of activity (12 U/mg of solid) was reached for
TKec@MgAI-Gly-Gly biohybrid prepared by coprecipitation. Finally, thin films were prepared through a one-
step deposition on a polished support. The enzymatic activity of the resulting TKec@MgAl-Gly-Glyop film

was tested over four recycling processes with a reproducible activity of 2.7 U/mg cm?,

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Biomolecules immobilization, i.e enzymes or proteins, is a crucial
step for biotechnological approaches such as biosensor and biocata-
lyst developments. Many processes have been described to achieve
immobilization of enzymes onto or within a suitable support, each
of them presenting their own advantages and drawbacks. The re-
quirements include high density of biomolecules, high activity, long
term stability, and good substrate accessibility. The most appropriate
process depends strongly on the nature of both the support and the
considered enzyme. Typical methods to immabilize enzymes onto
organic polymers or inorganic materials are physical adsorption, co-
valent bonding, entrapment or microencapsulation.

In our laboratory, we are interested in the immobilization of trans-
ketolase (TK EC 2.2.1.1) for biocatalysis applications and for biosen-
sor development as well. In cell metabolism, transketolase (TK) is
the most critical enzyme of the non-oxidative branch of the pentose
phosphate pathway (PPP). In vivo, TK catalyses the interconversion of
sugars by transferring a two-carbon ketol unit from a ketose donor
substrate to an aldose acceptor substrate using thiamine pyrophos-
phate (ThDP) and Mg?~ as cofactors, TK leads in particular to the
biosynthesis of p-ribose-5-phosphate (p-R-5-P) required for nucleic
acid synthesis. Besides, numerous studies have proposed human TK
as an investigation, prevention and therapy tool for cancer[1,2], neu-
rodegenerative diseases (Alzheimer) [3] and diabetes [3,4]. In this

* Corresponding authors, Tel.: +33 473407598,
E-mail addresses: Laurence.Hecquet@univ-bpclermont.fr (L. Hecquet)
Christine.Mousty@univ-bpclermont.fr (C. Mousty ).

0927-7765/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016[j.colsurfb.2013.07.023

context, we developed a concept of in vitro TK activity profiling using
a tyrosinase biosensor [5].

TK is also a prominent biocatalyst in stereospecific carbon-carbon
synthesis with potential industrial application of pharmaceuticals,
agrochemicals and fine chemicals [6-11]. For synthetic applications,
yeast [ 12], Escherichia coli [13], or Geobacillus stearothermophillus [14]
TK-catalyzed reactions become irreversible using hydroxypyruvate
as donor which is decarboxylated leading to the release of carbon
dioxide.

In 1978, immobilization of TK from baker's yeast was reported
for the first time using a covalent bonding to sepharose [15].
Then transketolase has also been immobilized by covalent bond-
ing on commercial resin beads, namely Eupergit-C a epoxyacti-
vated polymethylacrylamide support, Amberlite XAD-7 an acrylic
resin which was activated by glutaraldehyde [16,17] and nylon us-
ing 1,3-dicyclohexylcarbodiimide as cross-linker agent [ 18]. More re-
cently, variants of the wild type TK engineered with a hisg-tag were
reversibly immobilized via Ni-NTA linkage to surface-derivatized
in a fused-silica capillary [19,20]. Transketolase was also immobi-
lized by encapsulation in cross-linked polyacrylamide gels, as de-
scribed in 1986 by Reimer et al. [21]. Recently, we investigated
the efficiency of inorganic materials, i.e. layered double hydrox-
ides (LDH), as a suitable support for the immobilization of TK
from Saccharomyces cerevisige [22]. Indeed, thanks to LDH intrinsic
properties such as adsorption behavior, anionic exchange capacities
and good biocompatibility, many processes starting from pristine
LDH precursors have already been described to access to enzyme-
LDH biohybrids [23,24]. LDH are synthetic materials with positively
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charged brucite-like layers of mixed metal hydroxides with a gen-
eral formula [M;_® * My®* (OH), [+ [(A" )y/ny H20] (abbreviated as
M2 % (1_yyM**-A). The nature of metal cations in the LDH layers
changes the physical properties of the material, for instance their
specific buffering properties due to their surface basicity or their
charge density. It should be noted that intercalated anions do not
influence the acid-base properties of the LDH but they may modify
their exchange properties or the morphology of the LDH platelets,
and consequently induce different adsorption properties.

In this study, TK immobilization was optimized with regard to
source and TK purity, immobilization process and buffer nature. Dif-
ferent microbial TK are available in our laboratory. TK from S. cere-
visize was obtained as a crude extract from a recombinant strain in
which TK was overexpressed, it specific activity was quite low (4.5 U/
mg protein). Hence the specific activity of TK@LDH biochybrid was
only 1.2 U/mg biohybrid [22]. Purified TK from E. coli (TKec) was
chosen because of higher specific activity (about 35 U/mg protein).
Concerning LDH, MgAI-LDH appears to favor interaction with proteins
[25]. MgAI-NOy LDH was therefore chosen for this study because of
its high tendency to disperse in water and to display, consequently,
high surface properties. Inmobilization processes were carried out
through adsorption and coprecipitation, in buffered solutions. The
as-prepared biohybrids were characterized by powder X-ray diffrac-
tion, FTIR spectroscopy. The enzymatic activities and the stabilities
over time of the different TKec@LDH biohybrids prepared were in-
vestigated by UV-vis assays.

2. Experimental
2.1. Products

Bradford reagent was obtained from Bio-Rad and Ni-NTA resin
from Qiagen. Buffer components, 3-(N-morpholino)propanesulfonic
acid (MOPS) and glycyl-glycine (Gly-Gly), were purchased from
Sigma. Other chemicals enzymes and protein (bovine serum albumin,
BSA) were purchased from Aldrich or Acros with a reagent grade and
were used without further purification. All solutions were prepared
in deionized distilled water.

2.2. Instrumentation

Powder X-ray diffraction patterns were recorded on a Philips X-
Pert Pro diffractometer equipped with a graphite monechromator
using Cu Ko radiation (4 = 0.15415 nm). Patterns were recorded
over 2.0-70.0 2¢ range in steps of 0.033° with a counting time per
step of 200 s. Thermal analysis were recorded Setaram Instrumen-
tation SETSYS Evolution TGA. Infrared spectra (FTIR) were recorded
in transmission mode using the KBr pellet technique with a Nico-
let 5700 spectrometer from Thermo Scientific. UV-vis absorbance
was measured using an Evolution 500 UV-visible spectrophotome-
ter (Nicolet). Scanning electron micrographs (SEM) were recorded
on a Zeiss supra 55-VP microscope working at electron energy of
1.0 kV. Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX) was performed
using the same apparatus with an acceleration voltage of 15 kV and
Cu as a calibration standard. Zeta potentials were measured with
a Zetasizer nanoZS Malvern instrument. Elemental compositions of
LDH were determined by inductively coupled plasma atomic emis-
sion spectrometry (ICP-AES) with a HORIBA Jobin Yvon ULTIMA C
spectrometer. LDH samples were solubilized using concentrated ni-
tric acid and the solutions were diluted to be in a 0-100 ppm analysis
range for each cation.

2.3. Procedures

2.3.1. Transketolase production

N-terminal Hisg-tagged E. coli transketolase A (tktA gene) was ex-
pressed from E. coli BL21 (DE3) PET21 recombinant strain. Extraction
of transketolase (TKec) was conducted from cell pellets obtained af-
ter centrifugation. Cell paste was resuspended in lysis buffer (50 mM
NaH;PO4 and 10 mM imidazole, pH 8) and cell lysis was performed
by ultrasonication at 4 °C, under stirring. TKec was purified from the
cell-free extract using a Ni-NTA resin. TKec was eluted by 250 mM
imidazole, and then ultrafiltrated for buffer exchange with 100 mM
Gly-Gly buffer, pH 7.5, to obtain TKec on its apoenzyme form (apo-
TKec), at 4 °C. Purified apo-TKec was then stored at —18 “Cin solution.

2.3.2. Synthesis of pristine LDH

Layered double hydroxides, Mg;Al(OH)gNO3'nH,0 (MgAI-NO3),
was prepared by the coprecipitation method following the proce-
dure already published [2G]. Typically, a mixed aqueous solution of
Mg(NO3),-6H,0 and Al(NO;)3-9H;0, with a Mg2+ /AI** molar ratio
r=2, and a total 1 M concentration of metallic cations, was intro-
duced with a constant flow into a reactor. The pH was maintained
at a value of 9.0 during all coprecipitation by the simultaneous addi-
tion of a 2 M NaOH solution. The suspension was aged under stirring
for 24 h at room temperature. The final product was centrifuged and
washed several times with deionized water and finally dried in air
at room temperature for physical characterization. All experiments
were carried out under a stream of N» to avoid any contamination by
atmospheric CO,.

2.3.3. Synthesis of TK@LDH biohybrids

Adsorption of TKec on MgAI-NO5 was carried out by mixing the
enzyme and LDH suspensions. LDH suspension (10 mg mL~! ) was pre-
pared either in pure water or 50 mM MOPS or 100 mM Gly-Gly buffer
solutions at pH 7.5 and left under stirring overnight. Solutions (1 mL)
containing 4 mg of LDH suspension and various amounts of TKec were
left under stirring at 5 ~C for 3 h. TKec/LDH ratio (weight/weight) were
fixed at Qy, = 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1.0. The suspensions thus obtained
were centrifuged at 10,000 rpm for 20 min and washed three times
with buffer. The as-prepared phases are labeled TKec@MgAI-LDH ;4.
The amount of adsorbed protein and, consequently the resulting TKec/
LDH ratio (Qey ), was calculated as a difference between the initial TKec
amount in solution and in the supernatant. This latter was determined
using Bradford assay (vide infra).

The adsorption isotherms can be obtained by plotting the amount
of adsorbed TKec (Cs, w/w) vs. the equilibrium concentration in the
solution (C., mg mL 1) where

(Ci-CeV

="

with C; and C. (mg mL~') the initial and the equilibrium TKec con-
centrations in solution and in supernatant, respectively; V (mL) rep-
resents the volume of the suspensions; and m (mg) is the weight of
the adsorbent.

TKec@LDHop biohybrids were also prepared by the coprecipita-
tion route as described before in the presence of TKec by adapting the
method for small quantities of materials. A mixed aqueous solution
of Mg(NO3)5-6H50 and AI(NO3)3-9H,0 (Mg2+ :AI3+ molar ratio r =
2 and 4) and 0.1 M total molar concentration of metallic cations was
added at a constant flow rate of 0.015 mL min~! to 10 mL of 0.1 or
0.025 M Gly-Gly buffer (pH 9.0) solution containing 4-20 mg of TKec.
The TKec/LDH amount (w/w) was fixed at Qy, = 0.2, 0.5 and 1 for a
theoretical amount (30 mg) of coprecipitated biohybrid. The pH of the
solution was kept constant at 9.0 during the coprecipitation by the
simultaneous addition of a 0.1 M NaOH solution. The reaction was left
under stirring on ice bath for 3 h and under N; pressure to avoid any



Annexes

454 Nadia Touisni et al. / Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 112 (2013) 452-459

possible contamination by atmospheric CO;. The as-prepared mate-
rial was recovered by centrifugation. This biohybrid phase was labeled
TKec@MgAI-Gly-Glyqp. In this case, the immobilization yield was also
determined by Bradford assay. A reference product MgAI-Gly-Glycop
was prepared under the same conditions but without enzyme in the
buffer solution (0.1 M Gly-Gly). These as-prepared biohybrids were
stored at 4 °C in buffer solutions (5 mg mL~') over a period of one
month, and the residual activity was determined weekly by UV spec-
troscopy (vide infra).

2.3.4. Biohybrid coating on solid support

Thin films of 100 ug TKec@MgAl-Gly-Glycop were prepared on a
disk of glassy carbon (¢ = 0.5 cm, A = 0.196 cm?). Before use, the
carbon surface was polished with alumina slurry (0.05 pm), cleaned
in an ultrasonic bath in water and ethanol mixture (50:50) and rinsed
with water. The film was prepared by dropping 20 pL of a suspen-
sion of biohybrid (5 mg mL~") on the carbon surface and the coating
was dried at room temperature for 2 h and a half. Afterwards, the
films were incubated in buffer solution for 15 min to rehydrate the
biofilm. Enzyme leaching into this swelling solution was determined
by Bradford assay and the activity of the immobilized enzyme was
determined by UV spectroscopy as described below.

2.3.5. Protein assays

Protein concentration was determined using Bradford assay [27].
Aliquots of TKec extracts (25 uL) were added to the Bradford reagent
(225 puL) and incubated in the dark for 10 min at 25 “C. The concen-
tration of protein in the samples was determined using a standard
curve using BSA at concentrations ranging from 10 to 100 pg mL 1.
Absorbance was measured at 590 nm and 450 nm and the ratio of
both values varied linearly with protein concentration. The protein
concentration in the samples was expressed in mg mL .

2.3.6. Enzymatic activity

Enzymatic activity of free TKec, was determined by a spectropho-
tometric assay at 340 nm in Gly-Gly buffer (100 mM, pH 7.5, 800 L)
with thiamine pyrophosphate (ThDP) (106 uM, 10 mg mL~ ', 5 uL)
and MgCl, (493 uM, 10 mg mL~!, 10 L) using L-erythrulose (85 mM,
120 mg mL~', 100 pL) as donor substrate and p-ribose-5-phosphate
(p-R-5-P) (8.9 mM, 50 mg mL~", 50 uL) as acceptor substrate leading
to p-sedoheptulose-7-phosphate (p-5-7-P) and glycolaldehyde (GA)
as the products [28]. The GA formed was reduced by yeast alcohol
dehydrogenase (25 units) to glycol in the presence of nicotinamide
adenine dinucleotide (NADH) (282 uM, 10 mg mL !, 10 uL, value £349
=6220M- cm~!). The TK activity was obtained by following the for-
mation of glycolaldehyde (GA) spectrophotometrically at 340 nm via
consumption of NADH in the coupled enzymatic reaction with yeast
alcohol dehydrogenase. The TK activity was defined as the rate of
formation GA and expressed in U mL~" (umol min—! mL-1). Specific
activity was expressed as units of enzyme activity per mg of protein:
Umg~! (umol min—! mg-1).

Enzymatic activity of immobilized TKec in biohybrids was also de-
termined by spectrophotometry at 340 nm. Colloidal suspensions in
100 mM Gly-Gly of the as-prepared biohybrids (6-7 ug) were mixed
in 100 mM Gly-Gly in a UV-vis cuvette (3 mL) with the others compo-
nents and maintained under stirring during the UV-vis measurement.
The enzymatic activity of biohybrids was compared to that obtained
for the same amount of free TKec. Finally, the enzymatic activity of
TKec immobilized in a thin film was determined by the same pro-
cedure as described for the TKec-LDH biohybrids. In this case the
solid support was directly immerged into a 3 mL cell containing the
reaction assay mixture, under stirring.

3. Results and discussion
3.1. Preparation of TKec@LDH biohybrids

Immobilization of TKec on Mg;Al-NO3 LDH matrix was carried out
by two processes: adsorption and coprecipitation. The as-prepared
biohybrids are called TK@LDH,4; and TK@LDHcop, respectively. The
initial M™:M" ratio was fixed at 2 in order to have the highest charge
density of the layers, the exchange capacity being 3.6 mequiv./g for
Mng]*NO;.

3.1.1. Adsorption

Considering the isoelectric point of TKec (IP = 6.3) [29], electro-
static interactions with the positively charged layers of LDH should be
favorable at the optimum pH value of this enzyme (7.5). Indeed at this
pH, the enzyme displays an overall negative charge. The adsorption
process was therefore realized at pH 7.5 in buffered solutions (MOPS
or Gly-Gly) and also in pure water as a comparison. Zeta potentials
of TKec are —25, —16 and —6 mV in water, 0.050 M MOPS and 0.100
M Gly-Gly, respectively; whereas MgzAl-NO3 shows higher zeta po-
tentials, +35 mV in water and +25 mV in similar buffered solutions
(pH 7.5). This latter value was not dependent on the buffer nature but
rather on the pH values. These opposite charge values confirm the
possibility to have Coulombic attractions between the enzyme and
the LDH layers.

To determine the adsorption capacities of Mg,AI-NO3 LDH, the
adsorption isotherms were established using LDH suspensions (4
mg mL-"), the ratio TKec:LDH (Qy, ) varying from 0.2 to 1. The amount
of immobilized protein (Qex) was quantified using Bradford assay in
the supernatant. As shown in Fig. 1A, the adsorption medium has a
drastic effect on the adsorption yields (Qex/Qu,. %). The adsorption
was systematically lower in water than in buffer solutions, In MOPS,
a maximum immobilization capacity (100%) was only obtained at Q,
=0.2, whereas in Gly-Gly, 100% of adsorption was yielded over a wide
TKec concentration range Qex = 0.8. Under this latter buffer condition,
the zeta potential of the TKec@MgAl-LDH,4; (Qy, = 0.6) biohybrid LDH
was —4 mV a value very close to that measured for free TKec (—6 mV).
These similarities evidence a full coverage of the LDH nanoplatelets
by TKec.

The adsorption isotherm of TKec by Mgz Al-NO3 in 100 mM Glygly
buffer (Fig. 1B) displays a L-type shape according to Giles' classifica-
tion [30], typical of a high affinity between adsorbate and adsorbant,
i.e. TKec and the MgAI-LDH platelet surface. The surface saturation
is reached at very low equilibrium concentration (0.06 mg/mL) due
to the strong electrostatic interactions between both partners as dis-
cussed above. Adsorption capacity can be estimated from the graph
to be 1 mg of TKec per mg of MgAl-NO;. After the full coverage of
LDH surface (Ce = 0.1 mg/mL), an additional TKec adsorption of about
20% of the adsorption capacity is observed. This excess probably ac-
counts for a multilayering of TKec. Surprisingly, in H;0 or 50 mM
MOPS buffer, the behavior of Mgz Al-NO3 toward TKec adsorption is
very different. Indeed, it displays a S-shape which accounts for a co-
operative adsorption mechanism, the first adsorbed protein enhance
adsorption of the subsequent ones. The surface saturation by TKec was
not reached in the working conditions. Obviously, Gly-Gly molecules
favor the adsorption of TKec onto the hydroxylated surface.

3.1.2. Coprecipitation

Since the interaction between TKec and MgAl-NO3 appears to be
particularly favorable, the immobilization of TKec was also realized
by the in situ coprecipitation route in order to increase the amount of
enzyme embedded in the LDH matrix. With this method, optimized
in our laboratory for different enzymes [31-34], the formation of the
inorganic LDH support is realized directly in the presence of TKec
solubilized in Gly-Gly. Indeed, this “Soft Chemistry” route requiring
mild conditions is a very tunable process for the immobilization of
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Table 1
Chemical compositions of LDH biohybrids determined by ICP-AES.

Material {Mg:Al theor ratio) Preparation method [Gly-Gly] (mM) Mg:Al exp ratio
MgAI-NO; (2:1) Coprecipitation 1] 20
MgAl-Gly-Gly (2:1) pH 7.5 Exchange 100 1.5
MgAl-Gly-Gly (2:1) pH 9.0 Exchange 100 18
MgAl-Gly-Glyp (2:1) Coprecipitation 100 0.72
TK@MgAI-Gly-Gly,g, (2:1) Adsorption 100 13
TK@MgAL-Gly-Gly o (2:1) Coprecipitation 100 027

25 0.45
TK@MEAI-Gly-Glycop (4:1) 25 1.78
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Fig. 1. (A) Adsorption yield (Qu/Qu) as a function of TKec:LDH ratio (Qy,) and (B)

adsorption isotherms of Tkec on Mgz Al-NO3 in H20 (a), 50 mM MOPS (b), and 100 mM
Gly-Gly (c).

enzymes. Since the experimental conditions (pH, temperature, buffer,
solvent, and reagents concentrations) can be modulated, this method
of synthesis generally allows achieving a high immobilization yield, a
homogeneous dispersion of the enzyme within the solid phase and a
high catalytic activity.

TK@MgAl-LDHop biohybrid was prepared by the coprecipitation
method at pH = 9.0 for different TKec/LDH ratio (Qy, = 0.2, 0.5 and
1, w/w). As TKec was introduced in this basic medium, we previously
checked that TKec was not denatured at this high pH value. Indeed
100% of enzymatic activity was recovered after storing this enzyme at
pH 9.0 for 3 h, time required to perform the synthesis. The acid-base
constants are PK; = 3.14 and pK; = 8.25 for Gly-Gly [35]. Therefore
it exists as amphoteric ions (HaNCH,C( =0)NH * CH,COO~ ) form in
the pH range 8-9, Two buffer concentrations were tested (0.1 and
0.025 M Gly-Gly). In all cases, 100% of the protein was embedded

within the inorganic framework.

3.2. Physical characterization of TKec@LDH biohybrids

TK@LDH biohybrids were characterized in comparison with ref-
erence products, namely MgAl-NO3, MgAI-MOPS, MgAl-Gly-Gly. In-
deed, since the buffers (MOPS and Gly-Gly) used in these experi-
ments were mainly in their anionic form and may be intercalated
in the LDH structure, preparation of LDH-buffers (MgAI-MOPS and
MgAI-Gly-Gly) were performed either by anion exchange reaction or
coprecipitation. These reference materials added to MgAl-NO; LDH
were fully characterized.

3.2.1. LDH-buffers

Typical PXRD patterns of MgAl-NO; LDH materials display three
distinct regions: (i) the low angle region (2¢ < 30°) containing the
basal reflections 0 0 | in which positions depend on the size of the
intercalated anion; (ii) the mid-24 region (30° < 2¢ < 50°) containing
the h0 I and O k | reflections which positions are strongly affected by
structural disorders and (iii) the high angle region (2¢ > 60" ) contain-
ing the h k 0 and h k [ reflections characteristic of the ordering inside
the metal hydroxide layers (Fig. 2A). Since our samples were prepared
by sedimentation of LDH suspensions on a glass slide, a preferential
orientation of the LDH platelets parallel to the support may produce
a decrease of the h k 0 and h k [ lines intensity, The averaged inter-
lamellar distance (d = 8.7 A) is consistent with the presence of nitrate
intercalated anion [26]. As shown in the FTIR spectra, NO43~ gives a
very strong adsorption peak at 1384 cm~! (Fig. 2B).

When MgAI-NOy was stirred overnight in MOPS solution in air
saturated atmosphere, one can notice on the XRD pattern of the re-
covered solid a broadening of the 0 0 [ peaks associated to a shift
toward higher 26 angle compared to the pristine LDH (Fig, 2). The
corresponding decrease of the interlamellar distance d from 8.7 A
to 7.7 A for the MgAIl-MOPS phase is consistent with an exchange
reaction of nitrate by carbonate anions in the interlamellar domain.
Surprisingly, the sulfonate anion (O(CH3-CH;)2N(CH;)3-S05 ) was
not intercalated in between the LDH layers. Moreover, the presence
of small peaks situated at 1200, 1040 and 680 cm~' on the FTIR spec-
tra suggests that adsorption of MOPS molecules only occurs at the
LDH platelets (Fig. 2B).

When MgAI-NO3 was stirred in Gly-Gly buffer at pH 7.5 or 9, a
splitting of 0 0I peaks could be observed on XRD patterns of the re-
sulting solids, suggesting a progressive exchange of nitrate anions
by carbonate (Fig. 3A). This exchange reaction becomes more effi-
cient when the pH increases. Under the coprecipitation conditions,
the PXRD pattern of MgAl-Gly-Glycop shows diffraction peaks (0 0 1)
corresponding to a carbonated phase (d = 7.5 A). Contamination by
carbonate may occur during the washing steps because the high pH
value of the solution (pH 9) allows easy atmospheric CO; adsorption.
However a small additional peak at 8.3" suggests the presence of an-
other phase corresponding to a d spacing of 10.6 A, which can be
related to the possible intercalation of some Gly-Gly zwitterions (Fig.
3A). The coprecipitation of glycine (Gly) and Gly-Gly with ZnAl and
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Fig. 2. (A) X-ray diffraction patterns of MgzAl-NOs (a) and MgAl-MOPS (b). (B) FTIR
spectra of Mgz Al-NO; (a), MgAl-MOPS (b) and MOPS (c).

MgAl LDH was already reported in the literature [36,37]. The corre-
sponding XRD patterns and FTIR spectra suggest the co-intercalation
of nitrate or carbonate with around 15% of peptide molecules. Accord-
ing to the basal spacing of the Gly and Gly-Gly-LDH phases, (dyp3 =
8.1-8.8 A), these guest molecules were oriented horizontal to the LDH
layers. The greater basal spacing observed for MgAl-Gly-Glycop may
account for a higher degree of disorder in between the LDH plane
under the coprecipitation conditions.

FTIR spectra, in the 2000-400 cm ! wavenumber range, of Mgz Al-
NO3 and Mg, Al-NO; stirred overnight in Gly-Gly pH 9.0 or 7.5 (noted
MgAIl-Gly-Glyex) and the coprecipitated phase MgAI-Gly-Glycop are
compared with Gly-Gly spectra in Fig. 3B. The presence of Gly-Gly
molecules in these LDH phases is confirmed by additional bands at
2900 cm~! (vsCHa, data not shown) and between 1600 and 1300
cm~'. The peaks at 1400 cm ™! and 1600 cm ! can be attributed to
carboxylate CO;~ (vs and v,) [38], although carbonate contamination
(1365 cm~!) appears in the same region [36,38]. On the other hand
for the MgAIl-Gly-Gly phases, the sharp peak corresponding to the
vNO band (1384 cm~') of nitrate anions decreases progressively as
the pH increases. The systematic replacement of intercalated anions
(nitrate and chloride) by carbonate and/or Gly-Gly explains why we
did not observe any difference for the adsorption of TKec on MgAl-
LDH whatever the intercalated anion (data not shown), Moreover for
both types of MgAl-Gly-Gly samples, sSMOH (675 cm~!) and sOMO
(447 cm~') vibration bands are strongly enlarged, probably due to
the loss of structural cohesion of the layer stacking and rigidity of the
layers in the presence of dipeptide molecules. This data confirms the

Al
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Fig.3. (A)X-ray diffraction patterns of Mgz Al-NO; (a), MgAl-Gly-Gly pH 7.5 (b), MgAl-
Gly-Gly pH 9.0 (c) and MgAl-Gly-Glycop (d), (* by-product). (B) FTIR spectra of Mgz Al-
NO; (a), MgAl-Gly-Gly pH 7.5 (b), MgAl-Gly-Gly pH 9.0 (c), MgAl-Gly-Glyep (d), and
Gly-Gly (e).

effect of Gly-Gly on the amorphization of the LDH layered structure.

ICP-AES chemical analysis gives an experimental Mg:Al ratio for
the pristine material Mg, Al-NO3 equals to the theoretical value (2.0).
For MgAl-Gly-Glycap sample, there is a discrepancy between initial
and experimental Mg:Al ratio (Table 1). Hibino and Jones underlined
also that Mg:Al ratios for the precipitated MgAl-Gly are lower than
in the initial solutions [37]. It should be noted that in this case, the
molar amount of glycine in solution was twice higher than that of
the nitrate. In our experimental conditions, this ratio was 14 when
MgAl-Gly-Glycqp was coprecipitated in 0.1 M Gly-Gly due to necessary
buffering conditions with TKec. It is known that peptides and, in par-
ticular glyeylglycine dipeptide, can be effective ligands for a variety
of metal ions such as Zn?* and Mg?* [39,40]. This complexation re-
action may probably be favored by the high concentration of Gly-Gly
in the reaction medium leading to a decrease in the co-precipitation
yield of the MgAl-LDH phases. The same hypothesis was recently pro-
posed lyi et al. when delaminated MgAl-ClO4 phase were formed in
concentrated aqueous solution of zwitterionic compounds, namely 1
M Gly-Gly [41]. In both cases, DRX patterns showed an extra reflec-
tion at 18.5° (Fig. 3A). This peak becomes more noticeable with aged
suspensions, Consequently the decrease of Mg:Al ratio promotes the
formation of enriched Al oxide hydroxide by-product. This hypothesis
is confirmed by vibrational spectroscopies. Indeed the presence in the
FTIR spectra of a peak at 1070 cm~! may be assigned to the bending
of Al-OH (Fig. 3B) [42].
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Fig.4. [A) X-ray diffraction patterns of TKec@MgAI-Gly-Gly, 4. pH 7.5 (a), TKec@Mg, Al-
Gly-Glyeop (b) and TKec@Mg,Al-Gly-Glye, (c). (B) FTIR spectra of, TKec@MgAl-Gly-
Glyags pH 7.5 (a), TKec®MgAI-Gly-Glycop (Mg:Al = 2) (b) and TKec@MgAIl-Gly-Glycup
(Mg:Al =4)(c).

3.2.2. TK@LDH biohybrids
PXRD patterns of TKec@MgAl-Gly-Gly,4s and TKec@MgAl-Gly-
Glycop are shown in Fig, 4. With enlarged diffraction lines, copre-
cipitated phases seem to be more disordered than the adsorbed one.
However, in all cases the PXRD patterns of TKec@MgAl-Gly-Glycap
display characteristic diffraction peaks confirming the formation of
a LDH lamellar structure by the in situ coprecipitation method (Fig.
4). As with Gly-Gly, the presence of TKec promotes an amorphization
of coprecipitated phases. Indeed as previously observed with many
other enzymes immobilized in LDH biohybrids [31-33], both a de-
crease of the (0 0 I) diffraction line intensities and an enlargement of
the diffraction lines confirm a reduction of the particle size according
the Laue-Scherrer law along with a greater disorder of the structure
with a net turbostratic effect. Moreover, considering the size of TKec
(9 nm)[43], no intercalation of enzymes occurs between the LDH lay-
ers, since the d spacing remains the same than that obtained for the
MgAl-Gly-Glycop phase. In the present cases, the presence of Gly-Gly
and TKec in the coprecipitation medium was also responsible of the
side reaction that subsequently hinders the LDH formation. Indeed,
the experimental Mg:Al ratio remains below the theoretical value but
this effect can be limited using a lower Gly-Gly concentration (0.025
M) or by increasing the Mg:Al ratio to 4 in the initial solution (Table
1).
FTIR spectra of TKec based biohybrids display vibration bands of
both TKec and LDH frameworks in the 1800-1200 cm~! and 1200~
400 cm ! domains respectively. The FTIR feature of the encapsulated
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Fig. 5. Differential thermal gravimetry analysis (DTG) of (a) MgAl-Gly-Gly.qp, (b)
TKec@MgAl-Gly-Glycop (Mg:Al = 2), (¢) TKec®MgAI-Gly-Gly,4 pH 7.5.

TKecenzyme is characteristicof the amide | (ve =) and amide [ (5y_y
and vy_c) bands. The lattice vibrations bands are very similar to that
obtained for MgAl-Gly-Glyeop (Fig. 4B), however the vibration band
at 1070 cm~! attributed to Al-OH diminishes as Mg:Al ratio in the
initial concentration increases, Even though a Al enriched-subphase
is present in the samples, we have verified than TKec is not adsorbed
on Al(OH);,

Thermogravimetric analysis gives information about the mech-
anism of decomposition of the hybrid and biohybrid LDH materials.
It evidences clearly the different TKec-LDH interactions between the
adsorbed and coprecipitated materials. All materials undergo a multi-
step decomposition following the successive thermal events: (1) de-
hydration, (2) dehydroxilation, (3) organic molecule combustion (Fig.
5). Clearly, MgAl-Gly-Glycop decomposes in 3 events: the dehydration
of energetically bounded water molecules at high temperature (or the
decomposition of the nitrate anions (174 “C), the decomposition of
the hydroxylated layers at 254 “C and the exothermic decomposition
of Gly-Gly buffer molecule plus NO3 ~ anions at 447 °C. Adsorption and
encapsulation of TKec lead to an increase of the hydration rate, phys-
ically sorbed water molecules being located in meso- or macropores,
generated by the presence of the protein. Obviously, the coprecipi-
tation method increases the amount of water molecules embedded
in the structure, 12% against 8% for the adsorbed phase. The ma-
jor difference between TKec@MgAl-Gly-Gly, 4, and TKec@MgAl-Gly-
Glycop comes from the remaining of Gly-Gly molecules in the adsorbed
sample. Gly-Gly decomposition event is evidenced in both MgAl-Gly-
Glycop and TKec@MgAI-Gly-Gly,4, materials at 447 “C and 444 °C,
respectively. TKec decomposes in 2 steps, at 319 "C (338 "C) and
489 °C (497 =C) for TKec@MgAl-Gly-Glycop (TKec@MgAl-Gly-Gly 4¢ ).
Obviously, the coprecipitation leads to an extended TK-LDH interface,
with a complete coverage of the LDH surface by the enzyme and a
full replacement of the Gly-Gly molecules, while the surface adsorp-
tion process maintains part of the self-aggregation of LDH-Gly-Gly
platelets, both Gly-Gly and TKec coexisting in the phase as shown on
the thermogram.

3.3. Activity of TKec@LDH biohybrids

3.3.1. Enzymatic activity of biohydrid suspensions

For the determination of enzymatic activity of immobilized TKec,
L-erythrulose was used as the donor substrate since p-xylulose-5-
phosphate, the natural donor substrate of TK, was commercially un-
available, To note, L-erythrulose displays 30% of the activity of p-
xylulose-5-phosphate. Initial velocity of the reaction was determined
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Table 2
Specific activity of TKec@LDH biohybrids determined in 100 mM Gly-Gly.

Immobilization yield

Biohybrid TKec/LDH ratio (Qy, (Qex/ Qi %)

Activity, (%) Activity (U/mg biohybrid)

02 100
TKeC@MEAL-GlY-Gly s 06 100
1 98

02 100
TRec@MgAl-Gly-Glycop® 05 100
1 55

84 5
45 6
37 7

100 6
100 12
46 9

@ The same activity was obtained in 25 mM Gly-Gly.
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Fig. 6. (A) Relative activity (%) of TKec®MgAl-LDH,4, as function of as a function of
TKec: LDH ratio (Qe) in water (a), in 50 mM MOPS (b) and 100 mM Gly-Gly (c). {B)
Storage stability of TKec@MgAI-Gly-Glyco, suspensions in 100 (a) and 25 mM Gly-Gly
(b)at4-C.

Fig. 7. SEM images of films of TKec@MgAl-Gly-Glycop prepared in 100 (a) and 25 (b)
mM Gly-Gly.

following glycolaldehyde formation as a function of time by spec-
troscopy at 340 nm, with a coupled enzymatic reaction using yeast
alcohol dehydrogenase (ADH) and NADH, according to the following

scheme.

O TK
HO. ThDP, MgCly AR
o o g
oH Z :

L-erythrulose: D-R-5-P D-§-7-P NADH.H' NAD'

The enzymatic activity of TKec@LDH biohybrids (U/mg of solid)
was compared to that obtained for the same amount of free TKec (U/
mg of protein), defined as a relative activity (%). Specific activity of
free purified TKec was around 35 U/mg in 100 mM Gly-Gly. As shown
in Fig. 6A for the adsorbed TKec@MgAIl-LDH,4, phase, the relative ac-
tivity decreases with the Enz:LDH ratio (Qex) with a maximal value
for Qex = 0.2 for which 100% of enzyme was immobilized (Qex = Qyp,).
Furthermore, the enzymatic activity depends on the buffer medium
used. As observed for free TKec, a drastic decrease of activity was ob-
served in water, and the activity of biohybrids was higher in Gly-Gly
than in MOPS (Fig. 6A). The absolute activities obtained with three ra-
tio TKec@MgAI-LDH, 4, biohybrids are given in Table 2 and compared
to those obtained for TKec@MgAl-LDHcop. A maximum activity of 12
U/mg of solid was obtained for TKec@MgAI-Gly-Glycop (Q = 0.5).
This consists to a significant enhancement of the performance if we
compare this specific activity to our previous result obtained with TK
from S. cerevisiae immobilized on LDH (1.2 U/mg solid) [22].

The enzymatic activity of suspensions of TKec@MgAIl-Gly-Glycop
in Gly-Gly 100 and 25 mM at 4 “C was evaluated for one month.
Enzymatic activity of the biohybrids was tested weekly. 40% of their
initial activity was recovered after 30 days. The results were similar
with or without ThDP in the storage medium. However the decrease in
activity is faster when the buffer concentration is higher, probably due
to enzyme leaching in this case, as shown in Fig. 6B. This suspension,
when stored at 4 °C, remained ready for further uses.

3.3.2. Enzymatic activity of biohybrid films

In order to test the suitability of those biomaterials as station-
ary phase in microfluidic reactor or for biosensor development, thin
films were prepared using TKec@MgAI-Gly-Glyop through a one-step
deposition on a polished support. SEM images show that a homoge-
neous film was obtained using a suspension in 25 mM Gly-Gly (Fig.
7). However cracks are clearly observed when 100 mM Gly-Gly sus-
pension was used which caused enzyme leaching in this latter case.
It is not the case for the former buffer concentration. Enzymatic ac-
tivity of TKec@MgAI-Gly-Glyop film was tested over a recycling pro-
cess by soaking it into a stirred reactive medium. The initial rate of
the reaction was recorded at 340 nm as described for the suspen-
sions. For the first use a lack-time was observed, probably due to
limitation of substrate diffusion within the film. After each cycle, the
TKec@MgAI-Gly-Glycop film was carefully rinsed with 25 mM Gly-Gly.
Four successive cycles can be performed without any loss of activity
(2.7 + 0.06 U/mg cm?). Finally a reproducibility of 4% for three films
prepared independently was obtained. This indicates, in particular, an
efficient film preparation process, although the procedure used was
a non-automatic but a handmade process.



Annexes

Nadia Touisni et al. / Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 112 (2013) 452-459 459

4. Conclusion

All these results show the efficient immobilization of TKec on
MgAI-LDH by the coprecipitation method. The presence of Gly-Gly
can hinder the precipitation of LDH. However the positive point is
the replacement of nitrate by dipeptide inducing the formation of a
hydrophilic flexible 3D network of small LDH platelets around the
enzymes. Thus, the resulting biohybrid material depicts a stable, re-
producible and high enzymatic activity forimmobilized T interesting
as a stationary phase in microfluidic reactor or for biosensor develop-
ment.
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Résumé

Depuis peu, des travaux ont montré que chez I’Homme, la transcétolase (TK, EC 2.2.1.1.)
dont le cofacteur est la thiamine diphosphate (forme active de la vitamine B1), est une enzyme
impliquée dans de nombreuses maladies telles que, le diabéte, certains cancers, ou encore des maladies
neurologiques, comme le syndrome de Wernicke-Korsakoff et la maladie d’Alzheimer. Pour des
applications thérapeutiques, des inhibiteurs spécifiques de cette enzyme sont actuellement congus et
synthétisés dans les milieux académiques et industriels.

Afin de déterminer I’activité de la TK (dans un but de diagnostic) d’une part, et de détecter des
inhibiteurs potentiels de cette enzyme (dans un but thérapeutique) d’autre part, il est nécessaire de
disposer de tests alliant rapidité, sensibilité et faible colt. Nous avons envisagé d’utiliser des
biocapteurs ampérométriques qui combinent I’ensemble de ces avantages, et qui, de plus, n’ont jamais
¢été mis en oeuvre avec la TK.

Pour la détermination de 1’activité des TK d’E. coli et humaine libres en solution, nous avons
tout d’abord élaboré un premier biocapteur a galactose oxydase (GAOx, EC 1.1.3.9), dans lequel cette
enzyme est immobilisée sur la laponite. Puis, dans le but de detecter des inhibiteurs de la TK, avec un
systéme réutilisable, nous avons developpé un biocapteur 8 GAOx-TK d’FE. coli, les deux enzymes
étant co-immobilisées a la surface de 1’électrode. Pour cela la TK a été immobilisée dans des
Hydroxydes Doubles Lamellaires (HDL). Ce biocapteur bicouche et bi-enzymatique GAOx-TK, nous
a permis d’évaluer I’effet d’inhibiteurs, tels que différents analogues du cofacteur et de substrats pris
comme modeles.

Mots clés : Biocapteurs ampérométriques, transcétolase, thiamine diphosphate, galactose
oxydase, inhibiteurs, immobilisation d’enzymes, Hydroxydes Doubles Lamellaires (HDL).

Abstract

Some recent studies have shown that human transketolase (TK, EC 2.2.1.1.), which thiamine
diphosphate (active form of vitamin B1) is the cofactor, is involved in numerous disease such as
diabete, some cancers and neurodegenerative diseases as Alzheimer’s disease and Wernicke-Korsakoff
syndrome. For therapeutic purposes, TK inhibitors have been designed and synthesized in both
academic and industrial fields.

To determine TK activity (diagnostic) on the one hand, and to detect potential inhibitors of
this enzyme (therapeutic) on the other hand, it is necessary to develop fast, sensitive and low cost
assays. In this context, we designed some original amperometric biosensors that combine these
advantages and were never studied with TK from now.

We performed a first galactose oxidase (GAOx, EC 1.1.3.9) biosensor for E. coli and human
TK activities detection. For that purpose, GAOx was immobilized on laponite matrix. Then, we
designed a GAOx-TK biosensor by co-immobilization of GAOX and TK on the electrode surface that
enabled the detection TK inhibitors with a reusable system. Thence, TK was immobilized in Layered
Double Hydroxides (HDL). This bilayer and bi-enzymic biosensors, allowed us to determine the
inhibitor potencies of several cofactors and substrates analogues as model compounds.

Keywords: Amperometric biosensor, transketolase, thiamine diphosphate, galactose oxidase,
inhibitors, enzyme immobilization, Layered Double Hydroxides (LDH)





