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La transcétolase (TK, EC 2.2.1.1.) est une transférase à thiamine diphosphate (ThDP), 

étudiée depuis plusieurs années par l’équipe Synthèse Et Etude de Systèmes à Intérêt 

Biologique (SEESIB) de l’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 à la synthèse de polyols chiraux par formation d’une 

liaison C-C de façon hautement stéréosélective. Cette enzyme est présente dans tous les 

organismes et elle participe au cycle des pentoses phosphates pour la synthèse de cétoses 

phosphorylés, notamment le D-ribose-5-phosphate, jouant un rôle clé dans le métabolisme des 

nucléotides. 

Depuis peu, des travaux ont montré que chez l’Homme la TK est impliquée dans de 

nombreuses maladies telles que le diabète, 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 conçus et 

synthétisés au niveau académique et industriel. Il s'agit essentiellement d'analogues du 

cofacteur, le ThDP. 

Dans le but de déterminer l’effet de ces inhibiteurs sur l’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 coût. 

Nous avons envisagé un mode de détection ampérométrique via un biocapteur, 

système encore jamais exploré avec la TK. Un biocapteur est défini comme un outil 

analytique associant intimement un composé biologique, comme une enzyme, à un 

transducteur, dans notre cas une électrode. En effet, les biocapteurs ampérométriques sont des 

dispositifs simples, sensibles et compacts permettant la reconnaissance spécifique et le dosage 

d’une espèce chimique en traduisant sa concentration en courant électrique mesurable. Le 

principal verrou technologique dans la fabrication des biocapteurs demeure l’immobilisation 

des biomolécules à la surface du transducteur. L’encagement d'une forte densité de 

biomolécules dans une matrice hôte apparait comme une méthode assez efficace tout en 

veillant à maintenir la structure de la biomolécule et son accessibilité par les substrats. 

Le développement des biocapteurs envisagés dans le cadre de cette thèse s’appuit sur 

les compétences de l’équipe Matériaux Inorganiques (MI) de l’ICCF dans les domaines des 

biocapteurs enzymatiques et de l’immobilisation d’enzymes dans des matériaux inorganiques 

lamellaires, les hydroxydes doubles lamellaires (HDL), étudiées par cette équipe depuis 

plusieurs années. L’intérêt accordé à ces matériaux se justifie par leur porosité, leur 
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biocompatibilité et leur capacité d’échange anionique. Cette dernière propriété les rend 

favorable à 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 l’enzyme. Ces matériaux s’avèrent donc être de très bonnes matrices 

d’immobilisation d’enzymes pour la réalisation de biocapteurs ampérométriques. 

Ce projet collaboratif pluridisciplinaire, qui fait l’objet de cette thèse, implique à la 

fois la biocatalyse, la chimie des matériaux inorganiques, et l’électrochimie. Il a donc été 

développé grâce à la complémentarité des équipes SEESIB (production, étude et utilisation de 

la TK) et MI (immobilisation d’enzymes et développement de biocapteurs ampérométriques) 

de l’ICCF. 

Des travaux antérieurs réalisés au sein de l’ICCF par les équipes SEESIB et MI ont 

permis de développer un premier système électro-enzymatique pour la détection de l’activité 

de la TK de S. cerevisiae en solution. La réaction catalysée par la TK ne conduisant pas à un 

signal mesurable directement en électrochimie, le système de mesure envisagé fait appel à une 

enzyme auxiliaire, la polyphénol oxydase (PPO, EC 1.14.18.1), qui fournit un signal 

ampérométrique proportionnel à l’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 

système n’étant pas commercial, sa synthèse par voie chimio-enzymatique sera optimisée. 

Enfin, dans le but d’amplifier le signal généré par le biocapteur à PPO, différents paramètres 

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 à 

PPO sera envisagée pour proposer un système susceptible de conduire à une réponse 

ampérométrique plus élevée et plus simple à mettre en œuvre grâce à des substrats 

physiologiques de la TK et, de plus, commerciaux. Ce nouveau système consistera en 

l’utilisation d’une autre enzyme auxiliaire, la galactose oxydase (GAOx, EC 1.1.3.9). La 

détection de l’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 système réutilisable, la 

co-immobilisation de la TK à la surface de l’électrode sera étudiée. Pour cela la TK sera 

immobilisée dans les HDL. En effet, des travaux préliminaires réalisés au sein de l’Institut ont 

montré la faisabilité de l’immobilisation de la TK de S. cerevisiae sur ces matériaux 

conduisant à des biohybrides réutilisables et très 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 thèse, 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 modèle 

car nous pouvons l’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 à une étude bibliographique. Nous 

présenterons tout d’abord la TK puis nous nous intéresserons tout particulièrement à 

l’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 particulièrement celles développées 

en utilisant les HDL comme matrice hôte 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 thèse, les biocapteurs à PPO et à GAOx et au rôle des matrices 

d’immobilisation, sur leurs performances. 

Dans le second chapitre, nos résultats concernant la détection ampérométrique de 

l’activité de la TK libre en solution via les deux biocapteurs envisagés seront présentés. Nous 

indiquerons le principe, les conditions de mise en œuvre, les limitations ainsi que les 

avantages des biocapteurs ampérométriques à PPO et à GAOx. Enfin, nous nous attacherons 

plus particulièrement aux conditions de détection des activités des TKs d’E. coli et humaine 

avec le biocapteur ampérométrique à GAOx. 

Le troisième chapitre sera consacré à l’immobilisation de la TK dans les HDL. Nous 

présenterons l’étude physico-chimique des HDL en présence de solutions tampons et de 

molécules phosphorylées, nécessaire à la TK. Nous comparerons deux modes 

d’immobilisation soit l’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, l’activité enzymatique de la TK immobilisée dans 

les HDL et déposée à la surface de l’électrode sera évaluée. 

 

 



Introduction générale 

6 

Dans le dernier chapitre, nos travaux dédiés à la détection d’inhibiteurs de la TK 

seront présentés. Nous décrirons tout d’abord le principe et les conditions de mise en œuvre 

du biocapteur bi-enzymatique pour lequel la GAOx et la TK sont co-immobilisées à la surface 

de l’électrode. Finalement, les résultats concernant la détection d’inhibiteurs de la TK avec le 

système développé seront discutés. 

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

perspectives offertes par ces travaux. 



 

7 

CHAPITRE I :  ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
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I.1. La transcétolase 

La transcétolase (TK) appartient à la famille des enzymes dépendantes de la thiamine 

diphosphate (pyrophosphate de thiamine, ThDP). Le ThDP est le dérivé diphosphorylé de la 

vitamine B1 ou encore appelée thiamine (Figure I.1). Ces enzymes utilisent le ThDP comme 

cofacteur pour la rupture ou la formation de liaisons carbone-soufre, carbone-oxygène, 

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 mêmes structures et propriétés, ce qui permet d’utiliser le terme TK au singulier. 

 
Figure I.1 : La vitamine B1 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 à 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 I.2). 

 
Figure I.2 : Réaction catalysée in vivo par la TK 
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Deux cofacteurs sont essentiels à l’activité de la TK. Il s’agit de la thiamine 

diphosphate (ThDP) et d’un cation divalent, Mg2+ ou Ca2+. 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 I.3). Le carbone 2 (*) du cycle B intervient directement dans 

le mécanisme catalytique de la TK (cf. paragraphe I.1.1.3). 

 
Figure I.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. coli1–3 ainsi 

que récemment celle de Geobacillus stearothermophillus4 ont été étudiées par divers groupes 

dont celui du prof. L. Hecquet. De nombreux substrats non physiologiques et notamment 

non-phosphorylés ont également été décrits. Les constantes de Michaelis (KM) de ces 

substrats pour différentes sources de TKs sont comparées à celles obtenues avec les substrats 

physiologiques phosphorylés5–7 (Tableau I.1). 

Tableau I.1 : Constante de Michaelis (KM) de différents substrats pour les TKs de S. cerevisiae, d’E. coli et 
humaine déterminées à 30°C et à pH 8,5 (ND : non déterminé et NS : non substrat) 

  KM TK S. cerevisiae5,6 
(mM) 

KM TK E. coli6 
(mM) 

KM TK humaine7  
(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 utilisé dans les 

réactions de synthèse car la décarboxylation de ce substrat au cours de la réaction catalysée 

par la TK rend la réaction irréversible (Figure I.4). Cette découverte a permis d’exploiter le 

potentiel synthétique de la TK pour la synthèse de nombreux cétoses et analogues8–13. 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. coli14. 

Cependant ces composés n’ont pas été utilisés en présence de substrats accepteurs à des fins 

synthétiques pour accéder aux analogues de cétoses correspondants. 

 
Figure I.4 : Réaction catalysée par la TK basée sur l’utilisation du HPA 

Une large variété de substrats accepteurs a été testée en présence d’HPA comme 

substrat donneur15. Le meilleur substrat accepteur non phosphorylé pour les TKs de 

S. cerevisiae et de E. coli est le glycolaldéhyde6. La TK accepte très préférentiellement des 

-hydroxyaldéhydes de configuration (2R) conduisant ainsi à des cétoses de configuration 

D-thréo (3S,4R). Cette propriété est exploitée pour dédoubler des mélanges racémiques 

d’-hydroxyaldéhydes afin d’obtenir des (2S)-hydroxyaldéhydes16. Les aldéhydes 

aliphatiques et éthyléniques sont également transformés par la TK, mais avec une moindre 

activité comparée à celle des aldéhydes polyhydroxylés. La TK de S. cerevisiae accepte aussi 

quelques aldéhydes aromatiques et hétéroaromatiques, contrairement à la TK d’E. coli. 

Actuellement, les études portent sur la modification de la spécificité de substrat de la TK 

d’E. coli17 et de G. stearothermophillus (travaux actuellement en cours dans le groupe du 

prof. L. Hecquet) essentiellement par mutagenèse, afin d’élargir son champ d’application. 

I.1.1.2. Structures tridimensionnelles des transcétolases 

Les structures tridimensionnelles des TKs issues de microorganismes (S. cerevisiae18–

20, E. coli21,22, Leishmania mexicana23, Bacillus anthracis24, Mycobacterium tuberculosis25, 

Burkholderia pseudomallei26, Burkholderia thailandensis27, Campylobacter jejuni28, 

Francisella tularensis29 et Thermus thermopilus30) de végétaux (maïs31) et la TK humaine32 

ont été 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 façon 

générale, les TKs se présentent toutes sous forme de dimère avec des nombres d’acides 

aminés et des poids moléculaire très proches. De plus, elles possèdent un site actif pour 

chaque sous unité situé à l’interface entre les deux monomères. 
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En particulier, la TK de S. cerevisiae est constituée de deux sous-unités identiques de 

74 kDa (Figure I.5-A) comportant chacune 680 acides aminés. Chaque monomère comporte 

un site actif qui est situé à l’interface entre les deux sous-unités et deux sites de fixation pour 

ses cofacteurs, le ThDP et le cation divalent (Mg2+ ou Ca2+), localisés à proximité du site 

actif. Chaque monomère est caractérisé par trois domaines distincts : le domaine N-terminal 

(domaine PP), le domaine intermédiaire (domaine Pyr) et le domaine C-terminal (Figure 

I.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 dimère et englobent également le site actif. Aucune 

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

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

Figure I.5 : Structure de la TK avec deux molécules de ThDP 

Des études cristallographiques, couplées à des expériences de mutagenèse 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 

réactionnel de catalyse18,21,32. 
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Etude du site actif de la TK en présence du ThDP et des cations divalents 

Le ThDP est enchâssé dans une cavité profonde qui est située à l’interface des deux 

sous-unités protéiques. Son groupement diphosphate interagit avec le cation Ca2+, trois 

molécules d’eau et trois résidus pour la TK de S. cerevisiae (His69, His263 et Gly158) 

(Figure I.6) et sept résidus pour la TK humaine (Ser40, Lys75, His77, Asn185, Lys244, 

Gly156 et Glu157). Le cycle thiazolium (B) du ThDP, quant à lui, forme des liaisons de type 

de Van Der Waals avec certains résidus du site actif. Les résidus Asp382 (TK de 

S. cerevisiae) et Gln189 (TK humaine) interviennent dans la stabilisation de la charge du 

cycle thiazolium (B) et sont indispensables à la liaison du ThDP à l’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, Gln428, Phe389 et Phe392 pour la 

TK humaine. 

 
Figure I.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 Ca2+ interagit avec les 

acides aminés Asp157, Asn187 et Ile189 du site actif de la TK S. cerevisiae (Figure I.6) et les 

acides aminés Asp155, Asn185 et leu187 de celui de la TK humaine. Le Ca2+ interagit 

également avec le groupement pyrophosphate du ThDP. Sa présence est essentielle pour que 

le ThDP se lie à l’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 l’objet 

de nombreux travaux. 

La TK accepte des cétoses et des aldoses phosphates comportant trois à 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 Å19. Les études 

cristallographiques couplées à des expériences de mutagenèse dirigée ont permis de proposer 

un modèle des interactions entre les résidus du site actif et le D-E4P (Figure I.7). 

 
Figure I.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 

L’Asp477 interagit par une liaison hydrogène avec le groupe hydroxyle en position  

de la fonction aldéhydique du D-E4P et contrôle ainsi l’énantiosélectivité vis-à-vis des 

aldéhydes -hydroxylés de configuration R.33 De plus, les deux Arg359 et 528 stabilisent les 

groupements phosphates des substrats ayant une chaîne carbonée supérieure ou égale à quatre 

unités tandis que l’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 TKs de S. cerevisiae, 

E. coli et humaine 

Il apparaît que les résidus clés notamment les deux His30 et His263 chez 

S. cerevisiae19 intervenant dans la catalyse jouent le même rôle chez E. coli34 et chez 

l’homme35 (Tableau I.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 rôle majeur. De plus, nous avons vu précédemment 

que l’énantiosélectivité est contrôlée chez la TK de S. cerevisiae par l’Asp477 et récemment 

chez E. coli il a été montré qu’un résidu Asp469 a la même fonction. Toutefois, la TK 

humaine comporte quelques différences, la Gln428 remplace une histidine (His481 chez 

S. cerevisiae et His473 chez E. coli) qui pourrait jouer un rôle dans la liaison du substrat. Le 

résidu Gln189 remplace une Ile au niveau de la liaison avec le cycle thiazolium. Ce résidu 

Gln189 pourrait empêcher par son encombrement stérique, la dissociation du cofacteur, 

expliquant ainsi la liaison quasi-irréversible du ThDP à l’enzyme. Le résidu Lys260 non 

retrouvé chez S. cerevisiae et E. coli, est quant à lui situé à l'entrée de la poche contenant le 

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

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

Rôle du résidu S. cerevisiae19 E. coli34 Humaine35 

Catalyse 
His30 His26 His37 

His263 His261 His258 
Enantiosélectivité Asp477 Asp469 - 

Stabilisation du groupement phosphate 
du substrat 

His469 His461 His461 

Ser386 Ser385 Ser345 

Arg359 Arg358 Arg318 

  Arg474 
- - Lys260 

Liaison avec le cycle thiazolium Ile Ile Gln189 
Alignement orbitalaire des 

intermédiaires His481 His473 Gln428 
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I.1.1.3. Mécanisme réactionnel de la TK 

D’après les expériences de mutagenèse dirigée et après analyse des données 

cristallographiques, un mécanisme catalytique pour la TK de S. cerevisiae19 a été proposé. 

Celui-ci peut être adapté aux TKs d’E. coli22 et humaine32,35, les sites actifs étant similaires, 

comme nous l’avons vu précédemment dans le paragraphe I.1.1.2. 

La première étape commune à toutes les enzymes qui utilisent le ThDP consiste en la 

déprotonation du C2 du cycle thiazolium qui conduit à la forme activée du ThDP. Le résidu 

Glu418 (Glu336 pour la TK humaine) protone l’atome d’azote N1’ du cycle pyrimidine (a) 

conduisant à la formation du groupe iminium (b). Le C2 du cycle thiazole est alors déprotoné 

(c) par le résidu His481 (His110 pour la TK humaine et His473 pour la TK d’E. coli) (Figure 

I.8). Bien que la conformation en V du ThDP ne soit pas favorisée thermodynamiquement, 

elle permet la stabilisation du carbanion du C2 du cycle thiazolium par le groupement iminium 

du cycle pyrimidine. 

 
Figure I.8 : Mécanisme d’activation du ThDP 

Puis, le carbanion c formé attaque le groupe carbonyle du D-X5P (d) qui peut être 

protoné soit par le groupe iminium du cycle pyrimidine ou bien par le résidu His481 (cette 

dernière hypothèse est retenue dans le mécanisme décrit dans laFigure I.9). 

Ensuite, l’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 C3 du substrat 

donneur lié au ThDP (e). Le D-G3P est alors libéré. La charge négative de l’intermédiaire 

-dihydroxyéthyl-pyrophosphate de thiamine (f) est stabilisée par effet mésomère (g). 

Le carbanion (f) attaque alors la face Re de la fonction aldéhyde du substrat accepteur, 

l’oxygène étant protoné par l’His263. Le nouveau carbone asymétrique formé est de 

configuration S. La rupture de la liaison qui lie le C2 du cycle thiazolium (h) via la 
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déprotonation du groupement hydroxyle conduit à la libération du produit final de 

configuration (3S,4R) et du ThDP (i). 

 

Figure I.9 : Mécanisme réactionnel 

I.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 intérêt 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 gènes codant des enzymes ayant une activité TK, TKL1 et TKL2, ont été 

identifiés chez S. cerevisiae. Les deux enzymes correspondantes présentent 71 % d’homologie 

de séquence mais semblent jouer des rôles différents au sein de la cellule. En effet, le gène 

TKL2 est peu exprimé et ne semble pas indispensable au métabolisme de S. cerevisiae36, 
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contrairement à la TK codée par le gène TKL1. Tous les travaux décrits dans la littérature 

concernent la TK codée par le gène TKL1. 

La TK de S. cerevisae a été la première à avoir été clonée et surexprimée. Sundstorm 

et ses collaborateurs ont construit le plasmide pTKL1, contenant le gène tkl1, à partir d’une 

banque génomique de S. cerevisiae dans le vecteur pHR8137. Ce vecteur navette a la 

particularité de se répliquer dans E. coli et dans S. cerevisiae. Grâce à 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 (pTKL1) est 

décrite par l’équipe de Schneider38. 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-1, 

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

TK d’E. coli 

Deux gènes tktA et tktB ont été identifiés chez E. coli. Les séquences protéiques des 

deux TK présentent 70 % d’homologie et sont indispensables à la survie cellulaire. 

La TK issu du gène tktA est l’enzyme la plus exprimée dans E. coli et aussi la plus 

étudiée. Woodley et ses collaborateurs ont cloné le gène tktA dans un plasmide multicopie de 

type pBGS18 portant un gène de résistance à la kanamycine. Après transformation dans 

E. coli, des cultures à 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-1, déterminée 

en présence des substrats naturels. La TK représente 40 % de la quantité totale de protéines 

dans l’extrait39. 

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)40. 
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TK de Leishmania mexicana 

La TK de Leishmania mexicana a également été clonée dans un vecteur sous le 

contrôle d’un promoteur T7 et d’un opérateur lacZ, avec une étiquette six histidines. Après 

transformation dans E. coli et induction par l’IPTG, la TK représentait 5 à 8 % des protéines 

de l’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-1 déterminée en présence 

des substrats naturels, et un rendement de 10 à 15 mg par litre de culture41. 

TK de Geobacillus stearothermophilus 

Un seul gène tk1 a été identifié récemment à partir du génome de Geobacillus 

stearothermophillus4. 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 gène 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 être envisagée 

comme alternative compte-tenu de la thermostabilité de cette TK. En présence des substrats 

naturels, l’activité spécifique à 25°C de la TK purifiée par choc thermique est de 0,9 U.mg-1. 

Elle est similaire à celle de la TK purifiée par chromatographie d’affinité sur résine Ni-NTA. 

Cette technique de purification plus rapide et plus simple à mettre en œuvre a donc été retenue 

De plus, l’activité spécifique à 50°C est de 2,8 U.mg-1. 

TK humaine 

La TK humaine a été clonée tout d’abord par Wang et ses collaborateurs dans un 

vecteur de surexpression sous le contrôle d’un promoteur T7 et d’un opérateur lacZ, avec une 

étiquette six histidines en position N-terminale42. Cette stratégie a conduit après purification, 

en présence des substrats naturels, à une activité spécifique de 6 à 10 U.mg-1 et un rendement 

de 0,8 à 1,5 mg par litre de culture. Plus récemment, Nixon et ses collaborateurs ont utilisé le 

vecteur pCL476, ce qui a permis aussi l’introduction d’une étiquette His-Tag43. 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 à 30°C, puis la production de la TK a été induite en 

plaçant la culture à 42°C. Après purification par chromatographie sur hydroxyapatite, suivie 
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d’une chromatographie d’affinité au nickel, la TK recombinante humaine exprimée dans 

E. coli a été obtenue avec une activité spécifique de 13,5 U.mg-1, déterminée en présence des 

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

I.1.2. Rôle métabolique de la TK 

La TK est ubiquitaire. Chez les végétaux la TK intervient dans le cycle de Calvin en 

relation avec la photosynthèse, 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 rôle de la TK dans cette dernière voie métabolique 

(Figure I.10). 

I.1.2.1. Rôle 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 CO2. 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 I.10). 
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Figure I.10 : Segment non oxydatif de la voie des pentoses phosphates 

Les monosaccharides phosphorylés jouent un rôle essentiel comme précurseurs de 

différentes voies métaboliques (Figure I.11). 

 
Figure I.11 : Importance de la réaction catalysée par la TK dans la cellule 

Notamment, le D-R5P 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 biosynthèse de l’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. 

I.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 I.12). De plus, lors d’une déficience en 

thiamine, l’activité de la TK comme celles des autres enzymes ThDP dépendantes, est 

diminuée chez les organismes supérieurs et notamment chez l’Homme. Ces facteurs peuvent 

engendrer des maladies sévères. 

 
Figure I.12 : Implication de la glycolyse dans le segment non oxydatif de la voie des pentoses phosphates44 
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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 à une malnutrition. Ce syndrome 

génère 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 l’activité des 

enzymes ThDP dépendantes. Parmi ces enzymes, il a été montré in vivo que l’activité de la 

TK diminue en premier et celle-ci est totalement restaurée en présence d’un excès de 

thiamine45. La thiamine est prescrite chez l’homme pour le traitement de cette maladie46,47. 

Cependant, ces études ont montré que la neuropathologie ne dépend pas uniquement du rôle 

de la TK mais aussi d’autres facteurs encore peu connus48,49. 

Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, une diminution de l’activité de la TK a été 

également montrée lors d’un examen post-mortem des cerveaux et autres tissus des patients 

atteints48. Chez ces malades, la structure de la TK identifiée dans les fibroblastes est différente 

de celle des patients sains. Cette anomalie serait due à 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 être 

des cibles pour le traitement de cette maladie50. 

Dans le cadre des maladies neurologiques, l’activité enzymatique de la TK peut être 

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 à partir des érythrocytes humains51. Son activité a été détectée selon le test 

conventionnel qui sera développé par la suite dans le paragraphe I.1.4.1. 

Cancer 

Le glucose est une source de carbone lors de la synthèse 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 rôle important pour la synthèse de D-R5P dans les cellules 

cancéreuses. Dans certaines cellules tumorales, plus de 85 % du D-R5P nécessaire à la 

synthèse 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 



Chapitre I : Etude bibliographique 

24 

pentoses phosphates conduisant à une sur-régulation de la TK (Figure I.12)52,53. De 

nombreuses études montrent que la TK et la thiamine ont effectivement un haut coefficient de 

contrôle dans la croissance des cellules tumorales, du cancer du colon, des hépatomes, des 

carcinomes épithéliaux des poumons, des carcinomes de la thyroïde et des adénocarcinomes 

pancréatiques54–57. De plus, un apport nutritionnel en thiamine permet la survie et la 

prolifération des cellules cancéreuses58,59. Ces résultats ont été confirmés par l’utilisation 

d’inhibiteurs de la TK. L’oxythiamine induit ainsi la suppression de la prolifération tumorale 

ce qui se traduit par un arrêt de la phase G1 du cycle cellulaire dans les cellules cancéreuses 

d’Ehrlich60. Récemment une étude a montré l'expression de la TK dans les cellules tumorales 

sous hypoxie61. 

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’Ehrlich59,60. De 

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

en présence d’inhibiteurs soit avec un apport en thiamine56. 

Diabète 

La TK joue également un rôle important dans le diabète48. 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 élevée dans le 

sang, le glucose et d’autres sucres réagissent de façon non enzymatique avec les groupements 

amino des protéines. Cela conduit à une modification post traductionnelle appelée glycation 

non enzymatique qui diminue l’activité des enzymes et notamment celle de la TK. Cette 

glycation peut être diminuée dans le cas de la TK par la prescription de vitamine B1 ce qui 

active la TK et permet de remédier en partie à l’accumulation de glucose dans le sang. Il a été 

aussi montré que la benfotiamine en activant indirectement l’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 diabète (Figure I.12)44,62. La TK peut donc être une 

nouvelle cible pour la prévention et le traitement du diabète 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 paludisme63. 

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 l’ampleur ces 

dernières années, comme nous venons de le voir, des études ont montré l’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. 

I.1.3.1. Inhibiteurs de la TK de S. cerevisae 

Les premiers inhibiteurs de la TK ont été mis en évidence avec l’enzyme de 

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

Inhibiteurs analogues du ThDP 

La première étude portant sur l’inhibition de la TK en présence d’analogues du ThDP 

a été effectuée en 197164 en présence de la TK de S. cerevisiae sous forme d’apoenzyme. Les 

auteurs de ces travaux ont étudié l’influence des trois éléments structuraux caractéristiques du 

ThDP (cycle A aminopyrimidine, cycle B thiazolium et groupement pyrophosphate) à l’aide 

des composés présentés dans le Tableau I.3. 

Le rôle de ces molécules en tant qu’inhibiteurs a été évalué d’après leurs constantes 

d’inhibition (KI). Ainsi, l’affinité d’un inhibiteur est d’autant plus grande que le KI est petit. 

Cette constante d’inhibition KI, correspond aussi à la constante de dissociation (KD) du 

complexe enzyme-inhibiteur ou du complexe enzyme-substrat-inhibiteur. 

E + I           EI            KD (KI) =  
           KD 

[E] [I] 
  [EI] 
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Les valeurs de KI 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 façon significative à l’effet inhibiteur. 

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

Tableau I.3 : Les premiers inhibiteurs de la TK analogues du cofacteur (KI déterminés à température 
ambiante et à pH 7,4 ou 7,6) 

Inhibiteurs KI (mM) 

1 

 

34 

2 

 

4,3 

3 

 

2,0 

4 

 

1,4 

5 

 

0,28 

6 

 

5,4.10-3 

7 

 

1,3.10-6 

 

Pour mieux comprendre l’influence des cycles A et B, deux autres molécules ont été 

étudiées65 : la néopyrithiamine (2) et l’oxythiamine (4) (Tableau I.3). Leurs constantes 

d’inhibition, respectivement de 1,4.106 et 4,3.106 nM, sont meilleures que celles de la 

thiamine. Ainsi l’introduction d’une modification sur le cycle aminopyrimidine (4) a un effet 

plus marqué pour l’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 I.3) a été étudié avec la TK de S. cerevisiae66. Cet 
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analogue interagit avec les mêmes acides aminés de l’enzyme que le ThDP, excepté la liaison 

entre le Glu418 et l’atome d’azote en position 1 du cycle aminopyrimidine du ThDP. Cet 

analogue est un très 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 l’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 I.13). Son rôle d’inhibiteur compétitif de la TK de 

S. cerevisiae a été étudié. Il conduit à une constante d’inhibition de 3,0 mM (à 25°C et à 

pH 7,6) proche de la constante de Michaelis (KM) du D-F6P. Cette molécule pourrait 

intervenir dans la régulation de la biosynthèse de la tyrosine67. 

 
Figure I.13 : Structure du p-hydroxyphénylpyruvate 

I.1.3.1. Inhibiteur de la TK d’E. coli 

Le D-arabinose-5-phosphate (D-A5P) est un aldose qui a été envisagé comme 

inhibiteur de la TK d’E. coli en tant qu’analogue du substrat accepteur (Figure I.14). Dans le 

cas de la TK de S. cerevisiae, il est décrit comme substrat accepteur malgré sa configuration R 

au niveau du C2. Cependant, il a été démontré qu’il agit comme un inhibiteur compétitif de la 

TK d’E. coli avec un KI de 6 mM (à température ambiante et à pH 7,6)6. 

 
Figure I.14 : Structure du D-A5P 
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I.1.3.2. Inhibiteurs de la TK humaine 

Ce domaine est largement exploré à l’heure actuelle en raison du rôle clé joué par la 

TK dans de nombreux cancers. Les stratégies consistent à réaliser des études de type 

structure-activité in vitro (en présence de l’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 modèles de la TK humaine, en présence de bibliothèque 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 élaborée dans le cadre d’études visant à 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 l’absence ou la présence du groupement 

pyrophosphate. (Figure I.15). 

 
Figure I.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 l’élaboration 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)68,69 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 l’activité de la TK en présence de ces pro-drogues et déterminer 

les constantes d’inhibition (KI), les auteurs de ces travaux ont conçu un test couplant la TPPK 

avec l’apo-TK. De plus, des études in vivo ont été réalisées sur des lignées cellulaires 

humaines de cancer du côlon (HCT-116). Ces dernières 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 KI et des CE50 sont 

indiquées dans le Tableau I.4 et le Tableau I.5. 

Les premiers essais ont montré qu’en présence de l’apo-TK seule, le KD de la thiamine 

(1) qui est non phosphorylée est bien supérieur à celui de son analogue phosphorylé le ThDP 

(8) montrant ainsi la nécessité de la phosphorylation de l’alcool primaire pour améliorer 

l’affinité68 (Tableau I.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 l’apo-TK est couplée in vitro avec la TPPK, la valeur de KI (22 nM) du 

composé non phosphorylé (9) est proche de celle obtenue avec ce même composé 

phosphorylé (7) en présence de l’apo-TK seule (KI = 33 nM). Le composé (7) avait déjà été 

décrit comme meilleur inhibiteur de la TK de S. cerevisiae (KI = 1,3 nM, page 10, Tableau 

I.1). 

Tableau I.4 : Analogues de la thiamine et du ThDP modifiés au niveau du cycle A (KD déterminés à 
température ambiante et à pH 8) 

Inhibiteurs Apo-TK 
KD (nM) 

TPPK/apo-TK 
KD (nM) 

1 

 

6,8.106 - 

8 

 

170 - 

9 

 

- 22 

7 

 

33 - 

 

Selon cette stratégie, deux approches ont été menées en parallèle avec des composés 

dont le cycle B est chargé, de type thiazolium (séries 10 et 11), ou non chargé, de type 

thiazolone (12) ou thiophène (13) (Tableau I.5). 

Avec la série de composés chargés (10), il apparaît que la modification du cycle A 

permet de diminuer le KD par rapport à 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 hydrogène donne le meilleur KI (7,0 nM) mais celui-ci n’a pas l’effet attendu sur les 
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cellules HCT-11668 (EC = 1600 nM) (Tableau I.5). En revanche, les meilleures CE50 avec 

cette série (CE50 = 8,3 - 9,0 nM) ont été observées avec les composés dont le R4 est un 

groupe amino et R2 est un groupe méthyl, éthyl, ou un atome de chlore. 

L’étude a été complétée par une deuxième 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 

5’68 (Tableau I.5). Les KI obtenus in vitro sont globalement inférieurs à ceux des composés 

(10) mais ne permettent pas d’obtenir des valeurs inférieures à 7 nM comme dans le cas 

précédent. En revanche, la protection de l’alcool primaire en position 5’ par un acétate permet 

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

du groupement acétyle n’a pas été élucidée. 

Tableau I.5 : Inhibiteurs de la TK humaine antagonistes du ThDP (KD et déterminés à température 
ambiante et à pH 8) 

Inhibiteurs Apo-TK 
KD (nM) 

TPPK/apo-
TK 

KD (nM) 

HCT-116 
CE50 (nM) 

10 
Composés chargés :  
Cycle A pyridine 
Cycle B thiazolium 

 

- 7,0 - 1460 8,3 - 38000 

11 
Composés chargés :  
Cycle A aminopyridine 
Cycle B thiazolium 

 

- 25 - 120 4,7 - 25000 

12 
Composés non chargés :  
Cycle A aminopyrimidine 
Cycle B thiazolone 

 

170 - 
3,4.104 - 2,71.103 

13 
Composés non chargés:  
Cycle A aminopyrimidine 
Cycle B thiophène 

 

1,1.103 - 
>500.103 3,0 - 64 0,66.103 - 

52.103 

 

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 à 5 chaînons 

de type thiazolone69. 

Enfin, une dernière 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 thiophène. Globalement, in vitro et in vivo les valeurs de KI et les 
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CE50 sont meilleures que pour les autres séries. Le caractère hydrophobe du noyau thiophène 

pourrait expliquer ces résultats mais cette hypothèse nécessiterait des études plus précises. 

En conclusion, in vitro les composés non chargés comportant un cycle thiophène (13) 

présentent les KI les plus bas, et donc les plus fortes affinités pour la TK. In vivo, la série de 

composés (11) comportant un cycle aminopyridine (A), et chargés au niveau du cycle 

thiazolium (B), semblent être la plus prometteuse. 

Autres inhibiteurs 

Un criblage sans a priori d’une bibliothèque de 64320 composés a été effectué sur la 

TK humaine, sur deux lignées cellulaires de cancer du côlon et sur une lignée de carcinome 

pancréatique pour déterminer de nouveaux inhibiteurs de cette enzyme70. 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 l’activité de l’enzyme. 

Les plus faibles CI50 (4,0 et 3,9 µM) sont obtenues respectivement avec les composés 15 et 

16 (Tableau I.6). Le rôle des éléments structuraux de ces composés dans le processus 

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

Tableau I.6 : Structures des deux composés les plus actifs après le criblage d’une bibliothèque de 
64320 composés (CI50 déterminés à température ambiante et à pH 7,5) 

Inhibiteurs CI50 (µM) 

15 

 

4,0 

16 

 

3,9 

 

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 modèle de la 

TK humaine71. L’activité de ces composés est confirmée in vitro par l’inhibition de la TK et 

in vivo par l’inhibition de la croissance des cellules de deux lignées tumorales humaines de 

côlon. Les meilleurs candidats (17, 18, 19) conduisent in vitro à des CI50 de 100 à 200 µM 

(Tableau I.7). Les auteurs ont montré que ces composés interagissaient avec la séquence 
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Asp200-Gly201 de l'hélice alpha au niveau de la TK. Ceci contriburait certainement à 

modifier le processus de dimérisation de l’enzyme. 

Tableau I.7 : Activité des composés diphényles urées (CI50 déterminés à 37°C et à pH 7,6) 

Inhibiteurs CI50 (µM) 

17 

 

200 

18 

 

150 

19 

 

100 

 

I.1.3.3. Inhibiteurs de la TK de P. falciparum 

Tout récemment, l’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 être 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. falciparum63,72. Pour le criblage 

virtuel, un modèle 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 modèle a permis de définir par « docking » les liaisons 

de l’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 première 

avec divers composés et la deuxième approche à partir de molécules développées pour la 

chimiothérapie du paludisme. 

Une première étude repose sur le criblage in silico d’une bibliothèque de 5784 

composés issus du « Central Drug Research Institute » (C.D.R.I.) de Lucknow en Inde63. Les 

modèles 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 

l’hydroxyphénylpyruvate 21 qui ont montré au préalable des activités anti-paludiques in vivo. 

Le composé 22 provenant du criblage in silico réalisé avec le modèle construit en 

présence du ThDP conduit à une concentration de 200 µM à une inhibition de 37 % de 

l’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 l’activité de la TK de P. falciparum à la 

même concentration) (Tableau I.8). 

Tableau I.8 : Inhibition de la TK de P. falciparum avec le modèle construit en présence de ThDP              
(% Inibition déterminés à température ambiante et à pH 7,6) 

Inhibiteurs Concentration 
(µM) 

% Inhibition 
TK P. falciparum 

20 

 

 

200 74 

22 

 

200 37 

 

Tableau I.9 : Inhibition de la TK de P. falciparum avec le modèle construit en présence de D-F6P             
(% Inibition déterminés à température ambiante et à pH 7,6) 

Inhibiteurs Concentration 
(µM) 

% Inhibition 
TK P. falciparum 

21 

 

200 56 

23 

 

200 45 

24 

 

200 41 

25 

 

200 34 
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De plus, trois composés 23, 24 et 25, provenant du criblage in silico réalisé avec le 

modèle construit en présence du D-F6P, ont conduit à une concentration de 200 µM à des 

inhibitions de 34 à 45 % de l’activité de la TK de P. falciparum inférieures là encore à celle 

obtenue avec le témoin, l’hydroxyphénylpyruvate 21 (Tableau I.9). Les études de « docking » 

ont permis aux auteurs de montrer que ces composés ont les mêmes sites d’interaction avec 

l’enzyme que le D-F6P, le substrat donneur physiologique. 

Une deuxième étude a été effectuée par la même équipe72 à partir d’une bibliothèque 

de molécules déjà développée pour la chimiothérapie du paludisme. Après un criblage 

in silico, sept composés (de 26 à 32) ont été sélectionnés pour le criblage in vitro (Tableau 

I.10). Tous les composés ont des CI50 de 72 à 85 µM et ils sont plus actifs que le témoin, 

l’hydroxyphénylpyruvate 21 (CI50 = 103 µM), ce qui en fait des candidats intéressants. Le 

rôle des éléments structuraux de ces composés dans le processus d’inhibition de la TK de 

P. falciparum n’a pas été encore étudié. 

Tableau I.10 : Inhibition de la TK de P. falciparum (CI50 déterminés à température ambiante et à pH 7,6) 

 
 

   Inhibiteurs CI50 (µM) 
in vitro 

  R1 R2 

26 

 

 

75,0 

27 

 

 

76,7 

28 

  

80,2 

29 

 

 

74,5 

30 

 

 

76,4 

31 

 

 

72,7 

32 

 

 

85,5 
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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 à 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 l’activité de la TK 

L’activité spécifique d’une enzyme est définie en U.mg-1 ce qui correspond à 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 

spectrophotométrique73–78, fluorométrique70,79,80 ou ampérométrique81. Avec ces modes de 

détection, les substrats ou les produits de la réaction catalysée par la TK ne peuvent pas être 

détectés directement et nécessitent donc l’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 grâce à des réactions auxiliaires permettre 

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

substrat donneur utilisé. 

I.1.4.1. Tests in vitro en présence de substrats donneurs non modifiés 

Tests spectrophotométriques 

La méthode conventionnelle pour doser l’activité de la TK est l’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 I.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 être mesurée par spectrophotométrie à 340 nm ou le dosage par fluorimétrie 

(FLINT) avec une excitation à 330 nm et une émission à 450 nm. Cette stratégie a été utilisée 

pour le criblage in vitro d’inhibiteurs de la TK70. Parmi tous les tests qui sont décrits dans la 
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littérature et présentés ici, ces deux stratégies sont les seules à être utilisées pour le criblage 

in vitro d’inhibiteurs de la TK. 

Le D-X5P étant devenu commercialement indisponible, de nouveaux tests ont été 

développés. Ils mettent tous en jeu des déshydrogénases, et sont basés sur la production de 

D-X5P in situ ou l’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 l’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 à partir du D-xylulose, en présence d’ATP76 (Figure I.16, partie gauche). 

 
Figure I.16 : Test basé sur l’utilisation des substrats naturels 

Un autre test repose sur l’utilisation du D-F6P comme substrat donneur et du D-G3P 

comme accepteur en présence de l’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 l’érythrose-4-phosphate déshydrogénase en 

présence de NAD+75 (Figure I.17). 

 
Figure I.17 : Test basé sur l’utilisation du D-F6P comme substrat donneur 
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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 l’alcool 

déshydrogénase de S. cerevisiae (YADH, EC 1.1.1.1) en présence de NADH74 (Figure I.18). 

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

Ces quatre tests sont basés sur l’utilisation d’oxydoréductases NADH-dépendantes 

ayant pour substrat l’aldéhyde α-hydroxylé formé. L’utilisation du NADH rend ces tests 

coûteux notamment si de nombreux échantillons sont à analyser. C’est le cas lors du criblage 

de banques d’inhibiteurs. 

Tests colorimétriques 

Un autre substrat donneur non physiologique a été envisagé, l’hydroxypyruvate. Ce 

substrat est commercial ou peut aussi être synthétisé facilement en une étape à partir du 

bromopyruvate. Ces tests ne font pas appel à des enzymes auxiliaires mais à des 

chromophores introduits dans le milieu réactionnel. 

Test basé sur la formation du formazan. L’activité de la TK en présence de 

l’hydroxypyruvate (HPA) et de différents aldéhydes non α–hydroxylés a été déterminée par la 

formation du formazan (composé rouge) à partir d’un sel de tétrazolium (le chlorure de 

2,3,5-triphényltetrazolium, incolore) (Figure I.19). Cette méthode repose sur l’utilisation d’un 

excès de tétrazolium et de soude en fin de réaction afin d’évaluer la quantité de cétose formée. 

Cette méthode est rapide, peu coûteuse et relativement sensible mais l’utilisation de ce test est 

limitée aux substrats accepteurs non hydroxylés en α et c’est un test discontinu77. 
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Figure I.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 l’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 

entraînent une augmentation du pH du milieu réactionnel (Figure I.20). L’utilisation d’une 

faible concentration en tampon est nécessaire afin de ne pas masquer les variations de pH. La 

méthode est peu coûteuse, facile à mettre en œuvre et peut permettre la détermination des 

paramètres cinétiques. De plus, l’activité de la TK peut être 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. 

 
Figure I.20 : Test colorimétrique basé sur la variation du pH 

I.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 à 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 l’activité de la TK. Dans ces tests, une protéine auxiliaire, l’albumine 

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

Une des méthodes les plus largement utilisées dans le cadre des dosages enzymatiques 

consiste à utiliser un substrat fluorogénique82. Un test stéréospécifique développé par le 

groupe du Prof. L. Hecquet repose sur l’utilisation d’un substrat modifié préalablement 

synthétisé comportant un motif reconnu par la TK (cétose D-thréo) sur lequel est greffé un 

groupement partant, l’umbelliférone, fluorescente lorsqu’elle est libre (Figure I.21). Celle-ci 

est libérée via une β-élimination catalysée par la BSA79,83,84 . Les principaux inconvénients de 

cette stratégie sont, d’une part, la faible activité du substrat fluorogénique vis-à-vis de la TK, 

due à l’encombrement du groupement partant, et d’autre part, l’étape catalysée par la BSA, 

qui est limitante80. 

 
Figure I.21 : Test basé sur l’utilisation d’un substrat fluorogénique 

Test ampérométrique 

Selon la stratégie analogue à celle décrite ci-dessus, un autre substrat a été envisagé 

dans lequel l’umbelliférone est remplacée par l’ester éthylique de la N-acétyl-L-tyrosine 

(N-Ac-Tyr-OEt)85. Le N-Ac-Tyr-OEt est détecté ampérométriquement par un biocapteur à 

polyphénol oxydase (PPO, EC 1.14.18.1). La PPO oxyde la N-Ac-Tyr-OEt en orthoquinone, 

puis la réduction de celle-ci est détectée à -0,2 V traduisant ainsi une activité de la TK en 

courant électrique mesurable81 (Figure I.22). Cette méthode développée conjointement par les 

groupes du Dr. C. Mousty et du Prof. L. Hecquet conduit à une détection du groupement 

partant N-Ac-Tyr-OEt de façon plus rapide (quelques secondes) que dans le cas de 

l’umbelliférone, ceci avec une très 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 synthèse comporte de nombreuses étapes délicates à mettre en œuvre, ce qui ne 

permet pas d’obtenir des quantités importantes. De plus le substrat utilisé dans ce test n’est 

pas un meilleur substrat de la TK par rapport à l’analogue comportant l’umbelliférone. 
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Figure I.22 : Test basé sur une détection ampérométrique 

En résumé, de nombreux tests permettant de détecter l’activité de la TK in vitro ont été 

développés. Cependant aucun n’allie toutes les qualités requises pour l’analyse d’un grand 

nombre d’échantillons : rapide, sensible, peu coûteux, facile à mettre en œuvre et 

miniaturisable. Les méthodes ampérométriques via un biocapteur enzymatique étant très 

sensibles, rapides et miniaturisables pourraient être optimisées afin de détecter l’activité de la 

TK en présence de substrat donneur physiologique. Ces méthodes impliquent 

l’immobilisation d’enzymes à 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 coût 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 

l’enzyme en la séparant du milieu réactionnel et peut conduire à la stabilisation de son 

activité. Les principes d’immobilisation des enzymes ont évolué et trois grandes étapes se 

sont succédé86. La première a commencé au XIXème siècle, avec l’utilisation d’enzymes 

immobilisées pour le développement d'un filtre bactérien pour clarification des eaux usées. La 

deuxième étape, à partir des années 60, a permis de déterminer les bases des techniques 

d’immobilisation actuelles. Les années 70 marquent la troisième étape avec l’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 l’industrie alimentaire, la chimie fine, le développement de 

biocapteurs ou de biopiles, la production de biodiesel… Dans les années 80, l’immobilisation 

de cellules entières (bactéries) a également été décrite avec des applications similaires à celles 

des enzymes isolées (bioréacteurs, biopiles). Le mode d’immobilisation développé doit être 

adapté aux applications visées. 

Différents modes d’immobilisation sont rapportés dans la littérature, ils peuvent être 

divisés en trois catégories : l’immobilisation sur un support à deux dimensions, la réticulation 

chimique et l’encapsulation dans une matrice hôte. Ces différents modes d’immobilisation ont 

largement été décrits dans la littérature87–89 et je n’en ferai ici qu’une présentation succincte 

(Figure I.23).  Certaines  de ces méthodes d’immobilisation, notamment le greffage chimique, 

ont été appliquées à l’immobilisation de la TK. Cet aspect sera abordé dans le paragraphe 

I.2.3. Je m’attarderai d’avantage sur l’encapsulation des enzymes dans une matrice hôte, en 

particulier dans les Hydroxydes Doubles Lamellaires (HDL). En effet, cette méthode 

d’immobilisation fait partie intégrante de mon travail de thèse. 
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Figure I.23 : Les différentes méthodes d’immobilisation des enzymes 

I.2.1. Modes d’immobilisation 

I.2.1.1. Immobilisation sur un support à deux dimensions 

Les interactions d’une enzyme avec une surface du type polymère, carbone, silice, 

peuvent être 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 hydrogènes et des 

liaisons ioniques. Cette méthode est la plus simple à mettre en œuvre, l’enzyme est en 

solution et le support est placé en contact avec celle-ci et l’adsorption se produit de façon 

spontanée. Avec cette technique, l'activité enzymatique n’est généralement pas détruite et le 

support n’a pas besoin d’être fonctionnalisé. Cependant les liaisons sont généralement trop 

faibles pour conserver l’enzyme fixée au support pendant son utilisation surtout avec des 

conditions industrielles drastiques. En effet, leur désorption peut se produire suite à des 

changements de température, de pH et de force ionique du milieu. 

Le greffage covalent est réalisé par la formation de liaisons fortes entre l’espèce 

biologique et la surface du support en présence des groupements fonctionnels, tels que les 

groupements carboxylique (-COOH), amine (-NH2), hydroxyle (-OH) ou thiol (-SH), situés à 

la surface du solide. Ces groupements doivent être activés avant leurs interactions avec 

l’espèce biologique. Les principaux agents d’activation sont les carbodi-imides (-N=C=N-) et 

le bromure de cyanogène (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 l’Amberlite® qui a une grande surface spécifique permet 

l’adsorption d’enzyme mais pas la création de liaisons covalentes avec l’enzyme. Celle-ci 

peut donc être facilement désorbée du support. Pour éviter ce désagrément, l’Eupergit-C®, une 

résine fonctionnalisée en surface, permet la formation de liaisons covalentes avec l’enzyme. 

Enfin, l’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 l’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 à marquer l’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 l’avidine, la fixation de l’enzyme sur le support fonctionnalisé 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 

problèmes d’encombrement stériques sur la surface. 

I.2.1.2. Immobilisation d’enzymes par réticulation 

Il y a un accroissement d’intérêt pour l’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 coût de production faible. La réticulation des 

agrégats d’enzymes réticulées (CLEAs)90 ou des cristaux d’enzymes réticulées (CLECs)91 

avec un réactif bifonctionnel généralement par glutaraldéhyde est utilisée pour préparer des 

macroparticules enzymatiques. Ces dernières sont robustes et la taille des particules est 

contrôlable. Les CLEAs sont quant à eux préparés par précipitation. Cette technique est 

simple à mettre en œuvre, peu coûteuse et c’est une alternative à la cristallisation. 

I.2.1.3. Immobilisation par encapsulation 

Cette méthode consiste à incorporer l’enzyme dans une matrice hôte à trois 

dimensions. Les interactions entre l’enzyme et la matrice hôte sont identiques à celles décrites 

pour les surfaces 2D, mais contrairement à celle-ci, cette méthode permet d'immobiliser une 

plus grande quantité d’enzymes. Cependant, la matrice d’immobilisation doit être 

suffisamment poreuse pour permettre la diffusion des espèces (substrats et produits de la 
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réaction enzymatique) tout en évitant le relargage de la biomolécule. Outre les interactions 

électrostatiques, l’immobilisation de l’enzyme dans la matrice hôte peut être stabilisée par une 

réticulation chimique avec le glutaraldéhyde ou par des liaisons covalentes, par exemple. La 

matrice hôte est choisie pour protéger l’enzyme de l’environnement en minimisant par 

exemple les effets des solvants hydrophobes. Cette méthode permet aussi l’immobilisation 

simultanée de l’enzyme et d’autres molécules telles que les cofacteurs ou des médiateurs 

redox. 

Les matrices hôtes utilisées sont des polymères organiques synthétiques comme le 

polypyrrole, la polyaniline. Des polymères naturels sont également utilisés pour 

l’immobilisation d’enzymes, principalement des polysaccharides insolubles dans l’eau, 

comme l’alginate, le chitosan, le carraghénane, mais aussi la cellulose qui est le polymère 

naturel le plus abondant, l’agarose, l’amidon, la pectine et la sépharose. Les protéines les plus 

exploitées sont le collagène, la gélatine et l’albumine. 

Des matériaux inorganiques sont également utilisés pour l’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. 

I.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 : Mg6Al2OH6CO3.4H2O. 

Les feuillets des HDL sont constitués de cations métalliques entourés de six atomes 

d’oxygène des groupes hydroxyles et forment des octaèdres M(OH)6. Ces derniers 

s’assemblent par leurs arêtes de façon 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…) génère une charge positive variable du feuillet. Pour permettre 

l’électroneutralité de l’édifice des anions, (NO3
-, Cl-, CO3

2-…) s’insèrent entre les feuillets, 

Des molécules d’eau complètent l’édifice. Ces composés sont définis par la formule générale : 

[MII
1-x MIII

x (OH)2]x+ [Xm-
x/m- nH2O]x- où MII et MIII sont les cations divalents et trivalents 

respectivement et X l’anion intercalé (Figure I.24). Les HDL ont des propriétés physico-

chimiques et morphologiques modulables. Leur diversité 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 l’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. 

 
Figure I.24 : Représentation schématique des HDL 

Une réaction d’échange anionique permet de remplacer l’anion intercalé par un autre 

anion, le choix de l’HDL précurseur joue donc un rôle important. La réaction d’échange peut 

être résumée par l’équation suivante : 

[MII
1-x MIII

x (OH)2]x+[Xm-
x/m- nH2O]x-+ NaY        [MII

1-xMIII
x(OH)2]x+[Ym-

x/m- nH2O]x-+ 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 l’espace interlamellaire est importante. Des listes d’affinité décroissante pour 

l’HDL ont été établies92 pour les anions monovalent : OH- > F- > Cl- > Br- > NO3
- > I- et les 

anions divalents : CO3
2- > C10H4N2O8S2- > SO4

2-. Ces résultats confirment la forte affinité des 

anions carbonates.  

Les matériaux HDL peuvent être également délaminés sous certaines conditions93. Les 

plaquettes d’HDL exfoliées peuvent être ré-empilées en présence d’anions à intercaler. Il est à 

noter qu’une très grande variété d’anions plus ou moins volumineux peut ainsi être intercalée 

dans l’espace interlamellaire des HDL, comme des polymères94–96, des porphyrines97, des 

molécules organiques électroactives98,99, des médicaments100, des acides aminés101, des brins 

d’ADN102… 
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I.2.2.1. Préparation des HDL 

Différentes voies de synthèses sont décrites dans la littérature103,104. Elles font appel 

pour la plupart à des procédés de chimie douce, ce qui va permettre la synthèse 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 I.25). La coprécipitation à pH constant est recommandée pour favoriser 

l’obtention de phases chimiquement homogènes, c'est à dire dont la composition globale du 

précipité correspond à celle attendue et ne contient pas de phases secondaires. Le pH est donc 

maintenu constant pendant la réaction par l’addition simultanée d’une solution basique 

(NaOH, KOH, NH4OH, Na2CO3) et d’une solution de sels de MII et MIII. La réaction qui se 

produit est la suivante : 

(1-x)MIIXq-
2/q + xMIIIXq-

3/q + 2NaOH + nH2O          MII
1-xMIII

x(OH)2Xq-
x/q.nH2O + 2NaXq-

1/q 

Le choix de la valeur du pH dépend de la nature des cations métalliques utilisés. Cette 

méthode permet aussi de choisir la nature de l’anion à intercaler lors de la formation du 

matériau (chlorure, nitrate, carbonate). D’autres paramètres peuvent influencer les propriétés 

morphologiques des HDL tels que la température, le pH, la vitesse d’ajout des sels et 

l’agitation. L’utilisation d’une base retard telle que l’urée comme agent de précipitation 

permet d’empêcher l’agrégation des particules et conduit à l’obtention de très grandes 

particules monodispersées (0,5 à 20 µm). Un traitement par microonde pendant la synthèse 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 être 

aussi améliorée sous ultrasons. Des traitements hydrothermaux sont également utilisés pour 

améliorer la cristallinité et augmenter le taux d'échange anionique vis-à-vis d’anions ayant 

une faible affinité. 
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Figure I.25 : Dispositif expérimental de la synthèse des HDL par coprécipitation 

La méthode calcination/reconstruction est liée à la propriété unique d’effet mémoire 

structurale. La méthode consiste à 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 l’anion à intercaler, est effectuée. 

I.2.2.2. Immobilisation d’enzymes dans les HDL 

Les HDL apparaissent comme des matériaux uniques pour l’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 à leur pH optimum en général 

voisin de 7, ce qui va être favorable aux interactions avec les feuillets d’HDL, chargés 

positivement. De plus, ces matériaux sont fortement hydratés, ce qui procure un 

environnement très 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 l’enzyme. Comme 

décrit par Mousty et al, deux stratégies sont développées : d’une part l’immobilisation de 

l’enzyme sur le matériau HDL déjà formé et d’autre part la formation du matériau en présence 

de l’enzyme105,106. Des études structurales par diffraction des rayons X ont montré que quelle 

que soit la méthode utilisée, l’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 l’enzyme (Figure I.26). 
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Figure I.26 : Image par microscopie électronique à transmission du biohybride HDL@hémoglobine107 (au 

centrede l’image : aggrégat de protéines recouvert de petites plaquettes hexagonales d’HDL) 

Immobilisation de l’enzyme sur le matériau HDL déjà formé 

Cette méthode est basée sur l’interaction de l’enzyme avec le matériau HDL (Figure 

I.27, dans ce schéma la taille respective des objets n’est pas respectée). 

L’immobilisation par adsorption de l’enzyme à la surface des plaquettes d’HDL est le 

procédé le plus étudié. De fait, de nombreuses enzymes (la glucose oxydase108,109, la 

peroxydase de raifort110–112, la polyphénol oxydase113,114, l’uréase115…) et protéines 

(l’hémoglobine107,116…) ont été adsorbées sur les HDL. Des études par diffraction de rayons 

X (DRX) ont montré, qu’après immobilisation de la protéine, la structure du matériau n’est 

pas modifiée. Pendant l’adsorption, le paramètre crucial est le pH. Une forte capacité 

d’adsorption est généralement obtenue à des valeurs de pH supérieures au point isoélectrique 

de l’enzyme, en raison des interactions électrostatiques favorables entre l’enzyme et les 

feuillets chargés positivement de l’HDL. De plus, la nature des cations métalliques des 

feuillets de l’HDL conduisant à un pH de surface, le rapport entre les cations divalents et 

trivalents déterminant une densité de charge et la nature de l’anion interlamellaire jouent un 

rôle dans les propriétés d’adsorption de l’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, après immobilisation, la désorption de 

l’enzyme n’est pas observée, traduisant des paramètres thermodynamiques très favorables au 

phénomène d'adsorption. La désorption peut être plus prononcée lors de la conservation du 

biohybride dans des milieux tamponnés. En effet, les molécules constituant le tampon peuvent 

rentrer en compétition avec l’enzyme. 
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Figure I.27 : Méthodes d’immobilisation des enzymes dans les HDL préformés 

La reconstruction à partir de phases HDL délaminées ou calcinées sont des méthodes 

de préparation des HDL qui ont été décrites pour l’immobilisation d’enzymes telles que 

l’uréase117,118, la peroxydase de raifort111 et la glucose oxydase119. Après délamination des 

HDL, l’auto-assemblage du biohybride s’effectue en présence d’enzymes qui sont piégées 

lors du réempilement lamellaire. Après calcination des HDL, la reconstruction s’effectue par 

simple réhydratation des oxydes métalliques mixtes en présence d’enzymes. En parallèle, 

l’assemblage couche par couche de nanofeuillets d’HDL en présence de deux protéines 

différentes l’hémoglobine et la peroxydase de raifort a été également réalisé sur une électrode 

en oxyde d’indium-étain120. 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-amidase121 

et la glucose oxydase122 ont été immobilisées selon cette méthode en trois étapes. La première 

étape consiste dans l’intercalation du glutamate dans l’HDL, ensuite les amines libres 

réagissent avec le glutaraldéhyde. Et la dernière étape est la formation de la liaison covalente 

entre les fonctions amine de l’enzyme et les aldéhydes intercalés dans l’HDL. 

L’immobilisation de l’anhydrase carbonique123 quant à elle est effectuée sur des 

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

largement diminuée, cela pourrait provenir d’une dénaturation partielle du site actif. 
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Formation du matériau HDL en présence de l’enzyme 

La deuxième stratégie développée est l’encapsulation des enzymes dans les HDL lors 

de leur préparation. Au laboratoire, la méthode de coprécipitation à pH constant a été adapté à 

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 

l’immobilisation d’une grande variété d’enzymes (l’uréase118, la phosphatase alcaline124, la 

fructose-6-phosphate aldolase125…) et de protéines (l’hémoglobine107…) ayant des points 

isoélectriques différents. Pendant la préparation du biohybride le processus de nucléation et de 

croissance des cristaux et l’agrégation des particules inorganiques sont modifiés par la 

présence de l’enzyme. Selon la nature de l’enzyme et de l’HDL, le taux d’immobilisation et la 

conservation de l’activité enzymatique varient. En comparaison avec l’adsorption, les 

biohybrides enzyme@HDL préparés par coprécipitation sont obtenus en une seule étape, ils 

sont généralement stables dans le temps et peuvent être stockés sous forme de poudre 

lyophilisée, ou en suspension dans une solution aqueuse. 

I.2.3. Immobilisation de la TK sur divers supports 

L’immobilisation de la TK a été très peu rapportée dans la littérature126–133. Quelques 

articles décrivent son immobilisation sur des supports polymériques. D’autre part, récemment 

au laboratoire, nous avons immobilisé pour la première fois avec succès la TK sur un support 

inorganique, à savoir les hydroxydes doubles lamellaires (HDL) par adsorption et par 

encapsulation133. 

I.2.3.1. Greffage de la TK sur des polymères 

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 cyanogène (CNBr)126. L’activité spécifique de l’enzyme immobilisée 

correspond à 70 % de l’activité initiale. 

La TK a ensuite été immobilisée par des liaisons covalentes sur des support 

synthétiques, les résines acryliques : l’Eupergit-C® et l’Amberlite® XAD-7127,128. Ces résines 

ont été choisies pour leur faible coût et leur stabilité. Les billes d’Eupergit-C sont 

fonctionnalisées en surface par l’addition d’un groupe oxirane. L’Amberlite® XAD-7, quant à 
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elle est activée par le glutaraldéhyde. Les procédés d’immobilisation sur ces deux résines 

permettent de limiter l’inactivation de la TK due à la formation de bases de Schiff entre les 

acides aminés à 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 l’enzyme et peut donc l’inactiver de façon irréversible. Il semblerait que l’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-), le1,3-dicyclohexylcarbodi-imide comme agent 

d’activation des groupements carboxyliques de la surface129. Dans ce cas 85 % de l’activité 

est retrouvée après immobilisation. 

Plus récemment, l’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 à la formation 

d’une simple couche à la surface. L’application visée est le développement de microréacteurs 

enzymatiques130,131. Cette méthode d’immobilisation permettrait d’offrir une plus grande 

facilité d'utilisation en vue d’applications en synthése, un faible coût, et une réutilisation du 

microréacteur. 

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

dans des gels de polyacrylamide132. Lors de l’immobilisation, la présence du substrat est 

nécessaire pour protéger le site actif de l’enzyme. Après immobilisation, seulement 60 % de 

l’activité est retrouvée, mais l’enzyme est stable et ne montre aucune perte d’activité sur une 

période de neuf mois. 

I.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 Mg2Al-NO3 et Zn2Al-NO3 avec un taux d’immobilisation de 95 et 98 % respectivement. 

Pour le meilleur rapport TK/HDL = 0,38, 100 % de l’activité de l’enzyme est retrouvé par 

rapport à l’enzyme libre. Le biohybride ainsi obtenu a été utilisé en biocatalyse dans une 

réaction modèle. Les taux de conversion des substrats sont similaires à ceux obtenus avec 

l’enzyme libre. La réutilisation du biohybride a été étudiée mais après six cycles d’utilisation 

successifs une perte de 80 % d’activité est observée qui peut être imputée à la désorption de 

l’enzyme. De plus, l’enzyme immobilisée peut être stockée sous forme de poudre lyophilisée, 

l’étude de la stabilité de l’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 l’extrait brut de TK de S. cerevisiae 

par encapsulation dans les HDL Mg2Al-NO3 et Zn2Al-NO3 par la méthode de coprécipitation 

en présence d’enzyme. Le taux d’immobilisation est respectivement de 96 et 97 %, ce qui est 

comparable à l’adsorption. De même, il est retrouvé 97 et 100 % d’activité par rapport à 

l'enzyme libre. Par contre, lors de l’utilisation en biocatalyse, il a été observé une stabilité de 

l’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 l’immobilisation de la TK, les HDL (support inorganique) conduisent à un meilleur taux 

d’immobilisation de l’enzyme, sans perte d’activité lors de l’immobilisation, et au cours du 

temps, lors de son utilisation. 
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I.3. Les biocapteurs ampérométriques 

I.3.1. Généralités sur les biocapteurs 

D’après l’IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) un biocapteur 

est un dispositif intégré capable de fournir des informations spécifiques quantitatives ou semi-

quantitatives grâce à un élément 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 à la surface d’un 

transducteur qui convertit le signal de reconnaissance biologique d’une substance cible en un 

signal électrique mesurable après amplification (Figure I.28)134. 

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

dosage du glucose par une électrode à glucose oxydase135. Depuis la recherche sur les 

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

agroalimentaire. 

 
Figure I.28 : Principe de fonctionnement d’un biocapteur 

I.3.1.1. Les biorécepteurs 

Les biorécepteurs permettent la reconnaissance biologique d’une espèce à identifier 

et/ou à quantifier. Les avantages d’utiliser un biorécepteur par rapport à un récepteur 

chimique sont la sélectivité et la sensibilité. Les biomolécules utilisées peuvent être 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 antigènes. La 

détection nécessite en général un marquage d’une biomolécule. Les enzymes ou les 

microorganismes vont catalyser des réactions de biotransformation spécifiques des molécules 

à 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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être immobilisées à la surface du transducteur selon les différents modes d’immobilisation 

décrits précédemment. 

I.3.1.2. Les transducteurs 

Le transducteur est un système 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 où le 

transducteur est une électrode, mais d’autres modes de détection existent : les transducteurs 

optiques, thermiques et piézo-électriques. 

Les transducteurs électrochimiques peuvent être 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 

électrodes sélectives à ions (ISE) ou des transistors à effet de champ (FET-Field-Effect 

Transistor). En milieu aqueux, les électrodes de références les plus utilisées sont l’électrode 

au calomel saturé (ECS) ou l’électrode argent/chlorure argent (Ag/AgCl). 

- Les biocapteurs conductimétriques sont basés sur la mesure de variation de 

concentration en espèces chargées générées au cours des bio-réactions. 

- Les biocapteurs ampérométriques reposent sur la mesure de l’intensité de 

courant obtenu lors d’une réaction d’oxydoréduction se produisant à un potentiel donné. Le 

courant enregistré est proportionnel à la concentration de l’espèce 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 à la 

surface de l’électrode (Figure I.29)136. 

 
Figure I.29 : Les trois générations de biocapteurs ampérométriques A/ 1ère génération, B/ 2ème génération 

et C/ 3ème génération (Med. : médiateur rédox) 
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D’une manière générale avec les biocapteurs ampérométriques de première génération, 

l'espèce enzymatiquement générée (P2) est directement oxydée ou réduite à la surface de 

l'électrode. Les biocapteurs ampérométriques de deuxième génération utilisent des médiateurs 

rédox. Ces médiateurs rédox transportent les électrons entre l’électrode et le centre rédox de 

l’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 à l’électrode et réduire ainsi les phénomènes d’interférences. Enfin, les biocapteurs 

ampérométriques de troisième génération, plus rares, mettent en jeu le transfert direct des 

électrons entre l’électrode et le site actif de l’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 à la 

pente de la partie linéaire de la droite d’étalonnage. Pour un biocapteur ampérométrique elle 

s’exprime en mA M-1 cm-2. La limite de détection est généralement définie comme étant la 

valeur de la concentration correspondant à un signal égal à trois fois le bruit de fond. 

Dans la suite de ce chapitre, nous nous intéresserons plus particulièrement à deux 

types de biocapteurs ampérométriques qui seront utilisés dans le cadre de mes travaux de 

thèse, les biocapteurs à polyphénol oxydase (PPO) et à galactose oxydase (GAOx). En effet 

comme nous l’avons décrit précédemment, un biocapteur à PPO a déjà été utilisé par les 

équipes MI et SEESIB, pour détecter l’activité de la TK libre en solution81. Dans ce travail 

nous allons proposer une alternative à ce biocapteur en utilisant la galactose oxydase. 

I.3.2. Biocapteurs ampérométriques à polyphénol oxydase 

La polyphénol oxydase (PPO, EC 1.14.18.1) est une enzyme contenant du cuivre. Elle 

catalyse l’hydroxylation et l’oxydation des mono-phénols et l’oxydation des o-diphénols en 

o-quinones. Les quinones formées peuvent être réduites électrochimiquement en substrat 

phénolique à un potentiel faiblement négatif (-0.2 V/Ag-AgCl) (Figure I.30). 
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Figure I.30 : Principe d’un biocapteur ampérométrique à PPO 

Différentes méthodes d’immobilisation de cette enzyme sur la surface du transducteur 

ont été décrites dans la littérature89,113,114,137–146. Citons par exemple l’encapsulation dans 

différentes matrices hôtes, parmi lesquelles des polymères synthétiques comme le 

polypyrrole138, des polymères naturels comme le chitosan139, des matériaux inorganiques 

comme des matériaux à base de silicium préparés par voie sol-gel142, une argile cationique, la 

laponite113,143,145 et une argile anionique, les HDL113,114,146. Le Tableau I.11 résume les 

caractéristiques de ces différents biocapteurs pour la détection du catéchol comme molécule 

modèle, en comparant leur sensibilité et/ou leur limite de détection. Il apparait clairement que 

le biocapteur basé sur l’immobilisation de la PPO dans les HDL présente de très bonnes 

performances. Ces performances sont encore améliorées lorsqu’on remplace la matrice 

ZnAl-Cl par des HDL hybrides Zn2Al-Alginate111. En effet, il existe une synergie très 

marquée entre les propriétés de porosité des HDL et la biocompatibilité de l’alginate qui 

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

Matrices d'immobilisation Sensibilité 
(mA.M-1.cm-2) 

Gamme linéaire 
(M) 

limite de 
détection (M)  Références 

Polymère 
organique 
synthétique 

Polypyrrole 680 - 10.10-9 138 

Polymères 
naturels 

Chitosan 2113 1,0.10-10 - 2,3.10-8 5,0.10-11 139 

Agarose  
et gomme de guar - 6.10-5 - 8.10-4 6.10-6 140 

Matériaux 
inorganiques 

Nanoparticules 
d'or 10 1.10-6 - 6.10-6 3,0.10-6 141 

Silice/nafion 200 1.10-6 - 1.10-4 0,35.10-6 142 

TiO2 2000 2,2.10-7 - 0,13.10-6 9.10-8 144 
Brushite 46000 1,0.10-8 - 3,0.10-6 3,0.10-9 145 

Laponite 2729 6,5.10-8 - 8,0.10-5 7.10-10 113,145 

Laponite/chitosan 674 - 5,3.10-9 143 

Zn3Al-Cl 7807 1,7.10-9 - 13,3.10-6 1,7.10-9 113 
Zn3Al-Cl/chitosan 2750 3,6.10-9 - 4.10-5 0,36.10-9 146 
Zn2Al-Alginate 73600 2.10-9 - 3.10-5 0,5.10-9 114 

 

Comme nous avons vu dans le paragraphe I.1.4, un couplage entre l’activité de la PPO 

et celle de la TK a permis de doser l’activité de la TK en solution (Figure I.22)81. Le 

biocapteur utilise la PPO immobilisée dans un HDL MgAl-Cl à la surface de l’électrode de 

carbone vitreux. Dans un premier temps, la détection l’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-1.cm-2 sur une gamme de concentration comprise entre 8,0.10-8 et 1,5.10-6
 

 M. Dans un deuxième temps, il a été montré que la quantité de  N-Ac-Tyr-OEt formée était 

proportionnelle à la concentration en TK (U.mL-1) présente dans la solution d’électrolyte. 

Ainsi, cette méthode a permis la détection rapide de l’activité de la TK et de façon sensible 

sur une gamme de concentration allant de 0,25 à 1,25 U.mL-1. Cependant, elle comporte 

quelques inconvénients tels que la synthèse du substrat précurseur de la N-Ac-Tyr-OEt qui 

nécessite plusieurs étapes et dont la purification est délicate. De plus, l’activité de la TK est 

faible en présence de ce substrat et l’utilisation d’une protéine auxiliaire, la BSA, est 

nécessaire. 
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I.3.3. Biocapteurs ampérométriques à 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(II) qui 

catalyse une réaction de transfert à deux électrons147. Elle catalyse l’oxydation du galactose et 

d’un grand nombre d’alcools primaires en aldéhydes correspondants. Cette réaction 

s’accompagne de la réduction du dioxygène en peroxyde d’hydrogène. La transduction 

ampérométrique s’effectue généralement par l’oxydation du peroxyde d’hydrogène sur une 

électrode de platine à +0,6 V/Ag-AgCl. Dans certains cas, un médiateur redox (le Bleu de 

Prusse, BP) est utilisé pour permettre la réduction électrocatalytique de H2O2 à -0,4 V/SCE148. 

Une dizaine de biocapteurs ampérométriques à GAOx décrits dans la littérature 

utilisent essentiellement des polymères pour encapsuler l’enzyme (Tableau I.12). 

Tableau I.12 : Performances des biocapteurs ampérométriques à GAOx pour le galactose 
(ND : non déterminé) 

Matrices d'immobilisation Electrodes Sensibilité 
Gamme 
linéaire Références 

(mA.M-1.cm-2) (M) 

Polymères 
organiques 

synthétiques 

PPy-ammonium Pt 14,7 5,0.10-7 - 2.10-3 149 
PPy-PHEMA Pt - 5,0.10-5 - 1.10-2 150 
PEP Au 1,75 2,0.10-3 - 16.10-3 151 
PPy-PEG Pt 0,106 0 - 2,4.10-2 152 
PMP Pt 0,162 2,0.10-3 - 16.10-3 153 
PEDOT oxyde d'idium-étain 6,4 0 - 1,0.10-3 154 
PVFc Pt 2,2 1,0.10-3 - 4.10-2 155 
PGMA-VFc Pt 0,023 2,0.10-3 - 2.10-2 156 

Polymères Chitosan/SWNT Carbone vitreux 16 ND - 2.10-2 157 
naturels Chitosan Bleu de Prusse 1,6 1.10-4 - 1.10-2 148 

 

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

quatre sont à base de polypyrrole : l’alkylammonium de polypyrrole149 (PPy-ammonium), le 

poly(2-hydroxyethyl méthacrylate) de polypyrrole150 (PPy-PHEMA), le poly 

(N-glycidylpyrrol-co-pyrrole)151 (PEP), et le polyanion/poly(éthylène glycol) de 

polypyrrole152 (PPy/PEG). La bioélectrode GAOx/PPy-ammonium apporte les meilleurs 

résultats en termes de sensibilité (de 3,5 à 14,7 mA.M-1.cm-2) et de domaine de linéarité de la 

courbe d’étalonnage (de 5.10-7 à 2.10-3 M). 
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Pour l’immobilisation de la GAOx dans le poly(4-methoxyphénol)153 (PMP) sur 

électrode de platine, les performances ampérométriques du biocapteur sont diminuées par 

rapport aux matrices à base de polypyrrole. Avec le poly(3,4-éthylène-3,4-dioxythiophène)154 

(PEDOT) sur l’électrode d’oxyde d’indium-étain, la sensibilité (6,4 mA.M-1.cm-2) et la 

gamme linéaire (de 0 à 16.10-3 M) sont comparables à celles obtenues avec les 

PPy-ammonium. 

Deux polymères contenant un médiateur redox, le ferrocène (Fc) ont été utilisés pour 

le développement de biocapteurs de deuxième génération. La GAOx est immobilisée sur le 

polyvinylferrocène155 (PVFc) et le poly(glycidylméthacrylate-co-vinylferrocène)156 

(PGMA-VFc). Dans ces cas, les sensibilités sont plus faibles que pour les biocapteurs décrits 

ci-dessus. 

Un polymère naturel, le chitosan a également été utilisén148,157. La GAOx est 

immobilisée sur une électrode modifiée soit avec un mélange chitosan/nanotube de carbone à 

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 mA.M-1.cm-2. 
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I.4. Conclusion 

Dans ce chapitre, un état de l’art concernant la TK, en particulier son implication dans 

les maladies, ses inhibiteurs et les tests déjà utilisés pour la détecter a été effectué. L’objectif 

de cette thèse étant le développement d’un nouveau test sensible et rapide pour la TK via un 

biocapteur ampérométrique, cette stratégie implique l’immobilisation d’enzymes à la surface 

de l’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’intérêt des biocapteurs pour 

la détection d’activité enzymatique a été montrée et deux biocapteurs, l’un impliquant la 

polyphénol oxydase et la galactose oxydase pour l’autre, seront développés dans le cadre de 

mes travaux de thèse. 
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II.1. Introduction 

Comme nous l’avons vu dans le premier chapitre (cf. I.1.2.2), la TK est impliquée 

dans plusieurs maladies sévères chez l’Homme telles que certaines maladies neurologiques, 

certains cancers et le diabète. Les études qui ont été conduites montrent chez les patients 

atteints de ces maladies, une augmentation, ou une diminution, de l’activité enzymatique de la 

TK, associée dans certains cas à une déficience en thiamine. Il est donc intéressant de pouvoir 

déterminer l’activité de la TK notamment dans des extraits cellulaires ou des fluides 

biologiques. Les tests déjà décrits sont essentiellement basés sur l’utilisation de différents 

substrats donneurs conduisant en présence d’un réactif auxiliaire (protéine ou colorant), ou 

d’un cofacteur comme le NADH, à une détection spectrophotométrique1–7 ou fluorimétrique8. 

Le principe de ces tests ne permet pas d’allier rapidité, sensibilité et faible coût. La mise au 

point d’un système 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 l’activité 

d’enzymes, notamment dans des fluides biologiques selon des mesures électrochimiques9–14. 

Par exemple, dans les années 80, l’activité de l’alcool déshydrogénase (ADH) a été 

déterminée par polarographie impulsionnelle différentielle dans le sérum humain et les tissus 

de foie de rat9. De même, la détection de l’activité de la lactate déshydrogénase (LaDH) a été 

effectuée dans les érythrocytes humains, par électrophorèse capillaire couplée à une détection 

électrochimique10. Citons encore la détection de l’activité de l’aspartate transaminase (AST) 

et de l’alanine transaminase (ALT) dans le plasma humain11, et de la caséine kinase 2 et de 

protéines tyrosine kinases dans des lysats cellulaires par voltammétrie cyclique.12,13 

La détermination de l’activité enzymatique en solution par voie électrochimique peut 

être 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 II.1 : Détermination de l’activité enzymatique en solution par voie électrochimique A/ Détection 
directe du produit B/ Détection du cofacteur C/ Détection avec un médiateur redox, qui peut être 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 être détecté 

directement en chrono-ampérométrie par une réaction d’oxydo-réduction se produisant à 

l’électrode. C’est le cas pour le peroxyde d’hydrogène avec la glucose oxydase GOx, ou 

l’acide urique avec la xanthine oxydase (XOx)14. De même, l’apparition de la forme réduite 

du cofacteur NADH peut être également suivie par chrono-ampérométrie après l’ajout de 

l’alcool déshydrogénase (ADH) dans une solution d’électrolyte (Figure II.2). 

 
Figure II.2 : Détection directe en chrono-ampérométrie lors de la réaction enzymatique a : ajout du 
produit ou du cofacteur (NADH) à doser pour l’étalonnage, b : ajout de l’enzyme, I ou II : réponse 
ampérométrique du produit généré ou du substrat (ou cofacteur) consommé par unité de temps14 

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

certains cas à des enzymes auxiliaires. Le médiateur rédox peut être soit solubilisé dans la 

solution à analyser, soit immobilisé sur la surface de l’électrode. Par exemple, le NADH, 
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impliqué dans la mécanisme enzymatique de l’ADH a été dosé indirectement par 

l’intermédiaire de la p-nitroso-N,N-diméthyl aniline9. La détection de l’activité de l’AST et de 

l’ALT a été réalisée par un biocapteur impliquant deux enzymes auxiliaires, la pyruvate 

oxydase, et l’oxaloacétate décarboxylase11. 

Dans ce chapitre, nous présenterons les différentes étapes qui nous ont permis de 

développer un système électro-enzymatique pour détecter les activités des TKs d’E. coli et 

humaine in vitro, libre en solution. Comme dans les cas de l’AST et de l’ALT déjà décrits 

dans la littérature, une enzyme auxiliaire immobilisée à la surface de l’électrode sera 

envisagée. Dans le cadre de notre étude, deux biocapteurs ampérométriques ont été étudiés 

pour détecter l’activité des TKs. Le premier à 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 l’activité de la TK de S. cerevisiae sous forme d’extrait brut en 

solution15. Le deuxième biocapteur à 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 modèle car elle est produite en plus grande quantité par rapport à la TK de 

S. cerevisiae et facilement purifiée grâce à la présence d’une étiquette six histidines. Le 

système sera appliqué ensuite à la TK humaine. En effet, une collaboration établie à la fin de 

cette thèse avec l’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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II.2. Obtention des TKs 

II.2.1. Méthode de purification 

Pour développer ces travaux, nous avons utilisé 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, Suède) 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 contrôle de l’opéron lactose et l’induction est réalisée avec de l’IPTG (isopropyl 

β-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. Après 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 

à fixer par des liaisons covalentes de coordination les six histidines portées par l’enzyme à 

une résine Ni-NTA contenue dans une colonne. Ensuite, il est nécessaire d’éluer l’enzyme en 

utilisant une solution tampon contenant une molécule compétitrice capable de complexer avec 

les ions nickel et qui ne dénaturera pas l’enzyme (Figure II.3). 

La méthode classique pour purifier les protéines portant une étiquette six histidines 

dans des conditions non dénaturantes préconise une élution avec une solution tampon 

contenant une forte concentration d’imidazole. L’histidine et l’imidazole ont une homologie 

de structure, ces composés possèdent un noyau imidazole. L’imidazole en prenant la place de 

l’histidine sur la résine Ni-NTA va alors permettre l’élution de la TK. Ainsi, en une seule 

étape, la protéine est purifiée. 
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Figure II.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 électrophorèse dénaturante (SDS-PAGE) 

révélée au bleu de Coomassie a été réalisée avec des échantillons de l’extrait brut et purifié. 

Cette méthode permet de séparer les protéines selon leur masse molaire sous l’effet d’un 

champ électrique. La Figure II.4 montre la présence après purification s’une seule bande 

correspondant au poids moléculaire d’un monomère de chaque TK (70 et 72,5 kDa pour la 

TK humaine et d’E. coli). 

 
Figure II.4 : Electrophorèse 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 µL sont déposés) 

II.2.2. Détermination de l’activité des TKs 

Après purification, l’activité 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 

accepteur1. Le glycolaldéhyde libéré, est alors réduit par une enzyme auxiliaire, l’alcool 

déshydrogénase, en présence de NADH,H+ (Figure II.5). La disparition du NADH est suivie à 

340 nm par spectrophotométrie. La concentration en protéine est déterminée par le test 
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spectrophotométrique dit test de Bradford16. Ce test est basé sur l’utilisation du bleu de 

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

aromatiques. 

 
Figure II.5 : Test d’activité basé sur l’utilisation du L-Ery comme substrat donneur 

Le Tableau II.1 montre qu’à 25°C la TK d’E. coli purifiée a la meilleure activité 

spécifique (35 U.mg-1). De plus, à cette température la TK humaine est inactive. Pour 

observer une activité avec la TK humaine, il faut se placer à une température de 37°C, mais 

son activité reste largement inférieure à celle d’E. coli dans les mêmes conditions (Tableau 

II.2). Cette faible activité a également été constatée par l’équipe de Prof. Sprenger qui nous 

l’a fournie (données non publiées). Il sera nécessaire d’envisager l’étude plus fine du spectre 

d’activité de la TK humaine car les substrats utilisés dans ce test conduisent à de faibles 

activités avec la TK humaine. 

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

TK 
Quantité de 

cellules 
(g) 

Volume  
(mL) 

Quantité totale 
de protéines  

(mg) 

Activité 
totale 
(U) 

Activité 
spécifique  
(U.mg-1) 

S. cerevisiae brute 5 50 60 260 4,5 ± 1 
S. cerevisiae semi-purifiée 5 50 51 100 3,9 ± 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 II.2 : Caractéristiques des TKs d’E. coli et humaine à 37°C 

TK 
Quantité de 

cellules 
(g) 

Volume  
(mL) 

Quantité totale de 
protéines  

(mg) 

Activité 
totale 
(U) 

Activité 
spécifique  
(U.mg-1) 

E. coli purifiée 5 10 200 50400 252 ± 7 
Humaine purifiée 4 7 10 19,7 2,0 ± 0,3 
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II.3. Biocapteur ampérométrique à polyphénol oxydase 

II.3.1. Principe 

Un biocapteur à polyphénol oxydase (PPO, EC 1.14.18.1) a été développé 

précédemment au laboratoire pour permettre la détection de l’activité de la TK de 

S. cerevisiae libre en solution (sous forme d’extrait brut ou semi-purifié), selon la réaction 

décrite dans la Figure II.615. Le biocapteur était préparé par immobilisation de la PPO à la 

surface d’une électrode de carbone vitreux par encapsulation de l’enzyme dans une matrice 

hydroxydes doubles lamellaire (HDL) de type Zn2Al-Cl. 

Le composé 1, synthétisé au laboratoire17, 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, l’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 après rupture de la liaison C2-C3 

à la formation de l’α-hydroxyaldéhyde (composé 2)17. L’albumine de sérum bovin (BSA) joue 

alors le rôle de catalyseur basique via ses résidus lysine et catalyse une réaction de 

β-élimination conduisant à la libération du groupement partant, la N-Ac-Tyr-OEt 3. Le 

composé 3 est alors oxydé par la PPO en orthoquinone (composé 4) qui est réduite à 

-0,2 V / Ag-AgCl en diphénol (composé 5) traduisant ainsi l’activité de la TK par un courant 

électrique mesurable. 

 
Figure II.6 : Détection de l’activité de la TK de S. cerevisiae en solution avec le biocapteur à PPO 
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Dans le cadre de cette thèse, nous avons envisagé d’appliquer cette stratégie à 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 grâce à l’étiquette six histidines. Nous allons maintenant exposer de façon 

plus détaillée la synthèse du composé 1 qui a été optimisée par rapport à celle déjà décrite17. 

La transformation du composé 1 par la TK sera ensuite étudiée par électrochimie et par 

LC/MS. 

II.3.2. Synthèse du composé 1, substrat de la TK 

Le motif D-thréo (3S, 4R) du composé 1 a été généré par voie enzymatique en faisant 

intervenir une aldolase catalysant la formation stéréospécifique de la liaison C3-C4 (3S, 4R). 

Cette approche permet de créer en une étape les deux centres chiraux souhaités. L’intérêt de 

privilégier une voie chimio-enzymatique par rapport à une voie chimique est bien sûr de 

limiter les étapes de protection et déprotection des différentes fonctions (Figure II.7). 

 
Figure II.7 : Synthèse du composé 1 (DMS : sulfure de dimétyle, FSA : fructose-6-phosphate aldolase 

mutée et DHA : dihydroxyacétone) 

II.3.2.1. Synthèse de l’aldéhyde 7 

La synthèse de l’aldéhyde a été envisagée selon une voie décrite dans la littérature17, 

en deux étapes à partir de l’ester éthylique de la N-acétyl-L-tyrosine commerciale 3 

(N-Ac-Tyr-OEt). Cette stratégie consiste à obtenir la fonction aldéhyde à partir du dérivé 

allylique. 

La synthèse du dérivé allylique 6 a été effectuée à partir du composé 3 dans l’acétone 

en présence de carbonate de potassium et de bromure d’allyle (Figure II.7). Après l’addition 

des réactifs à température ambiante, la réaction est laissée au reflux de l’acétone pendant 4 

heures. Après purification par plusieurs lavages à l’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 1H 

confirme l’obtention du composé 6 par la présence entre autre de deux doublets à 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 13C indique des déplacements caractéristiques des 

deux carbones éthyléniques à 117,3 et 133,1 ppm. 

Le dérivé aldéhydique 7 a été obtenu à partir du dérivé allylique 6 par une réaction 

d’ozonolyse de la double liaison à - 78°C dans le dichlorométhane (Figure II.7). Après 

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 à l’éther. L’oxydation de la 

double liaison est confirmée par l’analyse des spectres de RMN 1H (disparition des deux 

doublets à 5,28 et 5,40 ppm caractéristiques des protons éthyléniques et apparition du proton 

aldéhydique à 9,82 ppm) et de RMN 13C (présence d'un signal caractéristique de la fonction 

aldéhyde à 199,4 ppm). 

II.3.2.2. Synthèse enzymatique du composé 1 

Pour accéder au composé 1, nous avons modifié le protocole déjà décrit17. En effet 

selon cette stratégie, le composé 1 était obtenu en deux étapes, la première 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 deuxième étape de déphosphorylation 

catalysé par la phosphatase acide. Le DHAP n’étant pas commercial et la synthèse de celui-ci 

conduisant à un faible rendement (12 %), nous avons envisagé une voie enzymatique qui 

implique l’analogue non phosphorylé du DHAP, la dihydroxyacétone (DHA) qui est 

commerciale. Cette stratégie est rendue possible par la découverte récente d’une aldolase18 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 12919 . 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 à partir d’une souche recombinante d’E. coli19 (Figure II.7). 

Après 24 heures de réaction, l’aldéhyde 7 est totalement consommé comme l’indique 

le suivi par CCM. La méthode de purification la plus performante consiste en une première 

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 être du à 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 à pH 7,5. Après 24 heures, on observe une dégradation de l’aldéhyde dans 

ce tampon de l’ordre de 50 %. La stabilité 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 

l’accepteur pour donner des bases de Schiff. 

La synthèse du composé 1 a donc été effectuée dans le tampon HEPES 100 mM à 

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 13C confirme la formation du composé 1 par la présence d’un 

signal à 68,0 ppm correspondant au carbone portant la fonction alcool primaire et d’un signal 

à 213,4 ppm correspondant au carbonyle. 

En résumé, le composé 1 a été obtenu en trois étapes avec un rendement global de 

49 % à partir de la N-Ac-Tyr-OEt 3. Ce rendement est légèrement inférieur à celui obtenu en 

utilisant la FBPA à partir du DHAP comme substrat donneur mais cette stratégie nécessite la 

préparation de ce substrat alors que la DHA utilisée dans cette nouvelle synthèse du 

composé 1 est commerciale. 

II.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 électrochimique permet de réaliser la détection de l’activité enzymatique 

directement à l’électrode. 

Lors de la première étape catalysée par la TK, la liaison C2-C3 du composé 1, susbtrat 

donneur, est rompue pour donner l’α-hydroxyaldéhyde 2 correspondant. Le susbtrat accepteur 

utilisé est le D-R5P La BSA joue alors le rôle de catalyseur basique via ses résidus lysine et 

catalyse une réaction de β-élimination de l’aldéhyde 2 conduisant à la libération du 

groupement partant, la N-Ac-Tyr-OEt 3 (Figure II.8). Cette stratégie a été déjà utilisée par 

notre groupe8 avec la TK et par d’autres groupes avec divers enzymes tel que celui du Pr. 

J.L. Reymond20,21 avec l’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 à la surface de l’électrode et de mettre en évidence la présence d’espèces 

électro-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 à l’électrode 

de l’activité enzymatique en solution. 

Une première étude sans la TK a été réalisée afin de montrer que la N-Ac-Tyr-OEt 3 

était détectable sans interférence avec le composé 1. La Figure II.9 montre les courbes de VC 

enregistrées sur électrode de carbone vitreux dans une solution de 100 µM de 

N-Ac-Tyr-OEt 3 et de 100 µM de composé 1 dans un tampon acide 

3-(N-morpholino)propanesulfonique (MOPS) 0,05 M à pH 7,5. Pour la N-Ac-Tyr-OEt 3, un 

pic anodique à 0,7 V est observé correspondant à l’oxydation de la fonction phénol. Comme 

attendu, aucun signal n’est observé pour le composé 1. 
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Figure II.9 : Voltammogrammes de a) 100 µM de N-Ac-Tyr-OEt 3 et de b) 100 µM de composé 1 (0,05 M 

MOPS pH 7,5, v = 25 mV.s-1) 

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

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

II.10). 

Avec la TK d’E. coli purifiée, une augmentation du pic d’oxydation à 0,6 V est 

observé au bout d’une nuit quand la concentration en composé 1 ou la quantité de TK 

augmentent. Des résultats similaires avaient été obtenus avec la TK de S. cerevisiae 

semi-purifiée. Cependant il faut signaler qu’un phénomène de passivation de l’électrode se 

produit à partir d’un deuxième cycle en VC dû à des réactions de polymérisation consécutives 

à l’oxydation de dérivés phénoliques. Ce phénomène conduit à une diminution du signal 

ampérométrique. 
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Figure II.10 : Courbes de voltammétrie cyclique avec la TK a) 500 µM de composé 1 et 1 U.ml-1 de TK de 

S cerevisiae b) 500 µM de composé 1 et 1 U.ml-1 de TK de E. coli c) 100 µM de composé 1 et 1 U.ml-1 de TK 
de E. coli d) 100 µM de composé 1 et 3 U.ml-1 de TK de E. coli (0,05 M MOPS pH 7,5, 2 mM ThDP, 3 mM 

MgCl2, 100 µM D-R5P, 2  mg.mL-1 BSA, v = 25 mV.s-1) 

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 à PPO. En effet, cette méthode permet de s’affranchir du phénomène de 

passivation de l’électrode par une détection non plus en oxydation mais en réduction. De plus, 

la sensibilité est augmentée par un phénomène d’amplification provenant de la génération à 

l’électrode du catéchol 5, lui-même substrat de la PPO. 
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II.3.4. Amplification par détection électro-enzymatique 

II.3.4.1. Optimisation du biocapteur à PPO 

L’utilisation d’une bioélectrode sur laquelle est immobilisée la PPO permet la 

détection électro-enzymatique de la N-Ac-Tyr-OEt 3 grâce à la réduction de l’orthoquinone à 

-0,2 V/Ag-AgCl en catéchol qui est lui-même un substrat de la PPO et permet donc 

l’amplification du signal (Figure II.11). 

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

Les bioélectrodes ont été préparées suivant le protocole décrit dans la littérature15 en 

immobilisant l’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 (Mg2Al-Cl, Zn2Al-Cl et Zn2Al-Alginate) ont été 

testées, le rapport PPO/HDL étant toujours fixé à 1. 

Pour établir les courbes d’étalonnage, des quantités croissantes d’une solution  mère 

de N-Ac-Tyr-OEt 3 sont utilisées. La réponse du biocapteur sera enregistrée par 

chrono-ampérométrie à un potentiel appliqué (Eapp) de –0,2 V/Ag-AgCl sur électrode 

tournante. La réponse en courant de réduction (Icat) est enregistrée en fonction du temps 

(Figure II.12). La courbe d’étalonnage est établie à partir de ces données (Figure II.13), la 

sensibilité (S) du biocapteur est définie à partir de la pente de la partie linéaire, le domaine de 

linéarité (DL) étant choisi en fonction du meilleur coefficient de corrélation (R2). Le courant 

maximum (Imax) correspond à 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 II.12 : Réponse du biocapteur à PPO@Zn2Al-Alg après ajout de 5 x 2 µM de N-Ac-Tyr-OEt 3 

(de 2.10-3 mM à 10.10-3 mM) (0,05 M MOPS pH 7,5, Eapp = –0,2 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 
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Figure II.13 : A/ Courbe d’étalonnage du biocapteur à 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, Eapp = –0,2 V/Ag-AgCl, 
500 tr.min-1) 

Les caractéristiques des biocapteurs à PPO sont comparées dans le Tableau II.3 en 

faisant varier la nature des anions interlamellaires et des cations métalliques divalents des 

feuillets de l’HDL et celle du tampon (0,05 M MOPS et Gly-Gly à pH 7,5). Comme montré 

par Sanchez-Paniagua Lopez22 avec le catéchol, le biocapteur construit en utilisant l’HDL 

Zn2Al-Alg conduit à la meilleure sensibilité. 

Cette matrice est donc retenue pour réaliser l’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 II.4). Le tampon utilisé est le MOPS puisqu’il donne la plus grande 

sensibilité. Dans ces conditions nécessaire à 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 II.3 : Caractéristiques des biocapteurs à PPO selon la nature de l’HDL et du tampon pour le 
dosage de la N-Ac-Tyr-OEt 3 (0,05 M MOPS ou Gly-Gly pH 7,5, Eapp = – 0,2 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

HDL Milieu S 
(mA.M-1.cm-2) 

Imax 
(µA.cm-2) 

DL 
(M) R2 (n) LoD 

(M) 

Mg2Al-Cl MOPS 598 104 2.10-6 - 6.10-5 0,9978 (21) 2.10-6 
Zn2Al-Cl MOPS 459 79 2.10-6 - 6.10-5 0,9974 (17) 2.10-6 

Zn2Al-Alg MOPS 1305 157 2.10-6 - 6.10-5 0,9963 (17) 2.10-6 
Zn2Al-Alg Gly-Gly 1016 159 2.10-6 - 9.10-5 0,9960 (18) 2.10-6 

 

Tableau II.4 : Caractéristiques du biocapteur PPO@Zn2Al-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 MgCl2, 2 mg.mL-1 BSA c) condition identique à b avec 5 U TK d’E. coli 

milieu S 
(mA.M-1.cm-2) 

Imax 
(µA.cm-2) 

DL 
(M) R2 (n) LoD 

(M) 

a 1305 157 2.10-6 - 6.10-5 0,9963 (17) 2.10-6 
b 941 164 2.10-6 - 6.10-5 0,9997 (17) 2.10-6 
c 878 186 2.10-6 - 9.10-5 0,9995 (21) 2.10-6 

 

Le biocapteur utilisé pour déterminer l’activité de la TK libre en solution aura les 

caractéristiques suivante : PPO@Zn2Al-Alg (50/50, µg/µg) avec une sensibilité de 

878 mA.M-1.cm-2, un domaine de linéarité de 2.10-6 à 9.10-5 M, un courant maximum de 

186 µA.cm-2 et une limite de détection de 2.10-6 M. 

II.3.4.2. Performance du biocapteur PPO@Zn2Al-Alg pour la détection 

de l’activité de la TK 

Des tests en chrono-ampérométrie (CA) ont ensuite été effectués avec le biocapteur 

PPO@Zn2Al-Alg en présence de TKs d’E. coli (purifiée) et de S. cerevisiae (semi-purifiée et 

brute) libre en solution (1 U.mL-1) dans le milieu réactionnel nécessaire à la réaction catalysée 

par la TK (Tableau II.5). La réponse, rapide (29 s) est enregistrée après les additions 

successives de 20 µM de composé 1. 

En l’absence de TK, nous obtenons 0,3 % de N-Ac-Tyr-OEt 3 formée à partir 100 µM 

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 à 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 KM. En 

conclusion, les taux de conversion restent faibles mais il faut bien noter que selon ce système 

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

Tableau II.5 : Résultats obtenus par chrono-ampérométrie avec la TK en solution 

source TK TK 
(U) 

[D-R5P] 
(µM) 

% N-Ac-Tyr-OEt 
formée 

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 après 24 heures dans le milieu réactionnel. Les bioélectrodes 

PPO@Zn2Al-Alg ont été utilisées avec 5 ou 10 U de TK d’E. coli purifiée, 100 ou 1000 µM 

de D-R5P et 100 et 200 µM de composé 1. Des courbes intensités/potentiel ont été 

enregistrées en voltammétrie linéaire (VL) sur électrode tournante après différentes durées 

d’incubation. La Figure II.14, montre clairement après 24 heures de réaction une vague de 

réduction autour de -0,2 V/Ag-AgCl liée à la réduction de l’orthoquinone issu de la 

transformation de la N-Ac-Tyr-OEt 3. L’intensité du courant mesurée peut être convertie en 

concentration en N-Ac-Tyr-OEt 3 formé grâce à la droite d’étalonnage. Le Tableau II.6 

reprend les vitesses de transformation ainsi déterminées en µM.h-1 et le pourcentage de 

transformation atteint après 24 heures. 
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Figure II.14 : Courbe de voltammétrie linéaire avec la bioélectrode PPO@Zn2Al-Alg, 25/25 µg/µg (0,05 M 
MOPS pH 7,5, 2 mM ThDP, 3 mM MgCl2, 2 mg.mL-1 BSA, 100 µM composé 1, 5 U TK E. coli, 

v = 10 mV.s-1) 

Sans TK, après 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 quantité de TK double, le pourcentage de N-Ac-Tyr-OEt 3 est doublé. 

Avec 100 µM de composé 1 et 1 mM de D-R5P, 25 % de N-Ac-Tyr-OEt 3 sont obtenues. 

Cette même 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, l’augmentation de la concentration du 

composé 1 (200 µM) 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 (µM.h-1) 

enregistrées sur 3 h, ne suivent pas cette tendance avec des valeurs très proches quelles que 

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

Tableau II.6 : Résultats obtenus par voltammétrie linéaire avec une bioélectrode PPO@Zn2Al-Alg (0,05 M 
MOPS pH 7,5, 2 mM ThDP, 3 mM MgCl2, 2 mg.mL-1 BSA v = 10 mV.s-1) 

TK E. Coli  
(U) 

[Composé 1]  
(µM) 

[D-R5P]  
(µM) 

pente après 3 heures 
(µM.h-1) 

% de transformation 
après 24 heures de 

réaction 

0 100 100 0,16 2,7 
5 100 100 2,48 8 

10 100 100 2,3 18 
5 100 1000 3,46 25 
5 200 100 3,24 25 
5 200 1000 3,45 49 
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Afin d’élucider 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. 

II.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 l’équipe du prof. L. Hecquet pour suivre la réaction catalysée par la 

TK de S. cerevisiae en présence du D-R5P comme accepteur17 et en présence de BSA. 

Afin de pouvoir corréler la quantité de N-Ac-Tyr-OEt 3 libérée à l’activité de la TK, 

une droite d’étalonnage a été préalablement établie avec la N-Ac-Tyr-OEt 3 et avec le 

composé 1. Puis, afin de suivre la disparition du composé 1 et l’apparition des composés 2 

et 3, des prélèvements du milieu réactionnel ont été réalisés après 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 II.7. 

En absence de TK et en présence de BSA, il reste 95 % de composé 1. Les 5 % de 

perte sont dus à la libération de N-Ac-Tyr-OEt 3 (< 5 µM) par la BSA directement à partir du 

composé 1 (Tableau II.7). Dans le cas d’autres groupements partant notamment 

l’umbelliferone, cette réaction a été également observée23. 

Tableau II.7 : Résultats obtenus par LC/MS après une nuit d’incubation (50 mM MOPS, pH 7,5, 100 µM 
composé 1, 1 mM D-R5P, 2 mM ThDP, 3 mM MgCl2 et 2 mg.mL-1 BSA) 

TK Composé 1 
consommé (%) 

Aldéhyde 2 
formé 
(%) 

Diol formé 
(%) 

N-Ac-Tyr-OEt 3 
formée 

(%) 
sans 5 0 0 < 5 

S. cerevisiae brute 81 34 45 < 5 
S. cerevisiae purifiée 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 % à 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 à 5 µM 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 l’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 l’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 l’aldéhyde 2 s’accumule dans le milieu et il reste majoritaire par rapport au 

N-Ac-Tyr-OEt 3. La réaction de β-élimination catalysée par la BSA est donc limitante. 

Des études réalisées dans l’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  de l’aldéhyde (Figure II.15) est beaucoup moins 

favorable à la réaction de élimination par rapport à des composés non -hydroxylés (Figure 

II.16) en raison d’une plus grande stabilité de l’intermédiaire cis-énediolate formé dont la 

reprotonation est favorisée23. 

 
Figure II.15 : Réaction de -élimination en présence d’aldéhydes -hydroxylés (coum : coumarine) 

 
Figure II.16 : Réaction de élimination en présence d’aldéhydes non -hydroxylés 

De plus, des études par LC/MS avec le cétose fluorogénique utilisé comme substrat de 

la TK ont également montré une accumulation de l’aldéhyde -hydroxylé indiquant que 

l’étape catalysée par la BSA est limitante. 
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II.3.6. Bilan des expériences réalisées avec le biocapteur à PPO 

Les résultats obtenus en électrochimie (CV, VL et CA) montrent qu’il est possible de 

détecter l’activité de la TK d’E. coli libre en solution par une détection électro-enzymatique 

avec le biocapteur à PPO. Cependant, les meilleurs taux de conversion du composé 1, substrat 

donneur de la TK, en l’ester éthylique de la N-acétyl-tyrosine  3 (N-Ac-Tyr-OEt) sont de 

l’ordre de 49 % après 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 à ceux obtenus par LC/MS dévoilent 

clairement que dans ces conditions expérimentales la réaction de formation de la 

N-Ac-Tyr-OEt 3 à partir du composé 1 substrat donneur de la TK est très lente et limitée par 

la réaction de -élimination, catalysée par la BSA. De plus le composé 1 a une faible activité 

vis-à-vis de la TK du fait de l’encombrement du groupement partant. Enfin, un autre handicap 

est la synthèse du composé 1 qui n’est pas commercial. 

Pour pallier ces inconvénients, une activation de l’étape de -élimination doit être 

proposée ou un autre substrat non synthétique ayant une meilleure affinité vis-à-vis de la TK 

doit être envisagé. Pour cette dernière solution, le produit obtenu après transformation par la 

TK sera différent, il faudra donc trouver un autre système de détection électro-enzymatique. 

Cette solution est abordée dans la suite de ce chapitre en utilisant un biocapteur à galactose 

oxydase. 
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II.4. Biocapteur ampérométrique à galactose oxydase 

II.4.1. Principe 

Pour déterminer l’activité de la TK libre en solution, un système électro-enzymatique 

faisant intervenir une autre oxydoréductase a été envisagé, le biocapteur à galactose oxydase 

(GAOx). Deux réactions faisant intervenir la TK peuvent être envisagées avec le biocapteur à 

GAOx (Figure II.17). La première réaction est réversible, la TK en présence de 

D-fructose-6-phosphate 8 (D-F6P), comme substrat donneur, rompt la liaison C2-C3 du 

D-F6P 8 et libère le L-érythrulose 10 (L-Ery) et le D-érythrose-4-phosphate 11 (D-E4P). La 

deuxième réaction envisagée implique l’hydroxypyruvate 12 (HPA) comme substrat donneur, 

la TK libère 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 à celles 

envisagées antérieurement repose sur les substrats donneurs utilisés qui sont de bien meilleurs 

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

 
Figure II.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 être détecté par ampérométrie à l’aide d’un biocapteur à 

GAOx. Le L-Ery 10 est oxydé en (S)-2-dihydroxy-3-oxobutanal 13 par la GAOx qui utilise le 

couple O2-H2O2. Le peroxyde d’hydrogène est dosé par son oxydation à l’électrode de platine, 

traduisant ainsi une activité de la TK en courant d’oxydation (Ian) mesurable (Figure II.18). La 

réponse du biocapteur est enregistrée par chrono-ampéromètrie à un potentiel appliqué (Eapp) 

de 0,6 V/Ag-AgCl. 
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Figure II.18 : Détection du L-Ery avec le biocapteur à GAOx 

Nous allons maintenant exposer de façon plus détaillée la mise au point du biocapteur 

ampérométrique à 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 (KD) du cofacteur de la TK, la thiamine diphosphate (ThDP). 

II.4.2. Elaboration du biocapteur à galactose oxydase 

La GAOx catalyse en présence d’oxygène l’oxydation du galactose mais aussi d’un 

grand nombre d’alcools primaires. Dans la littérature24–26, il est montré que la 

dihydroxyacétone (DHA) est meilleur substrat que le galactose. Nous avons donc choisi la 

DHA comme substrat modèle lors de la mise au point du biocapteur à GAOx (Figure II.19). 

 
Figure II.19 : Réaction d’oxydation de la DHA par la GAOx suivi d’une oxydation électrochimique du 

H2O2 

Les bioélectrodes ont été préparées à partir du protocole semblable à celui utilisé pour 

les bioélectrodes à base de PPO. Lors de l’élaboration de ce biocapteur, différents paramètres 

vont être 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 biocapteur27. 
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II.4.2.1. Choix de la matrice d’immobilisation 

Une étude comparative de l’immobilisation de la GAOx a été réalisée sur deux argiles 

synthétiques, l’une cationique (la laponite) et l’autre anionique, HDL (Mg2Al-NO3). Comme 

les HDL, la laponite est une argile synthétique, mais commerciale, de type smectite. Elle est 

également très utilisée pour immobiliser efficacement des enzymes par adsorption pour la 

réalisation de biocapteurs28. Il s’agit d’un composé de la famille des hectorites de formule 

structurale (Mg5,5Li 0,5)Si4O10(OH)2 (Na+
x, nH2O) 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 l’aluminium ou magnésium encadrée de deux 

couches planaires de silicium en coordinance tétraédrique (Figure II.20). Les feuillets 2/1 

ayant subi des substitutions isomorphiques sont chargés négativement et ont tendance à 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 l’espace inter-lamellaire. Le cation intercalé peut 

être plus ou moins hydraté et est échangeable. 

 
Figure II.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 PPO29,30. Ainsi, la 

diffusion des substrats et des produits de la réaction enzymatique à travers la couche active 

enzyme/matrice est un facteur important qui affecte la réponse du biocapteur. La perméabilité 

des biomembranes vis-à-vis de ces composés peut varier selon les matrices hôtes. Les HDL 

ont une perméabilité plus grande (2.10-2 cm.s-1) que celle de la laponite (2.10-3 cm.s-1) donc il 



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

96 

est possible d’espérer une meilleure sensibilité pour les biocapteurs à base d’HDL, comme 

cela a été montré dans le cas de la PPO. 

Pour cette étude, le milieu réactionnel est saturé en O2 afin de ne pas être limité par la 

concentration de ce cosubstrat. Trois tampons habituels des tests enzymatiques sont utilisés à 

50 mM et pH 7,0, le phosphate, l’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 hôtes. 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 instabilité de la GAOx dans ces tampons qui pourrait être due à la complexation 

du cuivre contenu dans le site actif de l’enzyme et le groupement amine du tampon31. 

Les caractéristiques des biocapteurs, selon leurs matrices d’immobilisation et la nature 

du tampon sont reprises dans le Tableau II.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 linéarité (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 être 

également prise en compte. Cette quantité est reliée au courant maximum (Imax) qui est en 

moyenne 2,5 fois supérieur pour les biocapteurs GAOx@laponite alors que la même quantité 

d’enzyme et d’argile a été déposée sur l’électrode (50 µg : 50 µg) pour les deux types de 

biocapteurs. Ceci traduit une interaction spécifique entre l’enzyme et la matrice hôte. La 

GAOx ayant un point isoélectrique de 1232, 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 et al. ont montré que la 

GAOx est fortement adsorbée à la surface de la silice, qui est également chargée négativement 

à un pH de 733. Nous avons donc sélectionné la laponite comme matrice hôte pour 

l’immobilisation de la GAOx. 
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Tableau II.8 : Caractéristiques des biocapteurs GAOx@laponite (50:50 µg:µg) et GAOX@HDL(50:50 
µg:µg) pour le dosage de la DHA (0,05 M tampon pH 7,0, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

Matrices Tampons S 
(mA.M-1.cm-2) 

Imax 
(µA.cm-2) 

DL 
(M) R2 (n) 

Laponite 
phosphate 195 176 5,0.10-7 - 4,8.10-4 0,9999 (56) 
HEPES 224 178 5,0.10-7 - 3,0.10-4 0,9999 (53) 
MOPS 180 140 5,0.10-7 - 4,3.10-4 0,9999 (56) 

HDL 
(Mg2Al-NO3) 

phosphate 21 69 2,0.10-5 - 6,8.10-4 0,9990 (19) 
HEPES 38 72 2,0.10-6 - 6,1.10-4 0,9995 (40) 
MOPS 38 62 2,0.10-5 - 3,9.10-4 0,9993 (13) 

 

II.4.2.2. Choix du tampon 

La GAOx libre a un pH optimum de 7,0, nous avons étudié l’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 II.9). Le pH qui permet d’obtenir la meilleure performance 

est de 7,0. En vue de la détection de l’activité de la TK avec ce biocapteur, nous n’avons pas 

étudié des pH inférieurs qui rendent la TK inactive. De plus, nous pouvons voir qu’avec 

l’HDL comme matrice hôte aucun tampon ne se démarque, mais qu’avec la laponite la 

sensibilité du biocapteur dans le tampon HEPES est la plus élevée (Tableau II.8).Nous avons 

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

Tableau II.9 : Effet du pH sur la performance du biocapteur GAOx@HDL(50:50 µg:µg) pour le dosage de 
la DHA (0,05 M HEPES pH 7,0, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

pH S 
(mA.M-1.cm-2) 

Imax 
(µA.cm-2) 

DL 
(M) R2 (n) 

7,0 38 72 2.10-6 - 7.10-4 0,9994 (42) 
7,5 26 65 2.10-6 - 7.10-4 0,9996 (36) 
8 22 45 2.10-6 - 7.10-4 0,9995 (44) 

 

II.4.2.3. Choix du rapport GAOx/laponite 

La quantité d’enzyme immobilisée par rapport à la masse de matrice inorganique 

déposée sur l’électrode est aussi un facteur important dans la préparation d’un biocapteur. 

Nous avons donc étudié l’effet du rapport GAOx/laponite en masse/masse (Tableau II.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 Imax, mais le 

biocapteur GAOx@laponite avec un rapport de 50:25 est plus stable dans le temps. 
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Tableau II.10 : Performances ampérométriques des différentes configurations du biocapteur 
GAOx@laponite pour le dosage de la DHA (0,05 M HEPES pH 7,0, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

Rapport GAOx/laponite 
(µg:µg) 

S 
(mA.M-1.cm-2) 

Imax 
(µA.cm-2) 

DL 
(M) R2 (n) 

25:25 140 121 5,0.10-7 - 1,9.10-4 0,9997 (45) 
50:50 224 178 5,0.10-7 - 3,0.10-4 0,9999 (53) 
25:50 83 88 3,4.10-6 - 2,1.10-4 0,9996 (42) 
50:25 237 155 5,0.10-7 - 2,9.10-4 0,9999 (52) 

 

II.4.2.4. Détection du galactose et des autres galactosides 

Après 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-1.cm-2. D’autres saccharides composés de galactose tel que 

le raffinose, le lactose et le melibiose ont été également testés à une seule concentration de 

20 µM. Les réponses en courant correspondent respectivement à 61, 19 et 89 % par rapport au 

galactose. L’activité relative de la GAOx pour ces substrats est similaire à celle reportée dans 

la littérature25. La laponite n’induit aucune sélectivité des galactosides. 
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Figure II.21 : Réponses relative du biocapteur GAOx@laponite (50:25 µg:µg) avec différents substrats 

(0,05 M HEPES pH 7,0, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 



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

99 

II.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 (µg:µg). Après un mois de conservation du biocapteur à 4°C dans 

50 mM de tampon HEPES à un pH de 7,0, 75 % de l’activité initiale est retenue. 

II.4.2.6. Bilan des expériences réalisées avec le biocapteur à GAOx 

En résumé, cette étude a d’abord montré la mise au point d’un biocapteur à GAOx 

avec la détection de la DHA. Les caractéristiques du biocapteur qui apportent les meilleurs 

résultats sont l’immobilisation de la GAOx dans la laponite avec un rapport de 50:25 (µg:µg), 

l’utilisation du tampon HEPES à une concentration de 50 mM à 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-1.cm-2, un courant maximum 

de 155 ± 20 µA.cm-2, un domaine de linéarité de 5,0.10-7 à 2,9.10-4 M, et une limite de 

détection de 0,25 µM. 

II.4.3. Détection de l’activité des TKs 

Après l’élaboration et l’optimisation du biocapteur à GAOx, nous avons utilisé ce 

biocapteur pour mettre au point un test de détection de l’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 II.17). 

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

Deux études préliminaires doivent être effectuées. La première porte sur le dosage 

possible par le biocapteur à GAOx du L-Ery afin d’obtenir les caractéristiques du biocapteur 

envers ce substrat. La deuxième étude est l’analyse de la réponse du biocapteur vis-à-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 (KD) de son cofacteur, le ThDP. 

Il est à noter que pour les réactions faisant intervenir la TK, un étalon interne, la DHA à une 

concentration de 5 µM, est ajoutée en fin de réaction pour vérifier et calibrer l’activité de la 

GAOx dans ces conditions expérimentales particulières. 

II.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), l’Amplex® Red est oxydé par le peroxyde d’hydrogène, libéré 

lors de la réaction catalysée par la GAOx, générant une molécule fluorescente, la résorufine34 

(Figure II.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. 

 
Figure II.22 : Test fluorométrique pour doser l’activité de le GAOx 

Ensuite, la détection ampérométrique du L-Ery a donc été effectuée avec le biocapteur 

à GAOx dans l’HEPES 0,05 M à pH 7,0 (Figure II.23) et la réponse ampérométrique est 

comparée avec la réponse obtenue pour le DHA et le galactose (Tableau II.11). Les 

pourcentages sont identiques à ceux déterminés par fluorimétrie. Ces résultats montrent que 

l’immobilisation de la GAOx n’a aucun effet sur sa sélectivité vis-à-vis de ces substrats. 
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Figure II.23 : Courbe d’étalonnage du biocapteur à GAOx@laponite (50:25 µg:µg) avec le L-Ery (0,05 M 
HEPES pH 7,0, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

Tableau II.11 : Détermination de la réactivité des substrats par ampérométrie et fluorimétrie 

Détections Ampérométrie Fluorimétrie 

Substrats S 
(mA.M-1.cm-2) 

Vitesse initiale 
(µM H2O2.min-1) 

DHA 237 (100 %) 6 (100 %) 
galactose 85 (33 %) 2 (33 %) 

L-Ery 55 (23 %) 1,3 (22 %) 
 

En résumé, le dosage du L-Ery a été effectué par le biocapteur à GAOx. La sensibilité 

obtenue est de 55 mA.M-1.cm-2, celle-ci est proche de celle du substrat naturel de la GAOx, le 

galactose, le courant maximum est de 165 µA.cm-2 et le domaine de linéarité est situé entre 

1,0.10-6 et 1,5.10-3 M, enfin la limite de détection est de 0,6 µM. 

II.4.3.2. Détermination des interférents 

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

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

dans 5 mL de HEPES 0,05 M, à pH 7,0. 

Pour les cofacteurs de la TK, le cation divalent Mg2+ et la thiamine diphosphate 

(ThDP), aucune interférence n’est remarquée. Quant aux substrats, ils comportent une 

fonction alcool primaire et pourraient donc être oxydés par la GAOx. 
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Pour le D-fructose-6-phosphate 8 (D-F6P), aucune interférence n’est perçue. Ce 

résultat a également été validé par fluorimétrie et complétée par l’étude d’autres sucres 

phosphorylés qui ne sont également pas substrats de la GAOx. 

Le glycolaldéhyde 9 (GA) et l’hydroxypyruvate 12 (HPA) ne s’oxydent pas 

directement à 0,6 V/Ag-AgCl sur une électrode de platine mais sont quant à eux substrats de 

la GAOx. Leurs sensibilités sont respectivement de 9 et 7 mA.M-1.cm-2, 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 l’activité de la TK 

est celle faisant intervenir le D-F6P 8 et le GA 9 (Figure II.17), afin qu’un seul des deux 

réactifs interfère, le GA 9. Pour minimiser cet effet d’interférence, la mesure du signal 

ampérométrique est donc effectuée après l’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 

(première option) plutôt que le HPA 12 est la réversibilité de la réaction. 

II.4.3.3. Détermination de l’activité des TKs libres en solution 

Cette étude a été réalisée avec les TK d’E. coli et humaine en utilisant le biocapteur à 

GAOx optimisé précédemment. Les paramètres que nous avons étudiés sont les 

concentrations des substrats de la TK, le substrat donneur, le D-F6P, et le substrat accepteur, 

le GA à 25°C. Cette étude n’a pas été réalisée avec la TK humaine car elle s’est avérée 

inactive à 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 à 37°C. 

 
Figure II.24 : Détection de l’activité des TKs d’E. coli et humaine en solution avec le biocapteur à 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-F6P nécessaires à 

la réaction catalysée par la TK d’E. coli en utilisant le biocapteur à GAOx. 

A partir de 5 mM en GA, nous observons une passivation de l’électrode, ce résultat 

nous empêche donc de nous placer à une valeur égale ou supérieure à la constante de 

Michaelis du GA (KM, 14 mM)35. Entre 1 et 2 mM, aucune différence n’est observée au 

niveau de l’intensité de la réponse après 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 5 mM. De 0,1 à 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. 

Avec la TK d’E. coli, la réponse ampérométrique obtenue a une allure hyperbolique et 

atteint un état stationnaire après 3 minutes (Figure II.25). Pour obtenir une réponse plus 

rapide, l’augmentation de la vitesse de rotation de l’électrode (de 500 tr.min-1 à 1500 tr.min-1) 

a été envisagée mais elle s’est avérée infructueuse sur l’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 à la concentration en enzyme (Figure II.26). 
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Figure II.25 : Allure logarithmique de la réponse ampérométrique avec la TK d’E. coli (GAOx@laponite 
50:25 µg:µg, 0,05 M HEPES pH 7,0, 0,2 mM ThDP, 1 mM MgCl2, 1 mM GA, 1 mM D-F6P, 1 U.mL-1, Eapp 

= 0,6 V/Ag-AgCl, 500 r.min-1) 
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Figure II.26 : Réponse ampérométrique du biocapteur à GAOx@laponite (50:25 µg:µg) en présence de 

TK E. coli a) 0,01 U.mL-1 b) 0,04 U.mL-1 c) 0,1 U.mL-1 (0,05 M HEPES pH 7,0, 0,2 mM ThDP, 1 mM 
MgCl2, 1 mM GA, 1 mM D-F6P, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 r.min-1) 

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 à 25°C en utilisant 

les conditions déterminées au préalable. La reproductibilité des résultats a été testée sur trois 

biocapteurs distincts (Figure II.27). Les valeurs de courant reportées dans la Figure II.27 

correspondent à la réponse mesurée après 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 à 

0,1 U.mL-1. Ce résultat peut être comparé avec celui obtenu en spectrophotométrie. Dans ce 

cas, la TK est couplée à une déshydrogénase NADH dépendante (l’alcool déshydrogénase de 

S. cerevisiae, YADH, EC 1.1.1.1). Ce test est basé sur l’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 à 340 nm (Figure II.5). Dans ce cas, le domaine de 

linéarité se situe entre 0,6 et 7,2 U.mL-1. La détection électro-enzymatique est donc plus 

sensible. La TK humaine n’étant pas active à 25°C, sa détection électro-enzymatique n’a pas 

pu être 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 à la température optimale pour la TK humaine. De 

plus, les données de la littérature36 indiquent que la TK d’E. coli est thermostable jusqu’à 

50°C. 
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Figure II.27 : Droite d’étalonnage de la TK d’E. coli avec le biocapteur GAOx@laponite (50:25 µg:µg) à 

25°C (0,05 M HEPES pH 7,0, 0,2 mM ThDP, 1 mM MgCl2, 1 mM GA, 1 mM D-F6P, 
Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

 
Figure II.5 : Test d’activité basé sur l’utilisation du L-Ery comme substrat donneur 

Nous avons donc établi les droites d’étalonnages des TKs d’E. coli et humaine à 37°C 

(Figure II.28). Il est à noter qu’à cette température (37°C), l’activité de la TK d’E. coli est 

7 fois plus importante que celle obtenue à 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 II.5). La TK humaine ayant une activité spécifique plus faible que 

la TK d’E. coli, la quantité d’enzyme utilisée pour obtenir un même nombre d’unité est donc 

plus importante et donc la concentration massique dans le milieu réactionnel l’est également. 

Le domaine de linéarité obtenu par ampérométrie pour ces deux enzymes est de 0,02 à 

0,09 U.mL-1. Il 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, l’état stationnaire 

étant obtenu après trente secondes (Figure II.29). 
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Figure II.28 : Droite d’étalonnage de la TK d’E. coli et humaine avec le biocapteur GAOx@laponite 

(50:25 µg:µg) à 37°C (condition identique à celle de la Figure II.27) 

A l’issue de ces expériences, il apparait d’une part que les intensités des réponses 

ampérométriques mesurées dans les mêmes 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 après 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 l’allure des courbes de chrono-ampérométrie montrant 

une cinétique lente pour la TK d’E. coli et très rapide pour la TK humaine. Ces derniers 

résultats nous ont amené à émettre l’hypothèse que dans le cas de la TK humaine, la catalyse 

s’effectuerait au voisinage de l’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, l’adsorption sur ce biohybride serait moins favorisée en raison de charges de 

surface différentes et une concentration massique en solution moins importante. Nous avons 

été amenés à formuler cette hypothèse car nous verrons dans le chapitre IV, que 

l’immobilisation de la TK d’E. coli à la surface de l’électrode sur d’autres argiles de type 

HDL, conduisent à une cinétique rapide similaire à celle obtenue avec la TK humaine. 
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Figure II.29 : Réponse ampérométrique du biocapteur GAOx@laponite (50:25 µg:µg) à 37°C A/ en 

présence de 50 mU TK d’E. coli B/ en présence de 100 mU TK humaine (condition identique à celle de la 
Figure II.27) 

II.4.4. Détermination de la constante de dissociation de la thiamine 

diphosphate 

La constante de dissociation (KD) de la thiamine diphosphate (ThDP) a été déterminée 

avec le biocapteur à GAOx et la TK d’E. coli libre en solution (Figure II.30). Le KD est 

calculée à 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 à ceux obtenus en utilisant le test 

spectrophotométrique décrit dans le paragraphe II.4.3.3 (Figure II.31). 

 



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

108 

0 1 2 3 4 5 6

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

1/
I (

nA
-1
)

1/[ThDP] (µM-1)  
Figure II.30 : Droite d’étalonnage du ThDP avec le biocapteur GAOx@laponite (50:25 µg:µg) et la TK 

d’E. coli en solution à 25°C (0,05 M HEPES pH 7,0, 1 mM MgCl2, 1 mM GA, 1 mM D-F6P, 100 mU.mL-1 
TK, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 
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Figure II.31 : Droite d’étalonnage du ThDP en UV-Visible avec la TK d’E. coli en solution à 25°C (0,1 M 

Gly-Gly pH 7,5, 0,5 mM MgCl2, 85 mM L-Ery, 8,9 mM D-R5P, 0,3 mM NADH, 2 U.mL-1 TK, 25 U YADH) 

La valeur de KD obtenue par ampérométrie avec le biocapteur à GAOx est de 1 µM, 

elle est très proche de celle obtenue par spectrophotométrie (1,8 µM). Ces résultats très 

similaires valident l’approche analytique par chrono-ampérométrie. 



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

109 

II.5. Conclusion 

L’immobilisation de la galactose oxydase (GAOx) dans une argile cationique, la 

laponite, a permis d’obtenir un biocapteur très performant en comparaison avec les résultats 

décrits dans la littérature pour la détection du galactose37–46 (Tableau I.12). Le biocapteur 

GAOx@laponite (S = 85 mA.M-1.cm-2 pour le galactose) que nous avons élaboré est cinq fois 

plus sensible que le biocapteur GAOx déjà décrit dans lequel la GAOx est immobilisée sur 

une électrode modifiée avec un mélange chitosan/nanotube de carbone à paroi simple 

(S = 16 mA.M-1.cm-2)45. 

La détection de l’activité des TKs libres a pu être effectuée selon deux systèmes de 

détections électro-enzymatiques différents. 

Le premier système utilise le biocapteur à polyphénol oxydase (PPO) couplé à la 

réaction catalysée par la TK en présence du composé 1 précurseur de l’ester éthylique de la 

N-acétyle-tyrosine 3 (N-Ac-Tyr-OEt 3). La réponse ampérométrique obtenue est très faible en 

raison d’une part de la faible affinité du composé 1 vis-à-vis de la TK d’E. coli et d’autre part 

de la réaction de -élimination du groupement partant, la N-Ac-Tyr-OEt, catalysée par la 

BSA, qui est limitante. De plus, un autre handicap de ce système est la synthèse du composé 1 

qui n’est pas commercial. 

Comme alternative, nous avons proposé un deuxième système de détection 

électro-enzymatique qui fait intervenir le biocapteur GAOx@laponite. Les substrats de la TK 

d’E. coli utilisés dans ce système 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 à GAOx, et donc de détecter l’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 à celle obtenue avec les méthodes 

spectrophotométriques décrites à ce jour. Ce système basé sur une détection ampérométrique 

est plus rapide et au moins dix fois plus sensible que les tests spectrophotométriques 

permettant de détecter l’activité de la TK in vitro déjà connus1–8,23. 
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III.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 

l’apo-TK sur la surface de l’électrode pour élaborer un test facile à mettre en œuvre, 

réutilisable et peu coûteux en enzyme. 

Ce chapitre III est donc consacré à l’étude de l’immobilisation de la TK d’E. coli. Pour 

réaliser cette étude, nous avons utilisé la TK d’E. coli comme modèle (en effet, nous avons eu 

la TK humaine à 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 l’extrait brut sur résine 

Ni-NTA, étape décrite dans le chapitre II. 

Lors de l’élaboration du biocapteur à GAOx, nous avons montré que l’immobilisation 

de cette enzyme dans un matériau inorganique lamellaire, la laponite, apporte de meilleurs 

résultats par rapport aux différents polymères décrit dans la littérature1–10. Nous pouvions 

envisager de co-immobiliser la TK et la GAOx dans cette matrice d’argile cationique. 

Cependant, la laponite est une argile qui possède des charges négatives à la surface de ses 

feuillets, charges compensées par des cations intercalés entre les feuillets. Si l’on considère le 

point isoélectrique de la TK de 6,3, il apparaît qu’à son pH optimum (pH 7,5), la TK est 

globalement chargée négativement. On peut émettre l’hypothèse 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, possèdent des feuillets chargés positivement ce qui est favorable aux interactions 

avec la TK. D’ailleurs une première étude sur l’immobilisation d’un extrait brut de TK de 

S. cerevisiae dans les HDL, a précédemment été développée au laboratoire pour des 

applications en biocatalyse11, montrant l’intérêt d’immobiliser la TK dans de tels matériaux 

(Paragraphe I.2.3.2). Nous avons donc choisi d’immobiliser un extrait purifié 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 l’enzyme, l’immobilisation de la TK doit être effectuée 

en présence de tampon, l’acide 3-(N-morpholino)propanesulfonique (MOPS) ou le 

glycyl-glycine (Gly-Gly) (Figure III.1). Une attention particulière 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 été montré dans la littérature que les molécules 

organiques portant des charges négatives comme des groupements sulfonates12,13 ou des 

acides aminés, pouvaient s’intercaler dans l’espace interlamellaire des HDL14. Ces 

interactions spécifiques peuvent modifier à 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. 

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

De plus, lors de l’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, l’immobilisation de molécules 

phosphorylées dans les HDL est également décrite15–17. Ainsi, la formation d’un matériau 

hybride bioactif comme catalyseur hétérogène a été obtenue par l’intercalation du ThDP dans 

des matrices HDL16. Cette intercalation a été effectuée dans des conditions douces par 

échange 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 été étudiée17. L’échange anionique entre les nitrates et les sucres phosphorylés est 

effectué avec une température assez élevée de 60°C et un temps de réaction long (60 h). Dans 

cette étude nous avons vérifié 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 à l’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 à deux modes 

d’immobilisation de l’apo-TK dans ces matériaux hôtes, l’adsorption et la coprécipitation. 

Nous étudierons le taux d’immobilisation, les caractéristiques physio-chimiques des 

matériaux biohybrides TK@HDL, l’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 à la surface de l’électrode, nous nous attacherons à étudier l’élaboration d’un film 

TK@HDL. 
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III.2. Synthèses et caractérisation des phases HDL en milieux 

tamponnées 

Dans cette étude, les tampons utilisés pour stabiliser la TK d’E. coli sont l’acide 

3-(N-morpholino)propanesulfonique (MOPS) et le glycyl-glycine (Gly-Gly) et leurs effets sur 

l’HDL ont été étudiés. En nous basant sur l’étude préliminaire effectuée avec la TK de 

S. cerevisiae11, nous avons choisie d’étudier la phase Mg2Al-NO3. Ces tampons sont 

principalement sous forme anionique au pH d’immobilisation de l’enzyme et peuvent donc 

être intercalés dans la structure des HDL. La préparation de ces matériaux HDL-tampons 

(Mg2Al-MOPS et Mg2Al-Gly-Gly) a été effectuée soit par réaction d'échange anionique soit 

par coprécipitation. Ces matériaux ont été caractérisés par diffraction de rayon X sur poudre 

(DRX) et par spectroscopie Infra-Rouge à transformée de Fourier (FTIR). Ils ont été 

comparés à l’HDL de référence, Mg2Al-NO3 préparé par coprécipitation à pH constant dans 

l’eau. 

III.2.1. Synthèse des HDL 

Les phases HDL de référence ont été préparées par la méthode de coprécipitation à pH 

constant. C’est une méthode simple couramment utilisée pour préparer des phases HDL. Elle 

consiste à réaliser une réaction de précipitation contrôlée à partir d’une solution de sels de 

métaux divalents et trivalents par une solution de base de Brönsted (NaOH). La réaction est la 

suivante : 

(1-x)MIIXq-
2/q + xMIIIXq-

3/q + 2NaOH + nH2O         MII
1-xMIII

x(OH)2Xq-
x/q.nH2O + 2NaXq-

1/q 

avec R= (1+x)/x 

Nous avons choisi un rapport molaire (R) MII/MIII = 2, correspondant à 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 fixé à une valeur de 9,0. Afin d’éviter la 

contamination des phases par des anions carbonates, présentant une très forte affinité avec les 

phases HDL, les synthèses sont réalisées sous atmosphère d’azote. La solution de sels 

métalliques divalents (MII) et trivalents (MIII) est ajoutée à débit constant dans un réacteur 

contenant une solution aqueuse mise sous agitation et contenant éventuellement des anions à 
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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 entièrement automatisé équipé de pompes 

péristaltiques et d'un pHmètre. Le pH est ainsi maintenu constant tout au long de la synthèse 

(Figure III.2). Le produit final est centrifugé, lavé plusieurs fois avec de l’eau décarbonatée et 

séché. Les conditions expérimentales utilisées pour préparer les phases Mg2Al-NO3 et 

Mg2Al-Gly-Glycop sont décrites dans la partie « matériels et méthodes ». 

 
Figure III.2 : Dispositif expérimental de la synthèse des HDL par coprécipitation 

D’autres phases HDL (Mg2Al-Cl, Ni2Al-Cl, Zn2Al-Cl, Zn2Al-NO3, Zn2Al-Alginate et 

Zn2Al-MOPS) également utilisées dans ce travail ont été gracieusement fournies par des 

collègues du laboratoire. Leur synthèse a été réalisée selon les protocoles décrits dans la 

littérature18,19. 

Des réactions d’échange de la phase Mg2Al-NO3 ont été effectuées en présence de 

MOPS ou de Gly-Gly. Le matériau de référence Mg2Al-NO3 (m = 35 mg) a été mis en 

suspension dans une solution de 50 mM de tampon MOPS à pH 7,5 et maintenu sous 

agitation sous air pendant une nuit. Avec le Gly-Gly, Mg2Al-NO3 (m = 35 mg) a été mis en 

contact une nuit avec une solution 100 mM de tampon à pH 7,5 ou 9,0. Les solides sont 

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

Mg2Al-MOPSech, Mg2Al-Gly-Glyech pH 7,5 et Mg2Al-Gly-Glyech pH 9,0. 
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III.2.2. Caractérisation physico-chimique des phases Mg2Al-NO3 et 

Mg2Al-MOPSech 

III.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 (2θ < 30°) comporte les réflexions 

basales 00l, les positions des raies sont dépendantes de la distance interlamellaire donc de la 

taille et de l’orientation de l’anion intercalé. Le deuxième domaine de 30 à 50° comporte les 

réflexions h0l et 0kl, ces positions sont fortement affectées par des désordres structuraux. Le 

troisième domaine à haute valeur angulaire (2θ > 60°) comporte les réflexions hk0 et hkl 

caractéristiques de la structuration des couches d'hydroxyde de métal. L’intensité des raies 00l 

est fortement exaltée lorsque les échantillons sont préparés sur plaques par sédimentation, du 

fait d’une orientation préférentielle des feuillets parallèlement au support. Ce qui a pour effet 

d’amplifier la statistique de comptage des raies 00l. Les paramètres de maille a =2d (110) et 

c = 3d (003) sont déduits à partir des diagrammes de RX. 

Le diffractogramme de RX du matériau de référence, Mg2Al-NO3, est caractéristique 

d’un HDL18 (Figure III.3). La position des raies (003) et (006) permet de calculer une distance 

interlamellaire de 8,7 Å caractéristique de la présence de nitrate entre les feuillets HDL. Le 

diffractogramme de RX de la phase Mg2Al-MOPSech montre un élargissement des pics 00l 

associé à un déplacement vers les grands angles traduisant une diminution de la distance 

interlamellaire (7,7 Å). Dans ces conditions de préparation, l’intercalation de la forme 

anionique du tampon MOPS (O(CH2-CH2)2N(CH2)3-SO3
-) n’est donc pas observée mais ce 

sont préférentiellement les anions carbonates qui échangent les anions nitrates. 
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Figure III.3 : Diffractogrammes de RX de a) Mg2Al-NO3 b) Mg2Al-MOPSech 

III.2.2.2. Spectroscopie Infrarouge 

Le spectre FTIR de la phase Mg2Al-NO3 montre une large bande d’absorption vers 

3400 cm-1 qui correspond aux vibrations des groupements O-H et des molécules d’eau 

présente dans l’HDL. Aux basses fréquences (de 400 à 800 cm-1) les bandes de vibrations 

observées sont attribuées au réseau caractéristique des feuillets, M-O et O-M-O (Figure III.4). 

La raie intense à 1384 cm-1 correspond à la vibration de valence de l’anion nitrate intercalé. 

La comparaison du spectre FTIR de la phase Mg2Al-MOPSech avec celui de la 

molécule MOPS suggère que des molécules de tampon sont uniquement adsorbées en faible 

quantité à la surface des plaquettes d’HDL. En effet, on retrouve des bandes situées à 1200, 

1040 et 680 cm-1, correspondant aux bandes de vibration des fonctions sulfonate, SO et CH2 

du MOPS. 
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Figure III.4 : Spectres de FTIR de a) Mg2Al-NO3 b) Mg2Al-MOPSech c) MOPS 

III.2.3. Caractérisation physico-chimique des phases Mg2Al-Gly-Gly 

III.2.3.1. Diffraction des rayons X 

Dans la Figure III.5 sont comparés les diffractogrammes des trois phases 

MgAl-Gly-Gly préparées par échange avec la phase Mg2Al-NO3 de référence ou 

coprécipitation. Pour les phases échangées à pH 7,5, nous observons un dédoublement des 

pics 00l suggérant un échange progressif des anions nitrates par des carbonates. Cette réaction 

d'échange devient plus efficace lorsque le pH augmente (de 7,5 à 9,0), pour lequel la 

concentration de la forme anionique du tampon devient majoritaire. Dans les conditions de 

coprécipitation, le diffractogramme de Mg2Al-Gly-Glycop montre les pics 00l d’une phase 

secondaire à une distance interlamellaire de 7,5 Å correspondant à une phase totalement 

carbonatée. Cette contamination par les carbonates a pu se produire lors de l’étape de lavage 

du matériau. En effet, la valeur élevée du pH de la solution (pH 9,0) utilisée lors de la 

synthèse permet facilement l’adsorption du CO2 atmosphérique. 

De plus nous observons aux plus bas angles un pic à 8,3° traduisant une distance 

interlamellaire de 10,6 Å. Cette distance suggère 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 littérature14,20. 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 à 8,8 Å pour la Gly et le Gly-Gly, suggérant une 
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orientation horizontale des molécules entre les feuillets. Pour le matériau Mg2Al-Gly-Glycop, 

une plus grande distance interlamellaire peut s’expliquer par un taux d’intercalation supérieur 

engendrant un degré de désordre plus important dans l’empilement des feuillets d’HDL ou un 

taux d’hydratation différent. 

Il faut signaler la présence d’une réflexion à 18,5° (pic *) qui correspond à une phase 

bayerite (Al(OH)3) issue d’une dissolution partielle de la phase HDL (Figure III.5). Ce pic 

devient plus perceptible avec la maturation des suspensions. 

 
Figure III.5 : Diffractogrammes de RX de a) Mg2Al-NO3 b) Mg2Al-Gly-Glyech pH 7,5 c) Mg2Al-Gly-Glyech 

pH 9,0 d) Mg2Al-Gly-Glycop, * phase parasite 

III.2.3.2. Spectroscopie Infrarouge 

Les spectres FTIR confirment la présence de molécules de Gly-Gly dans les phases 

HDL par l’apparition de bandes supplémentaires situées à 2900 cm-1 (SCH2) et entre 1600 et 

1300 cm-1 (Figure III.6). Les pics à 1400 et 1600 cm-1 sont attribués aux bandes de vibrations 

(s et a) des fonctions carboxylates, -CO2
- 21. Dans la même région, nous observons 

également la bande de vibration caractéristique des carbonates (1365 cm-1)14,21. Pour les HDL 

Mg2Al-Gly-Glyech, le pic à 1384 cm-1 correspondant à la bande de vibration NO des nitrates 

intercalés, diminue progressivement à mesure que le pH augmente. De plus, pour les HDL 

Mg2Al-Gly-Glyech et Mg2Al-Gly-Glycop, les bandes de vibration MOH (675 cm-1) et OMO 

(447 cm-1) sont élargies. Ce résultat suggère une perte de cohésion structurale de 

l’empilement des feuillets et de rigidité des couches intercalées par le dipeptide. Ces données 

confirment l’effet du Gly-Gly sur l’amorphisation de la structure de l’HDL. De plus, la 
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présence d’une bande large à 1070 cm-1 peut être attribué à la bande de vibration de Al-OH22. 

La formation de l’hydroxyde d’aluminium est due à la présence du Gly-Gly pendant la 

coprécipitation comme expliqué dans le paragraphe suivant. 

 
Figure III.6 : Spectres de FTIR de a) Mg2Al-NO3 b) Mg2Al-Gly-Glyech pH 7,5 c) Mg2Al-Gly-Glyech pH 9,0 

d) Mg2Al-Gly-Glycop e) Gly-Gly, * produit parasite 

III.2.3.3. Analyse chimique 

L’analyse chimique de l’HDL MgAl-Gly-Gly a été effectuée par spectrométrie 

d’émission atomique source plasma à couplage inductif (ICP-AES) (Tableau III.1). Pour le 

matériau de référence Mg2Al-NO3, le rapport molaire Mg:Al obtenu est de 2,0, celui-ci est 

égal au rapport fixé initialement, ce qui indique que la coprécipitation des sels métalliques est 

totale dans les conditions de synthèse utilisées. Pour l’HDL Mg2Al-Gly-Glycop, nous 

observons une importante différence entre le rapport théorique fixé à 2 et celui obtenu 

expérimentalement (0,72). Hibino et Jones ont également reporté un désaccord entre la valeur 

initiale Mg:Alini et la valeur expérimentale Mg:Alexp pour MgAl-Gly20, Mg:Alexp étant 

toujours inférieure à Mg:Alini. Il convient de noter que dans ce cas, la quantité molaire de 

glycine utilisée dans la solution de synthèse était deux fois plus élevée que celle de nitrate. 

Dans nos conditions expérimentales, Mg2Al-Gly-Glycop est préparé  dans une solution de 

0,1 M de Gly-Gly, ce qui conduit à un rapport encore plus élevé (Gly-Gly/NO3 = 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 être des bons ligands 

d’ions métalliques tels que Zn2+ et Mg2+23,24. Dans nos conditions, la forte concentration en 

Gly-Gly doit probablement favoriser la complexation des cations Mg2+ conduisant à une 
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diminution du rendement de coprécipitation. La même hypothèse a été récemment proposée 

par Iyi et al lors de la formation d’une phase délaminée de MgAl-ClO4 dans une solution 

aqueuse concentrée de Gly-Gly (1 M)25. 

On peut supposer que la diminution du rapport de coprécipitation Mg:Alexp conduit à 

la formation d’un sous-produit, l’hydroxyde d’aluminium, Al(OH)3 puisque la limite basse de 

composition Mg:Al dans une phase de type hydrotalcite est égale à 2. Cette hypothèse est 

confirmée en spectroscopie Infrarouge par la présence dans les spectres d'un pic à 1070 cm-1 

qui peut être attribuée à Al-OH (Figure III.6)22. Il convient donc de fixer des conditions de 

rapport Mg:Al supérieur si on veut minimiser la précipitation d’impureté Al(OH)3. 

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

Matériaux Méthode de 
préparation 

Rapport initial 
Mg:Al 

Rapport 
expérimental 

Mg:Al 
Mg2Al-NO3 coprécipitation 2,0 2,03 

Mg2Al-Gly-Glyech pH 7,5 échange 2,0 1,53 
Mg2Al-Gly-Glyech pH 9,0 échange 2,0 1,79 

Mg2Al-Gly-Glycop coprécipitation 2,0 0,72 
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III.3. Etude de l’adsorption de molécules phosphorylées sur les 

HDL 

Les HDL sont des matériaux échangeurs d’anions. Ils ont la propriété d’adsorber voir 

même 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-bisphosphate15–17. 

L’immobilisation de la thiamine diphosphate (ThDP) dans les HDL a été également décrite 

dans la littérature par Baikousi et al16. Le ThDP est intercalé dans les matériaux ZnAl-HDL et 

MgAl-HDL selon deux méthodes : la coprécipitation et la réaction d’échange anionique. 

Il nous est apparu important d’étudier l’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 l’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 système. 

Pour étudier l’adsorption de ces molécules sur Mg2Al-NO3, l’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 à mélanger une masse d’HDL m à 

un volume V de solution des anions phosphorylés de concentration Ci, dans un récipient 

fermé, sous agitation, à température ambiante. Après un temps d’équilibre, la solution est 

séparée du solide par centrifugation et la concentration du surnageant Ce (concentration à 

l’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 : 

m
VCeCiCs )( 


 

L’isotherme d’adsorption est obtenue en traçant la quantité de produit adsorbé (Cs) en 

fonction de la concentration d’adsorbat à l’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 (Sigmoïde) (Figure III.7)26. Les isothermes de la classe C se 

caractérisent par une partition constante entre la solution et le substrat. La linéarité montre que 

le nombre de sites libres reste constant au cours de l'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 à mesure de la progression de l'adsorption. Les isothermes de la classe H 

présentent une partie initiale presque verticale, la quantité adsorbée apparaît importante à 

concentration quasiment nulle du soluté dans la solution. Les isothermes de classe S 

présentent, à faible concentration, une concavité tournée vers le haut. Les molécules 

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

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

En général, le dosage des molécules dans le surnageant se fait par spectrophotométrie 

UV-Vis. Dans le cas du ThDP, la gamme de concentrations étudiées ne nous permet pas de le 

doser directement par spectrophotométrie, nous avons donc choisi de le doser par un test 

enzymatique utilisant l’apo-TK d’E. coli. L’apo-TK est couplée à une déshydrogénase 

NAD(H) dépendantes (l’alcool déshydrogénase de S. cerevisiae, YADH, EC 1.1.1.1). Ce test 

est basé sur l’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 à 340 nm (Figure II.5). L’activité de la TK en fonction de la concentration 

en ThDP dans le surnageant est déterminée et permet d’en déduire la quantité de ThDP 

adsorbée. 

 
Figure II.5 : Test basé sur l’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 à 340 nm (Figure III.8). 

 
Figure III.8 : Test basé sur la glucose-6-phosphate déshydrogénase et la phosphoglucose isomérase pour 

doser le D-F6P 

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

indépendantes. 

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

Dans notre étude de l’adsorption du ThDP (Figure III.9) sur Mg2Al-NO3, nous avons 

comparé deux milieux : l’eau pure (pH = 6,5) et 100 mM de tampon Gly-Gly à pH 7,5. 

 
Figure III.9 : Structure du ThDP 

La Figure III.10-A montre les courbes d’adsorption du ThDP dans les deux milieux. 

Elle est légèrement plus importante dans le tampon. Les isothermes qui en découlent 

s’approchent d’une forme de type S (Figure III.10-B) même si à haute concentration la 

saturation de la surface n’est pas atteinte. Cette forme pourrait présenter un mécanisme 

d'adsorption coopérative. Ramené à la capacité d’échange anionique des HDL (meq.g-1), on 

peut calculer que le premier plateau correspond à 33 % d’échange alors qu’au dernier point on 

est à 130 % d’échange. 
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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 à une quantité d’HDL de 50 à 100 µg, nous aurons moins de 8 % de ThDP adsorbé sur 

la phase HDL. En effet pour des concentrations inférieures à 12 mM, moins de 4,5 µmol de 

ThDP est adsorbé par milligramme d’HDL. 

 
Figure III.10 : Courbes d’adsorption du ThDP dans Mg2Al-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 H2O 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 à 

l’intercalation de carbonates entre les feuillets (distance interlamellaire de 7,5 Å). De plus, 

nous observons une série de raie 00l supplémentaire (5,4° ; 10,8° et 16,2° en 2θ) 

correspondant à une insertion d’une monocouche de ThDP entre les feuillets (distance 

interlamellaire de 16 Å)16. En présence de Gly-Gly, nous observons également un pic à 8,1° 

traduisant l’insertion du Gly-Gly (distance interlamellaire de 10,9 Å). 
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Figure III.11 : Diffractogrammes de RX de l’adsorption du ThDP dans Mg2Al-NO3 a) H2O b) 100 mM 

Gly-Gly * Insertion du ThDP 

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

Comme pour l’adsorption du ThDP, nous avons étudié l’adsorption du 

D-fructose-6-phosphate (D-F6P) (Figure III.12) sur une suspension de Mg2Al-NO3 

(4 mg.mL-1) dans l’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-F6P dans le surnageant a été dosé 

par réaction enzymatique avec la glucose-6-phosphate déshydrogénase et la phosphoglucose 

isomérase. 

 
Figure III.12 : Structure du D-F6P 

La Figure III.13-A montre les courbes d’adsorption dans les deux milieux. Elle est 

légèrement plus importante dans le tampon Gly-Gly pour des concentrations inférieures à 

40 mM. L’isotherme effectuée dans l’eau s’approche d’une forme de type S avec une forte 

adsorption pour les faibles concentrations en D-F6P et l’isotherme effectuée dans le tampon 

Gly-Gly est de type L avec un plateau qui est presque atteint (Figure III.13B). Si l’on compare 

la quantité de D-F6P adsorbé à la capacité d’échange anionique théorique de l’HDL présent 

dans la solution, on constate que plus de 100 % des sites peuvent être échangés pour de très 

faibles concentrations en D-F6P (40 mM). Au-delà, il y a sans doute coprécipitation des 

molécules de D-F6P sur la surface des plaquettes d’HDL. Dans ce dernier cas, l’isotherme 
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serait donc la représentation de deux mécanismes, l’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 à une quantité d’HDL de 50 à 100 µg, nous pouvons estimer par 

extrapolation, que moins de 10 % de D-F6P sera adsorbé. En effet dans cette étude pour des 

concentrations inférieures à 60 mM, moins de 27 µmol de D-F6P est adsorbé par milligramme 

d’HDL. 

 
Figure III.13 : Courbes d’adsorption du D-F6P dans Mg2Al-NO3 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 H2O 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 00l à une distance interlamellaire de 7,5 Å qui 

correspond à l’échange des nitrates par les carbonates (Figure III.14). Nous observons 

également des pics 00l supplémentaires à une distance interlamellaire de 10,8 Å qui 

pourraient correspondre à une insertion du D-F6P entre les feuillets d’HDL. La présence des 

autres raies fines pourraient être reliées soit à la formation de cristaux de D-F6P soit à la 

précipitation de phase D-F6P–Al ou D-F6P–Mg. De plus, pour les phases adsorbées dans le 

Gly-Gly, nous observons toujours un pic à 8,1° traduisant l’insertion du Gly-Gly. 
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Figure III.14 : Diffractogrammes de RX de l’adsorption du D-F6P dans Mg2Al-NO3 a) H2O b) 100 mM 

Gly-Gly * Insertion du D-F6P 

III.3.3. Bilan sur l’adsorption de molécules organiques sur les HDL 

Les résultats obtenus dans cette première 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 

l’étude de l’adsorption de la TK sur ces matériaux. En ce qui concerne le tampon, le matériau 

est modifié 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 

l’adsorption des réactifs phosphorylés, pour une quantité d’HDL de 50 à 100 µg, 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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III.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 l’enzyme. Deux stratégies sont les plus utilisées : d’une part, l’immobilisation de l’enzyme 

sur le matériau HDL déjà formé, que nous appellerons l’adsorption et d’autre part, la 

formation du matériau en présence de l’enzyme par la méthode de coprécipitation27,28. Dans la 

majorité des études réalisées au laboratoire sur l’élaboration des biohybrides enzyme@HDL, 

les enzymes étaient mise en solution dans l’eau. Avec la TK, nous testerons différents 

milieux, l’eau et les tampons MOPS et Gly-Gly. Les biohybrides seront préparés à partir de 

l’apo-TK d’E. coli obtenue après l’étape de purification soit par adsorption, soit par 

coprécipitation (Figure III.15). Les deux types de matériaux seront appelés respectivement 

TK@HDLads et TK@HDLcop. Le rapport initial MII:MIII avait été fixé initialement à 2 afin 

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

Gly-Gly sur la composition finale du matériau. 

 
Figure III.15 : Préparation des biohybrides TK@HDL soit par adsorption soit par coprécipitation 
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III.4.1. Optimisation des conditions d’adsorption de la TK d’E. coli 

sur les HDL : TK@HDLads 

Les propriétés d’adsorption de la laponite et différents HDL vis-à-vis de l’apo-TK 

d’E. coli ont été étudiées. L’influence de différents paramètres 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 l’évolution du pourcentage d’enzymes immobilisées (Qexp/Qth) en 

fonction du rapport TK:HDL initial (Qth). Qth est le rapport entre la quantité totale de 

protéines utilisées et la quantité d’HDL et Qexp 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 après centrifugation. 

L’activité de la TK immobilisée (Act.TKim, U.mL-1) est déterminée par un test 

spectrophotométrique basé sur le L-érythrulose (L-Ery) comme substrat donneur et le D-R5P 

comme accepteur (Figure II.5). L’activité spécifique de la TK immobilisée (Act. spéTKim, 

U.mg-1) est calculée à partir de l’activité du biohybride ramenée à 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 à la variation 

d’activité de la TK d’un lot à l’autre, nous utiliserons le terme d’activité spécifique relative 

(Act. spérel). Il est à noter que l’Act. spéTKim tient compte de celle obtenue pour une même 

quantité de TK libre non immobilisée. Nous pourrons ainsi comparer les résultats obtenus 

pour tous les biohybrides. 

 
Figure II.5 : Test d’activité basé sur l’utilisation du L-érythrulose comme substrat donneur 
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III.4.1.1. Effet des anions interlamellaires : Zn2Al-X 

L’étude de l’adsorption de l’apo-TK d’E. coli sur les HDL a débuté avec les HDL de 

composition Zn2Al-X où les anions intercalés étaient différents : chlorure, nitrate, MOPS et 

alginate (Alg) (Figure III.16). Dans tous les cas, l’adsorption a été réalisée dans le tampon 

MOPS. 

Du point de vue du pourcentage d’immobilisation Qexp/Qth (Figure III.16-A), les HDL 

intercalés avec des chlorures ou des nitrates donnent des valeurs plus élevées pour un 

Qth = 0,2. Le pourcentage d’enzyme immobilisée décroit lorsque le rapport Qth augmente. Par 

contre pour l’alginate et le MOPS, le taux d’immobilisation est plus important et reste 

constant quel que soit Qth. La valeur Qexp/Qth la plus élevée est obtenue pour l’HDL 

Zn2Al-Alg (Qexp/Qth > 92%). 

La Figure III.16-B montre l’Act. spérel des différents biohybrides. Dans tous les cas, 

l’activité spécifique de l’enzyme immobilisée est la plus grande pour un rapport Qexp de 0,2. 

Le biohybride TK@Zn2Al-NO3ads est le plus actif avec une Act. spérel de 71 % pour un 

Qexp = 0,17. Le rendement d’adsorption est de 85 % pour Qth = 0,2. Par contre, il faut 

remarquer que TK@Zn2Al-Algads a une activité très faible (Act. spérel < 18 %). 

 
Figure III.16 : A/ Rendement de l’adsorption (Qexp/Qth) de la TK d’E. coli en fonction de Qth selon la 

nature de l’anion intercalé dans Zn2Al-X et B/ Act. spérel en fonction de Qexp a) Zn2Al-Alg b) Zn2Al-MOPS 
c) Zn2Al-Cl d) Zn2Al-NO3 (0,05 M MOPS pH 7,5, 3 h) 
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III.4.1.2. Effet des cations dans le feuillet: MII
2Al-X 

Dans un deuxième temps, nous avons étudié l’effet de la nature du cation divalent 

(MII) dans le feuillet HDL sur l’adsorption de l’apo-TK d’E. coli. Nous avons envisagé trois 

métaux divalents : le magnésium, le zinc et le nickel, avec toujours l’aluminium comme métal 

trivalent. Les anions sont soit les chlorures (Figure III.17) soit des nitrates (Figure III.18). 

Les graphiques présentés dans les Figure III.17-A et Figure III.18-A montrent 

clairement que quel que soit le Qth TK@HDL et la nature de l’anion intercalé, l’HDL de type 

Mg2Al-X permet d’obtenir le meilleur rendement d’adsorption. De nouveau, on remarque que 

le pourcentage d’immobilisation et l’Act. spérel sont plus importants pour un rapport de Qth 

de 0,2 (Figure III.17-A et B et Figure III.18-A et B). Le matériau Mg2Al-NO3 apparaît comme 

étant le mieux adapté à l’adsorption de la TK. 

 
Figure III.17 : A/ Rendement de l’adsorption (Qexp/Qth) de la TK d’E. coli en fonction de Qth selon la 

nature du MII avec le contre ion chlore B/ Act. spérel en fonction de Qexp a) Mg2Al-Cl b) Zn2Al-Cl 
c) Ni2Al-Cl (0,05 M MOPS pH 7,5, 3 h) 
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Figure III.18 : A/ Rendement de l’adsorption (Qexp/Qth) de la TK d’E. coli en fonction de Qth selon la 
nature du MII avec le contre ion nitrate B/ Act. spérel en fonction de Qexp a) Mg2Al-NO3 b) Zn2Al-NO3 

(0,05 M MOPS pH 7,5, 3 h) 

III.4.1.3. Comparaison avec la laponite et l’hydroxyde d’aluminium 

Afin de valider notre choix d’utiliser des HDL comme matrices d’immobilisation de 

l’apo-TK d’E. coli, nous avons également étudié l’adsorption de la TK, sur la laponite, une 

argile cationique. En effet, nous avions émis l’hypothèse que la charge négative à la surface 

des feuillets de la laponite était moins favorable à l’immobilisation de l’apo-TK d’E. coli par 

rapport aux feuillets HDL. Cette hypothèse se vérifierait si l’on considère que l’adsorption des 

enzymes est essentiellement régie par des phénomènes d’interactions électrostatiques, ce qui 

n’est vraisemblablement pas le cas. 

L’adsorption de l’enzyme sur Mg2Al-NO3 a donc été comparée à celle obtenue avec la 

laponite. Qex/Qth est légèrement meilleur avec la laponite (Figure III.19-A). Par contre, 

l’Act. spérel est plus importante avec l’HDL Mg2Al-NO3 (Figure III.19-B).Ce qui conforte 

notre choix de la matrice Mg2Al-NO3. 
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Figure III.19 : A/ Rendement de l’adsorption (Qexp/Qth) de la TK d’E. coli en fonction de Qth selon l’argile 

B/ Act. spé relative en fonction de Qexp a) Mg2Al-NO3 b) laponite (0,05 M MOPS pH 7,5, 3 h) 

Dans le paragraphe III.2.3, nous avons décrit la formation d’oxyde-hydroxyde 

d’aluminium lors de la coprécipitation de l’HDL en présence de tampon Gly-Gly. Nous avons 

aussi étudié l’adsorption de l’apo-TK sur les oxydes-hydroxydes d’aluminium (de types 

Gibbsite). Une très faible quantité d’enzyme est immobilisée (15 %) et le biohybride ainsi 

formé n’a aucune activité catalytique. 

III.4.1.4. Effet de la nature du tampon 

Pour stabiliser l’activité de la TK, l’utilisation de solutions tampons est nécessaire. 

Nous avons donc comparé l’effet de la présence de différents tampons (MOPS et Gly-Gly) sur 

l'interaction entre la TK et l’HDL. Nous avons comparé les résultats obtenus en présence de 

tampons avec l’adsorption de la TK dans de l’eau pure (Figure III.20). En effet, nous avons vu 

précédemment que des interactions particulières 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 l’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 III.20-A). 

Les isothermes d’adsorption dans l’eau et le tampon MOPS sont de type S, cette forme 

représente un mécanisme d'adsorption coopérative, la première TK adsorbée améliore 

l’adsorption des enzymes suivantes. Par contre, celui avec le Gly-Gly est de type L (Figure 

III.20-B). Avec le tampon Gly-Gly, la saturation de la surface est atteinte à très faible 
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concentration d'équilibre (0,06 mg.mL-1) en raison des fortes interactions électrostatiques 

entre le tampon et l’HDL. La capacité d'adsorption peut être estimée à 1 mg de TK par mg de 

Mg2Al-NO3. Après le recouvrement complet de la surface de l’HDL (Ce > 0,1 mg.mL-1), 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 l’activité enzymatique, on remarque la perte significative d’activité 

dans l’eau (Figure III.20-C). Ceci confirme la nécessité d’utiliser une solution tamponnée 

pour effectuer l’immobilisation de la TK. Le tampon Gly-Gly conduit à la meilleure 

Act. spérel avec un maximum de 84 % pour un Qth = Qexp (Q) de 0,2. 

D’après l’étude décrite dans le paragraphe III.2.3 lors de la suspension du matériau 

Mg2Al-NO3 dans le tampon Gly-Gly, les anions nitrates sont échangés par des carbonates et 

des molécules de Gly-Gly s’insèrent entre les feuillets. Cette modification du matériau non 

observée avec le tampon MOPS, favorise l’adsorption de l’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 Qth = 0,6 est appelé 

TK@Mg2Al-Gly-Glyads. C’est ce matériau qui sera caractérisé en diffraction des rayons X et 

par spectroscopie Infrarouge. 
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Figure III.20 : A/ Rendement de l’adsorption (Qexp/Qth) de la TK d’E. coli pure en fonction de Qth selon la 

nature du milieu B/ Isothermes d’adsorption C/ Act. spérel en fonction de Qexp a) H2O b) 50 mM MOPS 
c) 100 mM Gly-Gly (Mg2Al-NO3, pH 7,5, 3 h) 

III.4.1.5. Etude du potentiel Zêta des biomatériaux 

Les HDL Mg2Al-X avec X = NO3
- ou Cl- ont des potentiels Zêta de + 35 mV dans 

l’eau et + 25 mV dans les solutions tampons 50 mM de MOPS et 100 mM de Gly-Gly 

(pH 7,5). Quant aux HDL Zn2Al-Cl ou Zn2Al NO3,  ils ont des valeurs de + 15 mV dans les 

milieux tamponnés. Ces valeurs de potentiel Zêta ne sont pas dépendantes de la nature du 

tampon mais dépendent plutôt du pH. Par contre, les potentiels Zêta de l’apo-TK d’E. coli 

libre sont respectivement de - 25, - 16 et - 6 mV dans l'eau, 50 mM de MOPS et 100 mM de 

Gly-Gly (Tableau III.2). 

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

d'attractions coulombiennes entre l'enzyme et les feuillets d’HDL. Les HDL Zn2Al-X ont une 
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charge positive plus faible que Mg2Al-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 à l’apposé de l’efficacité d’adsorption de Mg2Al-NO3 dans les 

différents milieux (Gly-Gly > MOPS > eau). C’est donc l’ensemble « TK-tampon » qui va 

s’adsorber sur les plaquettes d’HDL, mettant en jeu également les interactions spécifiques 

existant entre les HDL et l’eau, le MOPS ou le Gly-Gly. 

Les valeurs du potentiel Zêta des biohybrides préparés par adsorption sont également 

données dans le Tableau III.2. Quel que soit le tampon, la valeur du potentiel Zêta du 

biohybride TK@Mg2Al-HDLads a une valeur proche de celle de l’ensemble « TK-tampon » 

libre. Comme nous l’avons vu avec les isothermes d’adsorption, après le recouvrement 

complet de la surface de l’HDL (Ce > 0,1 mg.mL-1), une adsorption supplémentaire de 

plusieurs couches de TK est observée. 

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

  Potentiel Zêta (mV) 
  H2O 50 mM MOPS 100 mM Gly-Gly 

TK libre - 25 - 16 - 6 
Zn2Al-Cl - + 15 - 
Zn2Al-NO3 - + 14 - 
Mg2Al-Cl - + 26 - 
Mg2Al-NO3 + 35 + 23 + 27 
TK@Zn2Al-Clads - - 13 - 
TK@Zn2Al-NO3ads - - 12 - 
TK@Mg2Al-Clads - - 15 - 
TK@Mg2Al-NO3ads - 12 - 16 - 4 

 

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

l’adsorption 

Après la synthèse de l’HDL Mg2Al-NO3, le matériau peut être conservé soit sous 

forme de suspension fraîche soit sous forme séché. Contrairement à la suspension fraîche, 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 après séchage (290 nm) qu’avant (130 nm). 

Pour l’adsorption de l’apo-TK d’E. coli (Figure III.21-A), nous n’observons aucunes 

différences entre les deux formes de conservation de l’HDL. Par contre, la suspension fraîche 
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d’HDL permet d’obtenir plus de 85 % d’Act. spérel pour des Q inférieur à 0,6 jusqu’à 100 % 

pour un Q de 0,2 (Figure III.21-B). 

 
Figure III.21 : A/ Rendement de l’adsorption (Qexp/Qth) de la TK d’E. coli pure en fonction de Qth selon 

B/ Act. spé relative en fonction de Qexp a) fraction Mg2Al-NO3 fraîche b)  fraction Mg2Al-NO3 séchée 
(0,1 M Gly-Gly, pH 7,5, 3 h) 

Le Tableau III.3 reprend les données d’adsorption de l’apo-TK d’E. coli dans les 

conditions optimales, à savoir en utilisant une suspension fraîche d’HDL Mg2Al-NO3 dans 

100 mM de tampon Gly-Gly à pH 7,5. Pour un rapport TK:HDL (Qth) de 0,6, nous obtenons 

100 % d’enzyme immobilisée et 83 % d’Act. spérel correspondant à une activité spécifique 

pour la TK d’E. coli immobilisée par adsorption de 11 U.mg-1 de biohybride TK@HDL. Nous 

pouvons comparer ce résultat à celui déjà obtenu avec TK de S. cerevisiae 11. Celle-ci montre 

qu’avec un Qth de 0,38, le rendement d’immobilisation par adsorption d’un extrait brut de TK 

sur Mg2Al-NO3 est de 95 % avec 100 % d’Act. spérel. Cependant les activités spécifiques de 

ces deux enzymes sont très différentes, avec 4,5 ± 1,1 U.mg-1 pour la TK de S. cerevisiae et 

35 ± 2,3 U.mg-1 pour la TK d’E. coli, ce qui conduit à une activité spécifique de seulement 

1,2 U.mg-1 de biohybride TK@HDL pour la TK de S. cerevisiae brute. 
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Tableau III.3 : Caractéristiques du biohybride TK@Mg2Al-Gly-Glyads (TK d’E. coli pure, suspension 
fraîche de Mg2Al-NO3, 0,1 M Gly-Gly, pH 7,5, 3 h) 

Qth Qexp Qexp/Qth 
(%) 

Act. spérel 
(%) 

Act. spéTK imm 
(U.mg-1) 

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 7 

 

III.4.2. Préparation des biohybrides TK@HDLcop par coprécipitation 

Dans une deuxième approche, nous avons étudié l’immobilisation de l’apo-TK 

d’E. coli pendant la coprécipitation in situ de l’HDL. Cette méthode a été optimisée dans 

notre laboratoire pour des protéines comme l’hémoglobine31 et pour différentes enzymes 

telles que la phosphatase alcaline29, l’uréase30, la fructose-6-phosphate aldolase32 et aussi la 

TK de S. cerevisiae11. Les conditions expérimentales (pH, température, tampon et 

concentration des réactifs) peuvent être modulées. Cette méthode de synthèse permet 

généralement d’obtenir un biohybride avec un rendement d’immobilisation élevé, une 

dispersion homogène de l'enzyme encapsulée dans le matériau et une forte activité 

catalytique. 

Pour cette étude, nous nous sommes basés sur les résultats précédents obtenus lors de 

l’étude de l’adsorption de la TK sur les HDL et aussi de l’étude réalisée sur la synthèse de 

l’HDL en présence de tampon Gly-Gly. L’interaction entre l’apo-TK d’E. coli et Mg2Al-NO3 

semble particulièrement favorable, nous avons donc coprécipité un matériau Mg2Al-NO3 en 

présence de l’apo-TK solubilisée dans le tampon Gly-Gly. Nous espérons ainsi augmenter 

l’activité spécifique du biomatériau TK@Mg2Al-Gly-Glycop. L’influence de différents 

paramètres a été étudiée tels que le Qth (0,2, 0,5 et 1), la concentration en Gly-Gly, le rapport 

Mg:Al (2 et 4) et l’immobilisation de l’holoenzyme plutôt que l’apoenzyme. 
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III.4.2.1. Effet du rapport TK:HDL (Qth) 

Le biohybride TK@MgAl-Gly-Glycop a été synthétisé selon le protocole décrit dans le 

paragraphe III.2.1, en adaptant le réacteur à la faible quantité d’enzyme à immobiliser. Nous 

avons auparavant étudié la stabilité de l’apo-TK pendant 3 h à 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 après les 3 h donc l’apo-TK ne se dénature pas 

à ce pH élevé. 

Après avoir vérifié la stabilité de l’apo-TK, nous avons effectué la coprécipitation du 

biohybride TK@HDLcop pour trois valeurs de rapports TK:HDL (Tableau III.4). 4, 10 ou 

20 mg d’enzyme sont dissous dans 10 mL de tampon 100 mM Gly-Gly pH 7,5 à 4°C. Les sels 

sont ajoutés pendant 3 h et le pH est maintenu constant à 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 légère 

augmentation de l’Act. spéTK imm (12,0 ± 0,3 U.mg-1) correspondant à un maximum 

d’Act. spérel (100 %). 

Tableau III.4 : Caractéristiques des biohybrides TK@HDLcop selon le Qth (TK d’E. coli pure, Mg2Al-NO3, 
0,1 M Gly-Gly, 3 h) 

Qth Qexp Qexp/Qth 
(%) 

Act. spérel 
(%) 

Act. spéTK imm 
(U.mg-1) 

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 l’obtention du sous-produit (oxyde-hydroxyde l’aluminium) observée lors 

de la co-préciptation du Mg2Al-Gly-Gly, nous avons augmenté le rapport théorique MII:MIII 

de l’HDL de 2 à 4, mais ceci ne modifie ni la quantité d’enzyme immobilisée, ni l’Act. spé du 

biohybride. 

III.4.2.2. Effet de la concentration en Gly-Gly 

Par la suite, nous avons étudié l’influence de la concentration en tampon Gly-Gly pour 

Qth de 0,5. Trois concentrations en tampon (10, 20 et 100 mM) ont été testées et comparées à 

l’eau (Tableau III.5). Dans tous les cas en présence de tampon, 100 % de l’apo-TK a été 
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immobilisée avec une Act. spérel de 100 % qui correspond à une activité spécifique de 

12 U.mg-1 de biohybride. De plus, nous confirmons que l’apo-TK a besoin d’un milieu 

tamponné pour être stabilisée. 

Tableau III.5 : Caractéristiques des biohybrides TK@HDLcop selon la concentration en Gly-Gly (TK 
d’E. coli pure, Mg2Al-NO3, Qth = 0,5, 3 h) 

[Gly-Gly] 
(mM) Qexp Qexp/Qth 

(%) 
Act. spérel 

(%) 
Act. spéTK imm 

(U.mg-1) 

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 

 

III.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-à-dire en l’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-à-dire en présence de son cofacteur a également été étudié. Les résultats obtenus sont 

identiques à ceux concernant l’apoenzyme. Il est à souligner que nous obtenons une 

amélioration significative (d’un facteur 10) de l’activité spécifique de la TK d’E. coli 

immobilisée (12 U.mg-1) par rapport aux résultats précédents obtenus lors de l’immobilisation 

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

III.4.3. Caractérisations physico-chimiques des biohybrides 

TK@HDL 

Les différents biohybrides TK@HDLads et TK@HDLcop ont été caractérisés par DRX, 

FTIR et ATG. Nous verrons plus particulièrement dans ce paragraphe les caractéristiques 

physico-chimiques des biohybrides conférant les meilleurs résultats en termes 

d’immobilisation et d’Act. spé : TK@Mg2Al-Gly-Glyads (Qth = 0,6) et 

TK@Mg2Al-Gly-Glycop (Qth =0,5). 
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III.4.3.1. Effets des conditions de synthèse sur la composition 

chimique des matériaux biohybrides 

L’analyse chimique des biohybrides TK@Mg2Al-Gly-Glyads, TK@Mg2Al-Gly-Glycop 

et TK@Mg4Al-Gly-Glycop a été effectuée par ICP-AES (Tableau III.6). Comme nous l’avons 

décrit dans le paragraphe III.2.3, les molécules de Gly-Gly dans le milieu d’adsorption et de 

coprécipitation sont responsables de la formation de l’hydroxyde d’aluminium. Cette réaction 

secondaire diminue le rendement la formation de l’HDL. La TK est également responsable de 

cet effet et l’augmente. En effet, les valeurs expérimentales du rapport Mg:Al restent 

inférieurs aux valeurs théoriques. Une solution pour palier à cet effet est d’utiliser une 

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

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

Biohybrides [Gly-Gly] 
(mM) 

Rapport 
initial 
Mg:Al 

Rapport 
expérimental 

Mg:Al 
TK@Mg2Al-Gly-Glyads 100 2,0 1,29 
TK@Mg2Al-Gly-Glycop 100 2,0 0,27 
TK@Mg2Al-Gly-Glycop 25 2,0 0,45 
TK@Mg4Al-Gly-Glycop 25 4,0 1,78 

 

III.4.3.2. Caractérisations structurales des phases TK@HDL 

Diffraction de rayons X 

Les diffractogrammes de rayons X des matériaux biohybrides TK@Mg2Al-Gly-Glyads, 

TK@Mg2Al-Gly-Glycop et TK@Mg4Al-Gly-Glycop sont représentés dans la Figure III.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 être 

plus désordonnées que les phases adsorbées. En effet, comme avec le Gly-Gly, la présence de 

l’enzyme favorise une amorphisation des phases coprécipitées. Cette amorphisation est 

retrouvée dans le cas d’autres enzymes immobilisées dans les HDL29–31. Un élargissement des 

raies de diffraction et une diminution de l'intensité des raies (00l) 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 Å)33, 
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cette enzyme ne s’intercale pas entre les feuillets de l’HDL, puisque l'espacement 

interlamellaire reste le même que celui obtenu pour la phase Mg2Al-Gly-Glycop (d = 10,6 Å). 

 
Figure III.22 : Diffractogramme de RX de a) TK@Mg2Al-Gly-Glyads b) TK@Mg2Al-Gly-Glycop 

c) TK@Mg4Al-Gly-Glycop 

Spectroscopie Infrarouge 

La Figure III.23 montre les spectres FTIR des biohybrides : TK@Mg2Al-Gly-Glyads et 

TK@Mg2Al-Gly-Glycop et du biohybride TK@Mg4Al-Gly-Glycop. Les bandes de vibration 

des biohybrides montrent une similitude avec le matériau Mg2Al-Gly-Glycop. Nous observons 

principalement une diminution de la bande de vibration attribuée à Al-OH à 1070 cm-1 

lorsque le rapport MII/MIII augmente. 

 
Figure III.23 : Spectre de FTIR de a) TK@Mg2Al-Gly-Glyads b) TK@Mg2Al-Gly-Glycop 

c) TK@Mg4Al-Gly-Glycop 
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III.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 l’hybride servant de référence 

Mg2Al-Gly-Glycop et sur deux biohybrides : TK@Mg2Al-Gly-Glyads et 

TK@Mg2Al-Gly-Glycop. Elle montre clairement des différences entre les biohybrides obtenus 

par adsorption et par coprécipitation au niveau des interactions entre l’enzyme et l’HDL. Tous 

les matériaux HDL étudiés subissent une décomposition thermique en plusieurs étapes comme 

le montrent les courbes de thermogravimétrie différentielles (DTG) (Figure III.24). Il s’agit de 

i) déshydratation qui correspond à la perte d’eau adsorbé à la surface des cristallites et 

intercalée entre les feuillets d’HDL, ii) la déshydroxylation qui induit à l’effondrement de la 

structure HDL et iii) la combustion de molécules organiques. Il est clair que 

Mg2Al-Gly-Glycop se décompose suivant ces trois étapes : la déshydratation à 174°C de l’eau 

fortement liée accompagnée éventuellement de la décomposition des anions nitrates, la 

décomposition des couches hydroxylées à 254°C et la décomposition exothermique des 

molécules du tampon Gly-Gly et des anions nitrates à 447°C. 

L’adsorption et l’encapsulation de l’apo-TK d’E. coli dans les HDL conduit à une 

augmentation du taux d'hydratation, l’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@Mg2Al-Gly-Glyads et le biohybride 

TK@Mg2Al-Gly-Glycop vient du maintien des molécules de Gly-Gly dans la phase adsorbée. 

La décomposition du Gly-Gly est mise en évidence dans l’hybride Mg2Al-Gly-Glycop à 447°C 

et dans le biohybride TK@Mg2Al-Gly-Glyads à 444°C. Cette étape de décomposition n’est pas 

observée avec la phase TK@Mg2Al-Gly-Glycop. De plus, la décomposition de la TK s’effectue 

en deux étapes à 319°C et 489°C pour TK@Mg2Al-Gly-Glycop et 338°C et 497°C pour 

TK@Mg2Al-Gly-Glyads. Manifestement, la coprécipitation conduit à une interface TK@HDL 

étendue, avec un recouvrement complet de la surface de l’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 III.24 : Thermogravimétrie différentielle (DTG) de a) Mg2Al-Gly-Glycop b) TK@Mg2Al-Gly-Glycop 

c) TK@Mg2Al-Gly-Glyads 

III.4.4. Stabilité des biohybrides TK@HDLcop 

L’étude de la stabilité des biohybrides TK@Mg2Al-Gly-Glyads et 

TK@Mg2Al-Gly-Glycop a été effectuée pendant une durée d’un mois. Nous avons étudié 

différents modes de conservation : suspension à 4°C, suspension congelée à -18°C et 

biohybride lyophilisé. Nous avons suivi à la fois le pourcentage d’enzyme lixiviée mais aussi 

l’évolution de l’activité spécifique au cours de temps (Figure III.25). Nous ne présenterons ici 

que les résultats obtenus avec le biohybrideTK@Mg2Al-Gly-Glycop. 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-1). 

Pour une concentration en tampon Gly-Gly de 25mM, le stockage à 4°C conduit à un 

faible taux de lixiviation de l’enzyme (Figure III.25-A) et à une perte de 60% de l’Act. spé 

initiale après 30 jours (Figure III.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. Après 

lyophilisation, seulement 30 % de l’activité spécifique est retrouvée. Le stockage sous forme 

de suspension congelée conduit à une lixiviation de 17 % de l’enzyme après 1 mois. 

Nous avons étudié l’influence de la concentration en tampon Gly-Gly sur ces 

différents modes de stockage. Lorsque celle-ci augmente à 100 mM, le taux de lixiviation 

d’enzyme augmente et la perte d’activité est accélérée (Figure III.26). Pour une concentration 

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

pour une concentration en tampon Gly-Gly de 25mM s’avère être la plus adaptée. 

 
Figure III.25 : Caractéristique du biohybride TK@Mg2Al-Gly-Glycop dans Gly-Gly 25 mM conservé 
A/ relargage de la TK en fonction du temps B/ Act.spérel en fonction du temps a) sous forme d’une 

suspension à 4°C b) sous forme d’une suspension congelé à -18°C c) sous forme lyophilisé 

 

 
Figure III.26 : Caractéristique des biohybrides conservés sous forme d’une suspension à 4°C de 

TK@Mg2Al-Gly-Glycop dans a et a’) 25 mM Gly-Gly b et b’) 100 mM Gly-Gly  
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III.5. Préparation d’un film TK@HDL 

Le but de ce travail est de réaliser un biocapteur avec la TK immobilisée à la surface 

d’une électrode. La première étape sur le plan technique pour cet objectif, consiste à réaliser 

des films déposés sur un support de carbone poli en utilisant une suspension de 

TK@Mg2Al-Gly-Glycop préparée et stockée sous forme de suspension à 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 à 4°C, une heure sous vide et 2h30 à 

température ambiante. 

Les clichés de microscopie électronique à balayage (MEB) montrent clairement 

qu’avec le biohybride TK@Mg2Al-Gly-Glycop en suspension dans 100 mM de Gly-Gly et 

séché une nuit à 4°C, le film comporte des fissures qui peuvent causer un relargage de 

l’enzyme (Figure III.27-A). Une concentration plus faible en tampon (25 mM) permet 

l’obtention d’un film homogène (Figure III.27-B). 

 
Figure III.27 : Image MEB des films des biohybrides TK@Mg2Al-Gly-Glycop dans Gly-Gly pH 7,5 

A/ 100 mM B/ 25 mM (séchage 1 nuit à 4°C) 

L'activité enzymatique du filmTK@Mg2Al-Gly-Glycop 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. Après l’immersion du support, on enregistre la 

variation de l’absorbance en fonction du temps. Les films séchés une nuit à 4°C ou une heure 

sous vide conduisent à une faible activité de la TK, seul le séchage à température ambiante a 

permis d’obtenir un film ayant une activité significative de la TK (Figure III.28). 

20 µm 20 µm

A B
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Figure III.28 : Activité enzymatique du film TK@Mg2Al-Gly-Glycop a) 2ème utilisation b) 3ème utilisation 

c) 4ème utilisation d) 5ème utilisation 

Afin de réutiliser l’électrode, nous avons déterminé l’activité de la TK après plusieurs 

cycles (Figure III.28). Il est à souligner que lors de la première comme de la deuxième 

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 l’enzyme. Lors de la deuxième 

utilisation de l’électrode, nous mesurons une activité enzymatique plus faible que celle 

mesurée lors de la première utilisation (environ 50 %, Tableau III.7). Une hypothèse pourrait 

être le décrochage mécanique du biohybride ou d’une partie de la TK faiblement accrochée 

dans les HDL. Pour vérifier cela, l’électrode a été immergée dans le tampon seul et aucun 

décrochage du biohybride ou de la TK ne sont observés. La perte d’activité lors de la 

deuxième utilisation serait donc induite par la présence des substrats conduisant à une 

modification des charges de l’enzyme. Une hypothèse pourrait être qu’en l’absence de 

substrat, la TK est immobilisée sur les HDL par des interactions électrostatiques mettant en 

jeu, en fonction de l’orientation des TK sur l’HDL, des résidus chargés du site actif se situant 

à la surface de l’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 être mesurée, le milieu réactionnel étant trop dilué. 
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Tableau III.7 : Activité enzymatique du film TK@Mg2Al-Gly-Glycop après plusieurs cycles 

Utilisations Activité de la TK 
(U.mg-1.cm-2) 

1ère 5,2 
2ème 2,7 
3ème 2,6 
4ème 2,8 
5ème 2,7 

 

Par contre, nous n’observons aucune perte d'activité de la TK après quatre cycles 

successifs d’utilisation de l’électrode, l’activité spécifique moyenne du film est de 

2,70 ± 0,06 U.mg-1.cm-2 (Figure III.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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III.6. Conclusion 

L’immobilisation de l’apo-TK d’E. coli dans différents HDL a pu être effectuée selon 

deux méthodes, l’adsorption et la coprécipitation. La coprécipitation de la phase 

Mg2Al-Gly-Gly en présence de TK d’E. coli dans 25 mM de Gly-Gly conduit à un biohybride 

ayant une activité spécifique de 12,1 ± 0,3 U.mg-1 ce qui correspond à une augmentation d’un 

facteur 10 par rapport à l’immobilisation d’un extrait brut de TK de S. cerevisiae par 

coprécipitation11. Cette augmentation est due à une activité spécifique plus importante pour la 

TK d’E. coli et à une plus grande quantité d’enzyme immobilisée dans l’HDL. 

Nous avons montré que la présence de Gly-Gly gêne la précipitation de l’HDL, mais 

le point positif est le remplacement de l’anion nitrate par le dipeptide qui induit la formation 

d'un réseau 3D plus hydrophile et flexible constitué de petites plaquettes d’HDL favorable à 

l’encapsulation de l’enzyme. Ainsi, le matériau biohybride TK@Mg2Al-Gly-Glycop donne une 

activité enzymatique reproductible, stable et élevée. 

De plus, dans le but de développer un biocapteur comportant la TK immobilisée à la 

surface de l’électrode, des composés phosphorylés (D-F6P et ThDP) sont nécessaires pour 

déterminer l’activité de la TK. Nous nous sommes attachés à étudier leur adsorption possible 

sur les HDL. Les résultats indiquent que celle-ci est très limitée et ne perturbera pas la 

réaction enzymatique. 

Enfin, afin de déposer le biohybride TK@Mg2Al-Gly-Glycop à la surface de l’électrode 

du biocapteur, un film a été réalisé montrant une structure homogène et conduisant à une 

activité significative de la TK (2,70 ± 0,06 U.mg-1.cm-2). Ce film pourra donc être utilisé pour 

permettre la détection d’inhibiteurs de la TK à l’aide d’un biocapteur bi-enzymatique 

GAOx-TK. 

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

dans les HDL ont fait l’objet d’une publication donnée en annexes34. 
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IV.1. Introduction 

La TK est impliquée dans plusieurs maladies sévères chez l’Homme telles que des 

maladies neurologiques, certains cancers, et le diabète. Les études actuellement décrites dans 

la littérature portent majoritairement sur le rôle de cette enzyme chez les patients atteints de 

cancers. Une augmentation de l’activité enzymatique de la TK étant observée chez les 

malades, de nombreuses molécules, analogues de substrats, ou du cofacteur, ont été conçues 

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 déjà 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 à mettre en œuvre, 

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 

l’électrode permettrait d’obtenir un test facile à mettre en œuvre, réutilisable et peu coûteux 

en enzyme. 

Dans la littérature, l’étude de l’inhibition d’enzymes par des mesures électrochimiques 

est essentiellement appliquée à la détection de pesticides et de métaux lourds dans 

l’environnement1,2. Par contre, peu d’articles décrivent l’inhibition d’enzymes pour une 

application médicale comme le criblage d’inhibiteurs3,4. 

Par exemple, un biocapteur à polyphénol oxydase (PPO) a été mis au point pour le 

criblage de nouveaux inhibiteurs du processus d’hyperpigmentation3. Il est connu que la PPO 

joue un rôle dans la biosynthèse de la mélanine. Les auteurs ont tout d’abord validé le mode 

de détection électrochimique avec des inhibiteurs connus de la mélanogenèse (acide 

ascorbique) et de la PPO (acide kojique, acide benzoïque et acide azélaïque) dans le but 

ensuite de cribler de nouveaux inhibiteurs. De même dans le cas de la maladie d’Alzheimer, le 

donepezil, un inhibiteur de la cholinestérase est utilisé pour le traitement de cette maladie4. 

Une étude de l’action inhibitrice du donepezil sur l’activité de l’acéthylcholinestérase a été 

réalisée en voltammétrie. 
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Dans ce chapitre IV, nous présenterons les différentes étapes qui nous ont permis de 

développer un système ampérométrique bi-enzymatique GAOx-TK dans lequel les deux 

enzymes sont immobilisées à la surface de l’électrode pour détecter les inhibiteurs de la TK 

d’E. coli. Cette TK a été choisie comme modèle du fait de sa forte homologie avec la TK 

humaine car lors de l’étude de l’immobilisation de la TK dans les HDL, nous n’avions pas 

encore la TK humaine à 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 (KD) du cofacteur de la TK d’E. coli immobilisée, le pyrophosphate de thiamine 

(ThDP). Enfin, nous appliquerons ce système à 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 basé sur la co-immobilisation de GAOx et de la TK 

à la surface de l’électrode (Figure IV.1). Lors de cette étude nous avons utilisé la réaction 

sélectionnée dans le chapitre II 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 à potentiel appliqué (Eapp = 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 après l’ajout du D-F6P dans la solution d’analyse. Avant 

de terminer l’enregistrement du courant, la dihydroxyacétone (DHA) est ajoutée comme 

référence interne pour vérifier que le biocapteur à GAOx n'est pas saturé. 

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

IV.2.1. Mise au point du biocapteur 

Le biocapteur a été élaboré 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 

l'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 

première étape est la formation de la première couche GAOx@laponite (cf chapitre II). La 

deuxième étape est le dépôt sur la première couche, du biohybride TK@Mg2Al-Gly-Glycop, 
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dont l’obtention a été décrite dans le chapitre III (Figure IV.2). Ce biohybride sera nommé 

TK@HDL dans la suite de ce chapitre. 

 

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 l’élaboration du biocapteur ampérométrique à GAOx@laponite, une étape de 

réticulation chimique avec de la vapeur de glutaraldéhyde est nécessaire pour stabiliser la 

biomembrane5. Nous avons donc étudié l’effet de la réticulation chimique sur la réponse 

ampérométrique du biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK. Trois traitements ont été réalisés, 

la réticulation de la première couche GAOx@laponite, 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 être faites. 

Premièrement, nous observons que lors de la première 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 III.5). 

Deuxièmement, 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 deuxième et la troisième utilisation. La stabilisation de la première couche 

GAOx@laponite par la réticulation chimique n’est donc pas nécessaire lorsqu’elle est 

recouverte pour une autre couche de biomatériaux en l’occurrence TK@HDL. Pour la suite 

des travaux, l’étape de réticulation chimique avec le glutaraldéhyde ne sera plus effectuée et 

les réponses en courant seront mesurées à partir de la deuxième utilisation. 
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Tableau IV.1 : Effet du glutaraldéhyde sur la réponse ampérométrique après l’ajout de 1 Mm de D-F6P 
(75 µg GAOx@laponite, 100 µg TK@HDL, 0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl2, 0,2 mM ThDP, 

2 mM GA, 1 mM D-F6P, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

Utilisation 

Courant d’oxydation (nA) 

Réticulation de la 
1ère couche 

Réticulation de 
deux couches 

Sans 
réticulation 

Première 510 ± 51 548 ± 42 802 ± 46 
Deuxième 255 ± 6 329 ± 5 350 ± 4 
Troisième 267 ± 7 224 ± 6 363 ± 6 

 

IV.2.1.2. Effet de la quantité de biohybrideTK@HDL 

La quantité de biohybride TK@HDL déposée sur la première couche GAOx@laponite 

est aussi un facteur important dans la préparation du biocapteur bi-enzymatique. La quantité 

de GAOx@laponite déposée à la surface de l’électrode de platine a été optimisée dans le 

chapitre II et sera donc fixée à 50:25 (µg:µg). Trois quantités de biohybride TK@HDL 

croissantes, à savoir 50, 75 et 100 µg ont été testées (17:33, 24:51 et 33:66 µg:µg) (Tableau 

IV.2). Une quantité de 100 µg de biohybride TK@HDL permet d’obtenir la réponse 

ampérométrique la plus élevée. Nous nous sommes limités à cette quantité de 100 µg car une 

augmentation trop importante de matière déposée sur l’électrode risquait de provoquer un 

décrochage mécanique de la couche. 

Tableau IV.2 : Réponses ampérométriques avec différentes quantités de biohybride TK@HDL (75 µg 
GAOx@laponite, 0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl2, 0,2 mM ThDP, 2 mM GA, 1 mM D-F6P, 

Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

Quantité de 
TK@HDL 

(µg) 

Courant 
d’oxydation  

(nA) 

50 185 ± 5 
75 217 ± 1 
100 350 ± 2 

 

En outre, un témoin a été préparé en remplaçant la couche de biohybride TK@HDL 

par une couche d’HDL Mg2Al-Gly-Gly seul. Dans ce cas, après ajout du D-F6P, nous 

n’observons aucun signal. La matrice en l’absence de TK ne conduit donc pas à une 

interférence. 
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IV.2.2. Influence des constituants du milieu réactionnel 

Les différentes étapes conduisant à l’élaboration du biocapteur ayant été optimisées, 

nous avons étudié la composition du milieu réactionnel. 

IV.2.2.1. Effet de la nature du tampon 

Lors de l’élaboration du biocapteur GAOx@laponite, nous avons observé que le 

tampon HEPES 50 mM à 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 II.4.2.2). Il 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 TRIS6. 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. 

IV.2.2.2. Etude de la diffusion des substrats de la GAOx 

Dans un premier temps, nous avons étudié l’effet de la présence de la couche 

extérieure sur la réponse du biocapteur à 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 Mg2Al-Gly-Gly (100 µg), soit par une couche externe TK@HDL (100 µg) (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’à la GAOx. Par rapport à la couche d’HDL seule, la présence de 

la TK dans la couche d’HDL faciliterait même la diffusion des espèces grâce à une structure 

du matériau plus poreuse conduisant ainsi à une sensibilité et un courant maximum plus 

importants. Dans ce cas, une très légère 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 être 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 µg GAOx@laponite, 100 µg HDL, 

100 µg TK@HDL, 0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

Configuration de l'électrode Substrats S 
(mA.M-1.cm-2) 

Imax 
(µA.cm-2) 

DL 
(M) R2 (n) 

GAOx@laponite DHA 237 155 5,0.10-7 - 2,9.10-4 0,999 (52) 

GAOx@laponite-HDL DHA 144 136 1,0.10-7 - 7,3.10-4 0,999 (38) 

GAOx@laponite-TK@HDL DHA 208 140 6,3.10-7 - 4,0.10-4 0,999 (56) 

GAOx@laponite L-Ery 55 165 1,0.10-6 - 1,5.10-3 0,999 (26) 
GAOx@laponite-HDL L-Ery 36 48 1,0.10-4 - 1,3.10-3 0,998 (12) 
GAOx@laponite-TK@HDL L-Ery 48 131 9,7.10-5 - 1,9.10-3 0,999 (18) 
GAOx@laponite GA 9 4,8 3,3.10-4 - 1,5.10-2 0,998 (20) 
GAOx@laponite-HDL GA 9 4,4 2,1.10-4 - 1,4.10-2 0,998 (19) 
GAOx@laponite-TK@HDL GA 6,5 4,6 2,2.10-4 - 1,8.10-2 0,998 (27) 

 

IV.2.2.3. Influence de la concentration en substrats de la TK 

Nous avons étudié l’influence des concentrations en GA et en D-F6P, substrats 

nécessaires à 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 5 mM. Avec la concentration la plus 

élevée (5 mM), nous observons un signal ampérométrique bruité et une passivation de 

l’électrode. Ce résultat est similaire à celui obtenu lors de la détection de l’activité de la TK 

non immobilisée en solution (cf. paragraphe II.4.3.3). L’intensité de la réponse après l’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 à 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 µg GAOx@laponite, 100 µg TK@HDL, 0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl2, 0,2 mM 

ThDP, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

[GA] (mM) [D-F6P] (mM) Ian (nA) 
5 1 367 ± 6 
2 1 350 ± 4 
1 1 202 ± 5 
2 5 414 ± 5 
2 0,1 72 ± 3 

 

De plus, nous observons après ajout du D-F6P, une réponse ampérométrique très 

rapide avec un t90 de 36 s (Figure IV.3). Ce profil de réponse très rapide est très généralement 

observé dans le cas de l’immobilisation d’enzymes. 
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Figure IV.3 : Réponse ampérométrique du biocapteur GAOx-TK après l’ajout de 1 mM de D-F6P (75 µg 
GAOx@laponite, 100 µg TK@HDL, 0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl2, 0,2 mM ThDP, 2 mM 

GA, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

IV.2.2.4. Effet de l’oxygène 

L’oxygène est le cosubstrat de la GAOx, sa concentration dans le milieu réactionnel 

peut donc être un facteur limitant sur la réponse électro-enzymatique, notamment aux fortes 

concentrations en substrat. Cet effet pourrait être plus marqué par la présence d’une deuxième 

couche de biomatériau au-dessus de la couche GAOx@laponite, limitant ainsi la diffusion des 

molécules d’O2 vers la GAOx. Nous avons donc vérifié si l’apport d’oxygène par bullage 

dans le milieu réactionnel était nécessaire dans nos conditions expérimentales. Avec ou sans 

saturation en oxygène du milieu réactionnel, nous n’observons aucune différence de réponse 

en courant après l’ajout de 1 mM de D-F6P. En effet, les concentrations en substrats de la TK 

sélectionnées conduisent à la formation de L-Ery avec une concentration équivalente se 
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situant dans la gamme de linéarité du biocapteur GAOx, l’apport d’oxygène s’avère 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 cinq électrodes différentes conduisant à une déviation standard relative (RSD) 

de 3,8 % pour l’ajout de 1 mM de D-F6P. Par ailleurs, la même électrode peut être utilisée au 

minimim cinq fois dans la journée de façon indépendante sans perte significative d'activité de 

la TK (RSD = 1,2 %). 

Pour finaliser notre étude, nous avons étudié la stabilité dans le temps du biocapteur 

bi-enzymatique en suivant l’activité de la TK. Après une nuit de conservation du biocapteur à 

4°C dans 50 mM de tampon HEPES à un pH de 7,0, 50 % de l’activité de la TK est 

maintenue. La présence des cofacteurs de la TK dans le tampon n’améliore que légèrement la 

stabilité conduisant à 60 % d’activité résiduelle. Si l’électrode est conservée une nuit à -18°C, 

il ne reste plus que 20 % d’activité. La congélation n’est donc pas favorable au maintien de 

l’activité enzymatique de la TK. 

En conséquence, nous avons préféré préparer de nouvelles électrodes à chaque fois en 

les utilisant dans la journée. Rappelons que le biohybride TK@HDL en suspension à 4°C 

reste stable et pourra être utilisé plusieurs jours après sa fabrication. 

IV.2.3. Bilan de l’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 deuxième couche 

externe formée de 100 µg de TK@HDL, sans réticulation chimique par le glutaraldéhyde, un 

tampon HEPES non saturé en oxygène à une concentration de 50 mM à un pH de 7,0, et des 

concentrations de 2 mM en GA et de 1 mM en D-F6P. La reproductibilité des résultats a été 

testée sur cinq biocapteurs différents (RSD = 3,8 %). De plus, l’électrode peut être utilisée au 

moins cinq fois dans la journée de façon 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 système bi-enzymatique étant optimisé, nous avons envisagé d’étudier l’inhibition 

de l’apo-TK d’E. coli (pour rappel l’apo-TK est l’enzyme sans son cofacteur, le ThDP) avec 

des inhibiteurs de la TK rapportés dans la littérature7–13 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, l’oxythiamine, la benfotiamine et le 

pyrophosphate soit des analogues de substrats tels que le D-arabinose-5-phosphate, le 

p-hydroxyphénylpyruvate et le bromopyruvate. 

De manière 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 après l’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-I0) et le courant sans d'inhibition (I0), comme illustré dans la 

Figure IV.4 pour l’inhibition de la TK immobilisée avec le pyrophosphate. 

 
Figure IV.4 : Réponse ampérométrique du biocapteur GAOx-TK en a) l’absence d’inhibiteur b) présence 

de 50 µM de pyrophosphate(75 µg GAOx@laponite, 100 µg TK@HDL, 0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 
1 mM MgCl2, 5 µM ThDP, 2 mM GA, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 
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Tableau IV.5 : KI des molécules sélectionnées pour l’étude d’inhibition de la TK d’E. coli avec le 
biocapteur bi-enzymatique (pH 7,5 à température ambiante, aTK de S. cerevisiae bTK d’E. coli et cTK 

humaine) 

Molécules sélectionnées 
KI Références 

(mM) 

Thiamine 14 

 

34a et 6,8c 7,11 

Thiamine monophosphate 15 

 

2a 7 

Pyrophosphate 17 

 

0,28a 7 

Oxythiamine 18 

 

1,4a 10 

Benfotiamine 19 

 

-  

Bromopyruvate 20 

 

-  

p-hydroxyphénylpyruvate 21 

 

 

3a 13 

D-arabinose-5-phosphate 22   6b 12 

 

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

Avant d’étudier l’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 l’activité inhibitrice des 

molécules sélectionnées vis-à-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 µM de DHA et 20 µM de L-Ery ont été choisies pour les tests 

d’inhibitions car ces concentrations se situent dans le domaine de linéarité du biocapteur à 
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GAOx@laponite. La concentration en inhibiteur est fixée à 10 mM, sauf dans le cas de la 

thiamine 14, de la thiamine monophosphate 15 et du ThDP 16, où nous avons enregistré la 

courbe d’étalonnage complète jusqu’à 100 % d’inhibition (Figure IV.5) pour les raisons 

évoquées ci-après. 

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

500 tr.min-1) 

Inhibiteurs potentiels de la 
TK 

Substrats GAOx 
20 µM L-Ery  5 µM DHA 

10 mM  % 
d'inhibition 

% 
d'inhibition 

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 0 
p-hydroxyphénylpyruvate 21 0 0 
d-arabinose-5-phosphate 22 21 0 

 

La GAOx est une métalloenzyme à cuivre. Il a été rapporté que les composés 

contenant des fonctions amines, comme le tampon Gly-Gly, peuvent nuire à la stabilité de 

l'enzyme, probablement en raison de la complexation de l'atome de cuivre avec les fonctions 

amine du tampon6. Certaines molécules inhibitrices de la TK sélectionnées comportant une 

fonction amine telles que la thiamine 14, la thiamine monophosphate 15 et même le ThDP 16 

pourraient donc inhiber la GAOx. Nous n’avons rien trouvé à ce sujet dans la littérature. 

Nous avons donc étudié plus en détail l’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 à 50 % d’inhibition (CI50) sont 

respectivement de 10,7 ; 15,4 et 9,7 mM. Lors de l’étude de l’inhibition de la TK, il faudra 

donc se placer à des concentrations inférieures pour éviter l’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 CI50 pour la GAOx. Il est à noter que le 

pyrophosphate ne provoque pas d’inhibition de la GAOx. 
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Figure IV.5 : Inhibition de la réponse ampérométrique du biocapteur GAOx@laponite par différentes 

molécules a) thiamine monophosphate 15 b) thiamine 14 c) ThDP 16 (0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 
3 ajouts de 5 µM DHA, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

Le pourcentage d'inhibition de la GAOx dépend donc de la structure des molécules. 

Cependant, l’effet des fonctions amines sur la complexation de l’atome de cuivre n’est pas le 

seul facteur agissant sur l’inhibition de l’enzyme comme en témoigne le pourcentage 

d’inhibition plus élevé obtenu avec l’oxythiamine 18 (62 %). Une étude plus approfondie de 

l’inhibition de la GAOx avec d’autres molécules permettrait certainement de mieux 

comprendre ces résultats. Avec la benfotiamine 19, des concentrations supérieures à 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 à 

10 mM conduit à une inhibition de la GAOx de 21 % après l’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 à l’électrode de platine à 

+ 0,6 V/Ag-AgCl comme le montre la droite d’étalonnage (courbe a de la Figure IV.6). Pour 

des concentrations supérieures à 2,5 mM, nous observons l’intervention de la GAOx sur le 

processus d’oxydation conduisant à une augmentation du courant par rapport à l’électrode 

nue. 



Chapitre IV : Biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK 

172 

0 1 2 3 4 5
0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

b

I (
nA

)

[HPP] (mM)

a

 
Figure IV.6 : Dosage du HPP 21 a) à l’électrode de platine b) avec le biocapteur GAOx@laponite (0,05 M 

HEPES pH 7,0, 25°C, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

Cette étude préliminaire de l’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 l’inhibition de la TK, sans 

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

IV.3.2. Détermination de la constante de dissociation du 

pyrophosphate de thiamine vis-à-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 (KDapp) du ThDP, en utilisant le biocapteur décrit précédemment dans 

lequel l’apo-TK d’E. coli est co-immobilisée avec la GAOx à la surface de l’électrode. Le 

biocapteur est placé dans le milieu réactionnel contenant différentes concentrations de ThDP 

et la réponse du biocapteur est enregistrée après l’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 µM en ThDP (Figure IV.7-A). Un courant maximum (Imax) de 350 nA est obtenu pour 

une concentration supérieure à 50 µM en ThDP. 

Le KDapp a été évalué selon deux méthodes à 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 KDapp sont de 9 µM à partir de la 

linéarisation de Lineweaver Burk et de 11,6 µM à partir de la linéarisation d'Eadie Hofstee. 
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Le KDapp de la TK d’E. coli immobilisée est plus grande que celui déterminé avec la TK 

d’E. coli non immobilisée (Pour rappel : KD = 1 µM, cf. paragraphe II.4.4). Cette 

augementation de la valeur de KD, 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 MgCl2, 2 mM GA, 1 mM D-F6P, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 
500 tr.min-1) 
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IV.3.3. Mise en évidence de l’inhibition de la TK d’E. coli au sein du 

biocapteur bi-enzymatique 

L’étude portant sur l’inhibition de la TK d’E. coli a été réalisée avec le biocapteur 

bi-enzymatique GAOx-TK à 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 (Mg2+), le cofacteur (1, 2 ou 5 µM de ThDP) et des concentrations croissantes 

d’inhibiteur. Ensuite l’électrode est transférée dans le milieu réactionnel ne contenant pas de 

ThDP ni d’inhibiteur mais du Mg2+, et la variation de courant suivant l’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 

 
Figure IV.8 : Structure du pyrophosphate 17 

Dans la littérature, l’inhibition compétitive de la TK de S. cerevisiae libre en solution 

par le pyrophosphate (Figure IV.8) est décrite, sa constante d’inhibition (KI) est de 0,28 mM7. 

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’interfère donc pas dans la 

réponse ampérométrique. La réponse en courant a été enregistrée pour différentes 

concentrations en inhibiteur : 0,5 ; 0,75 et 1 µM et en ThDP : 1, 2 et 5 µM. Nous avons 

calculé le KI selon la méthode de linéarisation de Lineweaver Burk à partir des courbes 

d’étalonnage (Figure IV.9). Le KI du pyrophosphate 17 avec la TK d’E. coli immobilisée est 

trouvé comme étant égal à 1 µM, une valeur largement inférieure à celle rapportée dans la 

littérature. Contrairement à ce qui est rapporté dans la littérature pour la TK de S. cerevisiae7, 

nous obtenons une inhibition non compétitive pure avec un KD pour le ThDP inchangé 

(KD = 1 µM). 



Chapitre IV : Biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK 

175 

-0,8 -0,4 0,0 0,4 0,8
0

2

4

6

8

10

12

14

16
d

c
b

1/
I (

µA
-1
)

1/[ThDP] (µM-1)

a

 
Figure IV.9 : Inhibition de l’apo-TK par le pyrophosphate avec le biocapteur bi-enzymatique GAOx-TK 
a) sans inhibiteur b) 0,5 µM c) 0,75 µM d) 1 µM (0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl2, 2 mM GA, 

1 mM D-F6P, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

Deux hypothèses peuvent être 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 même 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 être responsable de ce changement de type d’inhibition. La même 

constatation a été rapportée pour l’inhibition par le cyanure de la PPO immobilisée dans une 

matrice HDL14. Rappelons que comme le cyanure, le pyrophosphate peut interagir avec les 

feuillets HDL. De plus, la valeur de KI du pyrophosphate 17 avec la TK immobilisée est 

inférieure à celle obtenue avec la TK libre (KI = 85 µM). Il y donc probablement une 

combinaison entre l’inhibition de la TK immobilisée et l’accumulation de l’inhibiteur dans la 

matrice HDL. 
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Figure IV.10 : Etude en spectrophotométrie de l’inhibition de l’apo-TK non immobilisée par le 

pyrophosphate 17 a) sans b) 40 µM c) 300 µM (0,1 M Gly-Gly pH 7,5, 25°C, 0,5 mM MgCl2, 85 mM 
L-Ery, 8,9 mM D-R5P, 0,3 mM NADH, 2 U.mL-1 TK, 25 U YADH) 

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

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

Dans la littérature, l’inhibition de la TK de S. cerevisiae par la thiamine 14, la 

thiamine monophosphate 15 et l’oxythiamine 18 (Figure IV.11) a été étudiée in vitro, leurs 

constantes d’inhibition sont respectivement de 34, 2 et 1,4 mM7,10. L’inhibition de la TK 

humaine par la thiamine 14 a également été raportée avec un KI de 6,8 mM11. 

Cependant à la vue des résultats de la littérature, ces valeurs de KI sont inférieures 

dans le cas de la thiamine 14 ou proche dans le cas de la thiamine monophosphate 15 et de 

l’oxythiamine 18 des concentrations qui inhibent la GAOx. Nous avons tout de même étudié 

l’inhibition de la TK par ces composés avec des concentrations inférieures à celles où nous 

avons identifié une inhibition de la GAOx dans les conditions de notre test (< 0,25 mM pour 

la thiamine 14, < 7 mM pour la thiamine monophosphate 15 et < 10 mM pour 

l’oxythiamine 18). A ces concentrations, aucune inhibition de la TK n’est observée. Notre 

système ne permet donc pas la détection de ces inhibiteurs dont les KI sont élevés. 
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Effet de la benfotiamine sur la TK d’E. coli 

 
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 IV.12) sur l’activité de la TK humaine a été étudié 

uniquement in vivo dans des cellules de moelle osseuse. La TK est activée mais de façon 

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 

TK8,9. 

Compte tenu de l’analogie de structure de la benfotiamine avec les inhibiteurs 

précédents, il nous a paru intéressant d’étudier in vitro l’effet de la benfotiamine 19 sur la TK 

d’E. coli. Nous observons un maximum de 45 % d’inhibition de l’activité de la TK car pour 

des concentrations en benfotiamine supérieures à 2 mM, la GAOx est également inhibée. La 

benfotiamine est donc un inhibiteur de la TK à 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 MgCl2, 5 µM ThDP, 2 mM GA, 1 mM D-F6P, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 

500 tr.min-1) 
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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 », l’inhibiteur est ajouté dans le milieu réactionnel juste avant 

l’introduction de 1 mM de D-F6P. La reproductibilité 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 

 
Figure IV.14 : Structure du D-A5P 22 

Le D-arabinose-5-phosphate 22 (D-A5P, Figure IV.14) est décrit comme un inhibiteur 

compétitif de la TK d’E. coli avec un KI de 6 mM pour l’enzyme libre en solution12. Avec 

notre système 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 MgCl2, 0,2 mM ThDP, 2 mM GA, 1 mM 

D-F6P, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 
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Effet d’un analogues du substrat donneur, le bromopyruvate sur la TK d’E. coli 

 
Figure IV.16 : Structure du bromopyruvate 20 

Dans la littérature, le bromopyruvate 20 est décrit comme substrat donneur de la TK 

de S. cerevisiae15. Cependant le bromopyruvate 20 est également décrit comme inhibiteur 

d’autres enzymes telles que la 2-céto-3-déoxy-6-phosphogluconique aldolase16 ou encore la 

pyruvate déshydrogénase17 qui est une enzyme dépendante du pyrophosphate de thiamine 

comme la TK. 

Nous avons donc envisagé d’étudier l’influence du bromopyruvate 20 à différentes 

concentrations sur l’activité de la TK d’E. coli (Figure IV.17). Il 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 MgCl2, 0,2 mM ThDP, 2 mM GA, 1 mM D-F6P, 

Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 
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IV.4. Conclusion 

L’immobilisation d’une deuxième 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 deuxième 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 KDapp du ThDP. La 

valeur obtenue est du même ordre de grandeur que celle déterminée avec la TK d’E. coli non 

immobilisée (KD = 1 µM, cf. paragraphe II.4.4). L’immobilisation de l'apo-TK d’E. coli dans 

les HDL sous forme de film à la surface de l’électrode 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 à la surface de l’électrode (Tableau IV.7). 

Tableau IV.7 : CI50 des inhibiteurs testés de la TK (0,05 M HEPES pH 7,0, 25°C, 1 mM MgCl2, 5 µM 
ThDP, 2 mM GA, 1 mM D-F6P, Eapp = 0,6 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

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 à 

certaines molécules commerciales qui ne sont pas de bons inhibiteurs de la TK d’E. coli. Elle 

devrait être étendue à d’autres molécules synthétisées ayant une bonne activité inhibitrice vis-

à-vis de la TK. Il faut également veiller aux effets d’interférence dus à l’inhibition de 

l’enzyme auxiliaire, la GAOx et aussi à l’effet de la matrice HDL. Des mesures simultanées 

avec plusieurs électrodes en parallèle 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 

coût avec pour objectifs d’une part la détection de l’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 l’activité de la TK libre en 

solution, deux biocapteurs ont été envisagés. 

Le premier biocapteur, à polyphénol oxydase (PPO), nécessite l’intervention d’une 

protéine auxiliaire, la BSA, et la synthèse d’un substrat non physiologique de la TK, l’ester 

éthylique de la N-acétyl-O-(2R, 3S, 5-trihydroxy-4-oxopentyl)-L-tyrosine 1. Malgré 

l’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-à-vis de la TK et, d’autre 

part, de la réaction de -élimination, catalysée par la BSA, qui est limitante. De plus, un autre 

handicap de ce système est la synthèse du composé 1 qui n’est pas commercial. 

Comme alternative, un deuxième biocapteur, à 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 élaboré est très performant. Il est au moins cinq 

fois plus sensible que les biocapteurs à GAOx déjà décrits dans la littérature. Ces travaux ont 

fait l’objet d’une publication donnée en annexe. Avec ce nouveau biocapteur, la détection de 

l’activité de la TK a été effectuée en présence de substrats non synthétiques ayant une 

meilleure affinité 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 façon rapide et avec une sensibilité dix fois 

plus importante que les tests spectrophotométriques décrits à ce jour. De plus, le biocapteur 

n’influence pas l’affinité du cofacteur, le ThDP, pour la TK. 

Le deuxième objectif était de détecter des inhibiteurs de la TK avec un système de 

détection réutilisable et peu coûteux en enzymes. Pour cela, un biocapteur bi-enzymatique 

GAOx-TK a été élaboré dans lequel la GAOx et la TK d’E. coli sont co-immobilisées à la 

surface de l’électrode. 

La première étape pour atteindre cet objectif a été l’immobilisation de la TK d’E. coli 

dans des matériaux inorganiques lamellaires, les Hydroxydes Doubles Lamellaires (HDL). 

Avant d’effectuer l’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 l’enzyme, et de composés phosphorylés impliqués dans à 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 à la formation d'un réseau 3D hydrophile et flexible constitué de petites plaquettes 

d’HDL favorable à l’encapsulation de l’enzyme. L’adsorption de molécules phosphorylées 

tels que le cofacteur, le ThDP et le substrat donneur, le D-F6P est très limitée sur les phases 

HDL Mg2Al-Gly-Gly. 

Après 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@Mg2Al-Gly-Glycop ont été optimisées en utilisant la méthode de coprécipitation. Ce 

biohybride conduit à une activité spécifique reproductible et stable de la TK d’E. coli de 

12,0 ± 0,3 U.mg-1, 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 à la surface d’une électrode sous forme de film homogène, ce biohybride 

maintient la TK d’E. coli active avec une activité spécifique de 2,70 ± 0,06 U.mg-1.cm-2. Une 

partie de ces résultats obtenus ont fait l’objet d’une seconde publication donnée en annexe. 

La deuxième étape a consisté en la mise au point du biocapteur bi-enzymatique 

GAOx-TK en bicouche avec une couche interne constituée du biohybride GAOx@laponite et 

une couche externe constituée du biohybride TK@Mg2Al-Gly-Glycop. Cette deuxième 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 KDapp du ThDP qui est du 

même 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 à la surface de 

l’électrode 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 dernière étape a été l’étude de l’inhibition de la TK par des analogues du 

cofacteur et des analogues de substrat. Notre étude s’est limitée à des molécules commerciales 

décrites comme inhibiteurs moyens de différentes sources de TKs. Une étape préliminaire a 

été l’étude de l’influence des inhibiteurs choisis sur l’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 à l’électrode à 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, l’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 l’inhibition de la TK sans inhiber la GAOx. Le pyrophosphate et le 

bromopyruvate, analogue du substrat donneur de la TK, n’ont quant à 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, l’oxythiamine. 

Cependant, il est à 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 à une inhibition de la TK. De plus, une 

étude plus approfondie avec le pyrophosphate, nous a permis d’obtenir une constante 

d’inhibition (KI) de 1 µM pour ce composé. Cependant, nous avons observé un effet de 

l’immobilisation de la TK sur le type d’inhibition par rapport à la TK non immobilisée. 

Ce travail constitue une première approche de la détermination de l’activité des TKs 

d’E. coli et humaine et de la détection d’inhibiteurs de la TK d’E. coli, choisie comme 

modèle, avec un biocapteur ampérométrique. Cette méthode basée sur un mode de détection 

ampérométrique via un biocapteur est rapide, sensible et reproductible. De plus, l’utilisation 

de biocapteurs pour le suivi d’activité enzymatique ou l’inhibition d’enzyme pour une 

application médicale comme le criblage d’inhibiteurs est une stratégie originale car très peu 

d’exemples existent dans la littérature. Les perspectives de ces travaux sont nombreuses. 

Nos travaux se sont limités à la détection de l’activité des TKs d’E. coli et humaine 

purifiées dans un milieu tamponné. Il faudrait poursuivre l’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, diabète, maladies neurodégénératives). Dans ce cas, notre système 

ampérométrique basé sur la détection du peroxyde d’hydrogène à 0,6 V/Ag-AgCl devra être 

adapté. En effet, à ce potentiel d’oxydation assez élevé, les interférences liées aux molécules 

présentes dans les milieux biologiques pourraient être nombreuses. Une solution serait la 

diminution du potentiel pour la détection du peroxyde d’hydrogène grâce à un médiateur 

rédox, le Bleu de Prusse (BP). Nous avons effectué des études préliminaires avec des 

électrodes sérigraphiées modifiée au Bleu de Prusse gracieusement données par le Pr. Thierry 

Noguer (IMAGES) de l’Université de Perpignan sur lesquelles nous avons déposé, soit une 

couche de biohybride GAOx@laponite (50:25 µg:µg), soit une première couche 

GAOx@laponite et une deuxième couche de biohybride TK@HDL (33:66 µg:µg). Nous 



Conclusion et perspectives 

188 

avons pu détecter le L-érythrulose (L-Ery) et la dihydroxyacétone (DHA) avec ces électrodes à 

un potentiel de -0,2 V/Ag-AgCl grâce à la réduction électrocatalytique du peroxyde 

d’hydrogène 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 être 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, l’équilibre pourrait être 

déplacé vers la formation des produits à l’aide d’une enzyme prenant en charge le deuxième 

produit. Par exemple, le D-F6P, substrat donneur utilisé dans le test, pourra être 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 être utilisée pour catalyser l’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 être alors 

déplacé vers la formation des produits et la réponse à l’électrode accrue. 

 
Figure 1 : Réactions catalysées par la TK à 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 à l’ICCF par les équipes SEESIB et MI en collaboration 

avec le Dr. Bastien Doumeche (ICBMS) de l’Université Claude Bernard de Lyon. La 

miniaturisation et l’automatisation du système 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@biopolymères, 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. 

 

Figure 2 : Stratégies mises en place dans le projet ANR JCJC SVSE 5-2013 TRANSBIOSCREEN 

La réussite de ce projet, dont ce travail de thèse 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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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) à 76 U.mg-1 est achetée chez 

Worthington. La polyphénol oxydase (PPO, EC 1.14.18.1) à 3933 U.mg-1, l’alcool 

déshydrogénase de levure de boulanger (ADH) à 331 U.mg-1, la peroxydase de raifort (HRP, 

EC 1.11.1.7) à 59 U.mg-1, la glucose-6-phosphate déshydrogénase de levure de boulanger 

(G6PDH) à 271 U.mg-1, la phosphoglucose isomérase levure de boulanger (TPI) à 561 U.mg-

1proviennent de chez Sigma-Aldrich. 

A. 2. Appareillage d’électrochimie 

Les mesures de voltammétrie cyclique (VC), de voltammétrie à balayage linéaire (VL) 

et la chrono-ampérométrie ont été réalisées avec un potentiostat EA161 (eDAQ) relié à une 

cellule thermostatée à trois électrodes; une électrode de référence (Ag/AgCl), une électrode 

auxiliaire en platine et une électrode de travail de carbone vitreux ou en platine (Φ = 0,5 cm, 

A = 0,196 cm2). 

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 

60F254) et des systèmes d’éluants appropriés (dichloroéthane / méthanol ; acétate d’éthyle / 

cyclohexane). Les CCM sont révélées par exposition sous UV et par l’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 µm) et un système d’éluant approprié 

(déterminé par CCM). La hauteur standard des colonnes réalisées est de l’ordre de 15 

centimètres et le diamètre est choisi en fonction de la quantité de produit à 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 spectrophtomètre UV-Visible Evolution 500 

UV-Visible (Nicolet). 

A. 5. Zêtamètre 

Les mesures de potentiel Zêta ont été effectuées avec le nanoZS Zetasizer instrument 

Malvern. 

A. 6. Polarimètre 

Les pouvoirs rotatoires sont déterminés avec un polarimètre Jasco DIP 370 à 25°C à la 

longueur d’onde de la raie D du sodium (λ = 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 à transformée de Fourier 

Les spectres d’adsorption Infrarouge ont été réalisés à l’aide d’un spectrophotomètre à 

transformée de Fourier Nicolet 5700 de Thermo Scientific dans une gamme de fréquences 

comprises entre 400 et 4000 cm-1. Les échantillons sont conditionnés sous forme de pastilles 

constituées d’une masse d’environ 2 mg de poudre à 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 diffractomètre Philips 

X-Pert Pro équipé d’un monochromateur de graphite en utilisant des rayonnements CuKα 

avec λ = 0,14415 nm. Les diffractogrammes ont été réalisés dans un domaine angulaire en 2θ 

de 2 à 70° avec un incrément angulaire en 2θ : 0,033°, et un temps d’intégration par comptage 

de 200 s. Les échantillons ont été préparés par sédimentation et séchage à 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 

spectromètre BRUKER AC 400 (400,13 MHz en 1H et 100,13 MHz en 13C). 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 à la nomenclature et est attribuée de façon arbitraire. 

Les abréviations utilisées pour décrire les signaux sont : s : singulet, d : doublet, dd : doublet 

dédoublé, dt : doublet détriplé, t : triplet, q : quadruplet, m : multiplet. 

A. 11.   Spectromètre 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 système de chromatographie liquide 

haute performance (HPLC) Waters® Alliance® 2695 équipé d’un détecteur à photodiodes et 

couplé à un spectromètre de masse Micromass microQTOF, comportant une source 

electrospray de type Z-spray. 

A. 13.   Microscopie électronique à balayage 

Les clichés de microscopie électronique à balayage (MEB) ont été enregistrés au 

centre Casimir à Aubière à l’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 15 kV avec le cuivre comme standard pour 

l’étalonnage. 

A. 14.   Spectrométrie d’Emission Atomique Source Plasma à 

Couplage Inductif (ICP-AES) 

La composition élémentaire des HDL a été effectuée au laboratoire Magmas et 

Volcans à Clermont-Ferrand dans le cadre du Centre Régional des Mesures Physiques 

(UBP-START) avec un spectromètre Jobin-Yvon ULTIMA C de HORIBA. 
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B. Méthodes 

B. 1. Synthèses des composés organiques 

Ester éthylique de la N-acétyl-O-(prop-2-enyl)-L-tyrosine 7 

 

A 4,5 g de l’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. Après l’addition, le milieu réactionnel est laissé 4 heures sous 

agitation à reflux de l’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 MgSO4 avant d’être évaporée 

sous pression réduite. Le composé est obtenu sous forme d’un solide blanc avec un rendement 

de 90%. 

CCM : Rf (acétate d’éthyle / cyclohexane : 7/3) = 0,4 (vanilline) 
[α]D

21 : 21,1 (c = 1 ; MeOH) 
RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ : 7,00 (d, 3JH-H = 6,6 Hz, 2H, H4), 6,82 (d, 3JH-H = 7,2 Hz, 2H, 
H5), 5,99 (m,1H, H2’), 5,40 (d, 3JH-H = 13,4 Hz, 1H, H2) 5,27 (d, 3JH-H = 13,4 Hz, 1H, H2),4,81 
(dt, 3JH-H = 6,8 Hz, 1H, H1), 4,5 (d, 3JH-H = 5 Hz, 2H, H1’), 4,16 (q, 3JH-H = 6,2 Hz, 2H, CH2 
ester), 3,05 (m, 2H, H2), 1,98 (s,3H, CH3 acétyle), 1,25 (t, 3JH-H = 6,8 Hz, 3H, CH3 ester).  
RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ : 171,7 (C=O ester), 169,6 (C=O amide), 157,3 (C6), 133,2 
(C2’), 130,3 (C5), 128,4 (C3), 117,4 (C3’), 114,7 (C4), 70,4 (C1’), 61,3 (C2), 53,3 (C1), 36,2 
(CH2 ester), 23,1 (CH3 acétyle), 14,1 (CH3 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 

 

Dans un ballon bicol, 1,8 g du composé 7 (6,2 mmol) sont dissout dans 20 mL de 

dichlorométhane. O3 est alors introduit à -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 à 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 légèrement jaunâtre avec un rendement de 90 %. 

CCM : Rf (dichlorométhane/méthanol : 9/1) = 0,36 (vanilline) 
[α]D

21 : 7,4 (c = 1 ; MeOH) 
RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ : 9,77 (s,1H, H2’), 7,14 (d, 3JH-H = 6,6 Hz, 2H, H4), 6,88 (d, 3JH-

H = 7,2 Hz, 2H, H5), 4,75 (dt, 3JH-H = 6,8 Hz, 1H, H1), 4,5 (d, 3JH-H = 5 Hz, 2H, H1’), 4,14 (q, 
3JH-H = 6,2 Hz, 2H, CH2 ester), 3,07 (dd, 3JH-H = 13,4 Hz, 3JH-H = 5,4 Hz, 1H, H2), 2,90 (dd, 
3JH-H = 13,2 Hz, 3JH-H = 9,0 Hz, 1H, H2), 1,93 (s,3H, CH3 acétyle), 1,22 (t, 3JH-H = 6,8 Hz, 3H, 
CH3 ester). 
RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ : 199,42 (C2’), 171,97 (C=O amide), 170,64 (C=O ester), 
157,23 (C6), 130,43 (2C5), 128,53 (C3), 114,81 (2C4), 70,67 (C1’), 61,3 (CH2 ester), 53,53 
(C1), 36,15 (C2), 23,02 (CH3 acétyle), 14,21 (CH3 ester). 
HRMS m/z : (M+Na)+ théorique : 316,1161 ; mesuré : 316,1150 
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Ester éthylique de la N-acétyl-O-(2R, 3S, 5-trihydroxy-4-oxopentyl)-L-tyrosine 1 

 

A une solution du composé 6 (0,1 g, 0,34 mmol) dans 6,5 mL de tampon HEPES à 

0,1 M, sont ajoutés 0,06 g (0.67 mmol) de DHA. Le pH est ajusté à 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 l’extrait enzymatique est ajouté au milieu réactionnel. Celui-ci est laissé sous 

agitation à température ambiante pendant une nuit. Après 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 à 4000 g pendant 15 minutes. Le surnageant est 

filtré, puis évaporé sous vide. Le résidu obtenu est purifié 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) 
[α]D

21 : 9,25 (c = 1 ; MeOH) 
RMN 1H (400 MHz, CDCl3) δ : 7,14 (d, 3JH-H = 7,8 Hz, 2H, H4), 6,90 (d, 3JH-H = 8,0 Hz, 2H, 
H5), 4,67-4,38 (m,4H, H5’ et ester), 4,36-4,25 (m,1H, H1), 4,21-4,06 (m,3H, H1’, 2’et 3’), 4,04-
3,95 (m,1H, H1’), 3,07 (dd, 3JH-H = 13,7 Hz, 3JH-H = 5,4 Hz, 2H, H2), 2,90 (dd, 3JH-H = 13,4 Hz, 
3JH-H = 8,9 Hz, 2H, H2), 1,93 (s,3H, CH3 acétyle), 1,22 (t, 3JH-H = 6,9 Hz, 3H, CH3 ester). 
RMN 13C (100 MHz, CDCl3) δ : 213,58 (C4’), 173,34 (C=O amide et C=O ester), 159,25 
(C6), 131,41 (C5), 130,61 (C3), 116,03 (C4), 77,40 (C3’), 71,91 (C2’), 69,28 (C1’), 68,11 (C5’), 
62,44 (CH2 ester), 55,77 (C1), 37,84 (C2), 22,38 (CH3 acétyle), 14,57 (CH3 ester). 
HRMS m/z : (M+Na)+ théorique : 406,1478 ; mesuré : 406,1488
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B. 2. Synthèses des phases HDL 

Synthèse par coprécipitation 

Les HDL : Zn2Al-Cl, Zn2Al-NO3, Zn2Al-Alginate, Zn2Al-MOPS, Mg2Al-Cl, 

Mg2Al-NO3 et Ni2Al-Cl, ont été synthétisés précédemment au laboratoire selon la méthode de 

coprécipitation. 

Un mélange de solution aqueuse de sels de métaux divalents (Mg(NO3)2
.2H2O) et de 

sels de métaux trivalents (Al(NO3)3
.9H2O) avec un rapport molaire (R) MII/MIII de 2 et une 

concentration totale de cations métalliques de 1 M, sont introduit à flux constant dans un 

réacteur contenant de l’eau déionisée. Le pH est fixé à 9 et est maintenu constant pendant la 

coprécipitation par additions simultanées d’une solution à 2 M de NaOH. La suspension est 

maintenue sous agitation pendant 24 heures à température ambiante. Le produit final est 

centrifugé et lavé un grand nombre de fois avec de l’eau déionisée et finalement séché à l’air à 

température ambiante. La synthèse est réalisée sous atmosphère d’azote afin d’éviter toutes 

contamination par le CO2 atmosphérique. 

Pour la phase Mg2Al-Gly-Glycop, les conditions de coprécipitation sont identiques à 

celles décrites ci-dessus avec 0,1 M de Gly-Gly dans le réacteur de synthèse. 

La phase Zn2Al-MOPS a été synthétisée précédemment au laboratoire selon la 

méthode de coprécipitation (donnée non publié). Un mélange de solution aqueuse de sels de 

métaux divalents (ZnCl2
.2H2O) et de sels de métaux trivalents (AlCl3

.9H2O) avec un rapport 

molaire (R) MII/MIII de 2, et une concentration totale de cations métalliques de 0,1 M, sont 

introduit à flux constant dans un réacteur contenant de le tampon MOPS. Le pH est fixé à 7,5 

et est maintenu constant pendant la coprécipitation par additions simultanées d’une solution à 

0,1 M de NaOH. La suspension est vieillie sous agitation pendant 24 heures à température 

ambiante. Le produit final est centrifugé et lavé un grand nombre de fois avec de l’eau 

déionisée et finalement séché à l’air à température ambiante. La synthèse est réalisée sous 

atmosphère d’azote afin d’éviter toutes contamination par le CO2 atmosphérique. 

Les biohybrides TK d’E. coli@HDLcop sont préparés par la voie de coprécipitation 

comme décrit précédemment en présence de TK d’E. coli dans le réacteur de synthèse. La 

méthode a été adaptée pour la synthèse de petites quantités. Un mélange de solution aqueuse 

de Mg(NO3)2
.2H2O et de Al(NO3)3

.9H2O avec un rapport molaire (R) Mg2+/Al3+ de 2 ou 4 et 

une concentration totale de cations métalliques de 0,1 M, sont introduits à flux constant 

(0,015 mL.min-1) dans un réacteur contenant 10 mL d’eau déionisée ou 0,1 à 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 (Qth) sont fixés à 

0,2 ; 0,5 et 1. Le pH est fixé à 9 et est maintenu constant pendant la coprécipitation par 

additions simultanées d’une solution à 0,1 M de NaOH. La réaction est agitée dans un bain 

glacé pendant 3 heures sous atmosphère d’azote. Le produit obtenu est centrifugé à 12000 g 

pendant 20 minutes et lavé trois fois. 

Réactions d’échange de la phase Mg2Al-NO3 avec le tampon MOPS et Gly-Gly 

35 mg de Mg2Al-NO3 sont mis en suspension (10 mg.mL-1) pendant une nuit sous 

agitation à atmosphère ambiante dans 3,5 mL de tampon MOPS 0,05 M pH 7,5 ou de tampon 

Gly-Gly 0,1 M pH 7,5ou encore pH 9. Le produit final est centrifugé à 12000 g pendant 20 

minutes et lavé trois fois. 

Adsorption de molécules phosphorylées sur Mg2Al-NO3 

1 à 27,6 mg de ThDP (2 à 60 mM) ou 0,3 à 200 mg de D-F6P (1 à 658 mM) sont mis 

en contact avec 4 mg de Mg2Al-NO3 pendant 3 heures sous agitation sous air à 5°C dans 

1 mL d’eau pure pH 6,5 ou dans du tampon Gly-Gly 0,1 M pH 7,5. Le produit final est 

centrifugé à 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 l’HDL est effectuée en mélangeant l’enzyme et 

une suspension d’HDL. L’HDL est mis en suspension (10 mg.mL-1) soit dans de l’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 à 4 mg d’HDL en suspension (0,4 mL). Cette solution 

est mise sous agitation à 5°C pendant 3 heures sous air. Les rapports initiaux TK/HDL (Qth) 

sont les rapports entre la quantité totale de protéines utilisées et la quantité d’HDL. Ces 

rapport sont fixés à 0,2 ; 0,4 ; 0,6 ; 0,8 et 1. Le produit obtenu est centrifugé à 12000 g 

pendant 20 minutes et lavé trois fois. La quantité de protéine immobilisée et par conséquent le 

rapport expérimental TK/HDL (Qexp) correspond à 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 (Φ = 0,5 cm, 

A = 0,196 cm2) sur lequel est déposé le film est poli sur un feutre avec une suspension 

d’alumine (0,05 µm), puis il est rincé dans un mélange 50/50 eau/éthanol dans un bain à 

ultrasons pendant 10 minutes et séché à l’air comprimé. 100 µg (20 µL) d’une suspension de 

biohybride TK@Mg2Al-Gly-Gly (5 mg.mL-1) sont déposés sur un disque de carbone vitreux 

et séchés soit 2h30 à température ambiante, soit une nuit à 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, Suède) 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 l’ICCF 

Tous les milieux de culture sont stérilisés en autoclave (20 minutes à 121°C) avant 

utilisation. Les solutions d’antibiotiques sont préparées dans l’eau distillée et stérilisées par 

filtration sur filtre 0,22 µm. Les milieux gélosés sont obtenus par ajout d’Agar (Difco®) à une 

concentration de 15 g.L-1. Les antibiotiques sont ajoutés aux concentrations suivantes : 

chloramphénicol : 25 mg.L-1, kanamycine : 30 mg.L-1 et ampicilline : 100 mg.L-1. 

Le milieu SC est constitué de : 6,7 g de Yeast Nitrogène Base, 5,04 g de (NH4)2SO4, 

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 - H2O 

distillée qsp 1 L. 

Le milieu LB Difco® est constitué de : 10 g de triptone, 5 g d’extrait de levure, 10 g 

de NaCl - H2O distillée qsp 1 L. 

La souche H402(pTKL1) de S. cerevisiae est cultivée dans 10 mL de milieu SC à 

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 à 30°C sous agitation. Les cellules sont recueillies après 

centrifugation à 2000 g pendant 5 minutes à 4°C et conservées à -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® à 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 à 37°C. Lorsque les 

bactéries sont en phase exponentielle de croissance (densité optique proche de 0,9), 

l’induction par 0,5 mM d’IPTG est effectuée et le milieu est incubé 12 heures à 30°C sous 

agitation. Les bactéries sont recueillies après centrifugation à 7700 g pendant 15 minutes à 

4°C, lavées deux fois dans le tampon de lyse (50 mM NaH2PO4 et 10 mM imidazole, pH 8) et 

conservées à –20°C. Le rendement de la culture est d’environ 4 g de cellules (poids humide) 

par litre de culture. 

Broyage 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 à une pression de 

2 kBar. Pour éliminer les débris cellulaires, le broyat est soumis à trois centrifugations 

successives à 4°C : 120 et 12000 g pendant 15 minutes et 27000 g pendant 20 minutes. Pour 

les TK6His d’E. coli et humaine, 5 g de culot cellulaire sont mis en suspension dans 40 mL de 

tampon de lyse (50 mM NaH2PO4 et 10 mM imidazole, pH 8). La lyse cellulaire est effectuée 

par sonication à 4°C. Pour éliminer les débris cellulaires, le broyat est soumis à une 

centrifugation de 12000 g pendant 20 minutes à 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 à -18°C. 

Pour les TK6His d’E. coli et humaine, les extraits bruts obtenus après broyage sont 

incubés une heures à 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 NaH2PO4 et 20 mM 
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imidazole, pH 8). Les TK6His d’E. coli et humaine sont éluées avec 80 mL de tampon 

d’élution (50 mM NaH2PO4 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 à -18°C. 

Electrophorèse SDS-PAGE 

Le gel de séparation à 10 % d’acrylamide est préparé à partir de 6,15 mL d’eau ; 

3,75 mL de tampon Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8 ; 4,95 mL d’acrylamide/bisacrylamide à 30 % ; 

75 µL de laurylsulfate de sodium (SDS) à 20 % ; 75 µL de persulfate d’ammonium à 10 % et 

150 µL de tétraméthyléthylènediamine (TEMED). Le gel de concentration à 4 % 

d’acrylamide est préparé à partir de 3,075 mL d’eau ; 1,25 mL de tampon Tris-HCl 1,5 M, pH 

8,8 ; 67 mL d’acrylamide/bisacrylamide à 30 % ; 25 µL de SDS à 20 % ; 100 µL de persulfate 

d’ammonium à 10 % et 100 µL de TEMED. 

20 µL d’échantillon sont mélangés à 5 µL de tampon d’échantillon (0,2 M de tampon 

Tris-HCl 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 à 95°C pendant 10 minutes et est ensuite déposés sur le 

gel d’électrophorèse. Un marqueur de masse moléculaire connue (Broad Range, Biorad) est 

également déposé (8 µL). 

La migration s’effectue dans un champ électrique de 20 mV dans un tampon 

d’électrophorèse (Tris Buffer Glycine/SDS-Bio-Rad). 

Le gel est coloré pendant une nuit à 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 µL d’échantillon son additionnés à 225 µL de réactif de Bradford et incubés dans le 

noir pendant 10 minutes à 25°C. Une gamme étalon est réalisée avec des quantités connues de 

BSA de 10 à 100 µg.mL-1. L’absorbance est mesurée à 590 et 450 nm et le rapport des deux 

valeurs varie de façon linéaire avec la concentration en protéine. La concentration en 

protéines dans les échantillons est exprimée en mg.mL-1. 



Matériel et méthodes 

204 

B. 3. 2. Tests d’activité enzymatique de la TK 

Test spectrophotométrique pour la mesure de l’activité de la TK libre à 25 et 37°C 

 

Dans une cuve de 1 ou 3 mL de spectrophotomètre sont introduits : 800 µL ou 2,4 mL 

de tampon Gly-Gly 0,1 M pH 7,5 ; 282 µM de NADH, H+ (10 mg.mL-1, ε340 = 6220 M-1.cm-1, 

20 ou 60 µL) ; 493 µM de MgCl2 (10 mg.mL-1, 10 ou 30 µL) ; 106 µM de ThDP 

(10 mg.mL-1, 5 ou 15 µL) ; 85 mM de L-Ery (120 mg.mL-1, 100 ou 300 µL) ; 8,9 mM de 

D-R5P (50 mg.mL-1, 50 ou 150 µL) ; 25 U à 25°C et 250 U à 37°C d’alcool déshydrogénase 

de levure (YADH) et X µL de TK. 

La diminution de l’absorbance est mesurée à 340 nm pendant 10 minutes. La pente 

A/t mesurée correspond à la quantité de NADH, H+ consommée lors de la réduction du 

glycolaldéhyde par l’ADH. L’activité de la TK est calculée en utilisant l’équation suivante : 

103








 NADHTK

cuve

V
V

t
AActivité  

où l’activité est exprimée en U.mL-1 (µmol de substrat formée.min-1.mL-1), t en 

minutes, Vcuve et VTK en mL. La valeur du coefficient d’extinction molaire (NADH) est 

6220 M-1.cm-1. 

Le L-érythrulose n’est pas le substrat naturel de l’enzyme. Il a été établi que l’activité 

de la TK ne représente que 30 % de l’activité mesurée en présence de D-xylulose-5-phosphate 

(substrat physiologique) pour les TK de S. cerevisiae et d’E. coli. 

Il est possible de déterminer l’activité spécifique de la TK selon l’équation suivante : 

][ totalesprotéines
ActivitéspécifiqueActivite


  

où l’activité spécifique est exprimée en U.mg-1 de protéines, l’activité en U.mL-1 et la 

concentration de protéines totales en mg.mL-1. 
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Détermination de la constante de dissociation (KD) du ThDP 

Le ThDP est introduit à différentes concentrations dans les cuves de 

spectrophotomètre comportant le même 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 (Activité = 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 à partir de la 

mesure de la concentration dans les eaux de lavage du ThDP non adsorbé. Pour ce faire 15 µL 

d’échantillon à doser sont introduit dans les cuves de spectrophotomètre comportant le même 

milieu réactionnel que ci-dessus. L’activité de la TK est alors déterminée. Une droite 

d’étalonnage a été préalablement établie avec des quantités connues en ThDP de 1 à 15 µM. 

Les activités de la TK des échantillons à doser sont alors comparées à celles obtenues avec la 

droite d’étalonnage. 

Test spectrophotométrique pour la mesure de l’activité de la TK immobilisée dans les argiles 

L’activité enzymatique est déterminée à 340 nm. Le biohybride TK@HDL en 

suspension dans l’eau ou dans 0,1 M de Gly-Gly, ou dans 0,05 M de MOPS pH 7,5 (6-7 µg), 

est ajouté dans la cuve de mesure de 3 mL dans les conditions identiques à celles décrites 

précédement pour la TK libre. La mesure est effectuée sous agitation. L’activité enzymatique 

des biohybrides est comparée à celle obtenue pour une même quantité d’enzyme libre. 

Test spectrophotométrique pour la mesure de l’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 

mêmes conditions que celles décrites pour la TK libre. Dans ce cas, le support est directement 

immergé dans la cuve de 3 mL, sous agitation. Après 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 constitué de : 9 mL de tampon phosphate 0,05 M pH 7,0 ; 

80 µM 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 µL de mélange 

réactionnel et 20 µL d’alcool primaire (DHA, Galactose ou L-éry) (100 mM). 

La vitesse initiale de formation de H2O2 a été suivie par l’oxydation de la o-dianisidine 

catalysée par la HRP à 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 spectrophotomètre sont introduits : 886,3 µL de tampon 

Gly-Gly 0,1 M pH 7,5 ; 799 µM de NADP+ (10 mg.mL-1, 66,6 µL) ; 8 U de G6PDH, 1 µL de 

PGI et 20 µL d’échantillon à doser. Une droite d’étalonnage a été préalablement établie avec 

des quantités connues en D-F6P de 6 à 100 µg pour déterminer la quantité de D-F6P présente 

dans le milieu. 

B. 4. Préparation des bioélectrodes 

Avant la préparation des bioélectrodes, les électrodes de travail sont polies sur un 

feutre. Pour les électrodes de carbone vitreux nous utilisons une suspension d’alumine 

(0,05 µm), puis elles sont rincées dans un mélange 50/50 eau/éthanol dans un bain à ultrasons 

pendant 10 minutes et séchées à l’air comprimé. Une pâte de diamant (1 µM) est utilisée pour 

le polissage des électrodes de platine. Dans ce cas, les électrodes sont rincées à l’acétone 

avant de passer 10 minutes dans une cuve à ultra-sons contenant de l’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 à PPO 

Une suspension d’HDL Mg2Al-Cl, Zn2Al-Cl ou Zn2Al-Alginate (2,5 mg.mL-1) placée 

sous agitation pendant une nuit est ajoutée à une solution de PPO dans l’eau (2,5 mg.mL-1) 

selon un rapport de 1:1. 50 µg de ce mélange PPO@HDL (25:25 µg:µg) sont déposés sur une 

électrode de carbone vitreux, celle-ci est mise à sécher une nuit au réfrigérateur. L’électrode 

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 à pH 7,5. 

B. 4. 2. Biocapteurs à GAOx 

Electrodes de platine 

Une suspension de laponite ou d’HDL (Mg2Al-NO3) (2,5 ou 5 mg.mL-1) placée sous 

agitation pendant une nuit est mélangée avec une solution aqueuse de GAOx (2,5 mg.mL-1) 

selon différents rapports enzyme/matrice inorganique (0,5, 1 et 2). 50, 75 ou 100 µg de ce 

mélange (25:25, 25:50, 50:25 et 50:50 µg:µg) sont déposés sur une électrode de platine, celle-

ci est mise à 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 à pH 7,0. 

Electrodes sérigraphiées modifiée au Bleu de Prusse 

Une suspension de laponite (2,5 mg.mL-1) placée sous agitation pendant une nuit est 

mélangée avec une solution aqueuse de GAOx (2,5 mg.mL-1) selon un rapport 

enzyme/laponite de 2.   75 µg de ce mélange (50:25 µg:µg) sont déposés sur l’électrode. 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 à 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-1) placée sous agitation pendant une nuit est mélangée 

avec une solution aqueuse de GAOx (2,5 mg.mL-1) selon un rapport enzyme/laponite de 2. 

75 µg de ce mélange (50:25 µg:µg) sont déposés sur une électrode de platine ; celle-ci est 

mise à sécher une nuit au réfrigérateur. L’électrode est ensuite mise ou non en contact avec 

des vapeurs de glutaraldéhyde pendant 15 minutes. Pour la couche externe, 50 ou 75 ou 

100 µg d’une suspension de TK@Mg2Al-Gly-Gly avec un rapport enzyme/HDL de 0,5 

(17:33, 24:51 et 33:66 µg:µg) sont déposés sur la couche interne GAOx@laponite, celle-ci est 

mise à sécher 2h30 à température ambiante. L’électrode 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 à 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 même que celle présentées ci-dessus. Pour la couche externe 

TK@HDL, 100 µg d’une suspension de TK@Mg2Al-Gly-Gly avec un rapport enzyme/HDL 

de 0,5 (33:66 µg:µg) sont déposés sur la couche interne GAOx@laponite, celle-ci est mise à 

sécher 2h30 à température ambiante. Le film est ensuite réhydraté pendant 15 minutes dans 

50 mM de tampon phosphate HEPES à pH 7,0. 

B. 5. Mesures en électrochimie 

Toutes les mesures en électrochimie sont effectuées au moins deux ou trois fois de 

façon indépendante. 

Le comportement électrochimique de l’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 à une vitesse de balayage de 25 mV.s-1 dans une cellule à trois électrodes 

contenant 5 mL de tampon acide-3-(N-morpholino)propanesulfonique (MOPS) 0,05 M à pH 

7,5 et 100 µM de N-Ac-tyr-OEt 3 ou du composé 1. 
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B. 5. 1. Biocapteurs à PPO 

Avec les biocapteurs à PPO@HDL, les courbes de chrono-ampérométrie sont 

enregistrées à un potentiel appliqué (Eapp) de – 0,2 V/Ag-AgCl avec une électrode de carbone 

vitreux modifiée tournant à 500 tr.min-1 et après stabilisation du courant pendant 30 minutes 

dans la solution tampon (0,05 M MOPS ou 0,1 M Gly-Gly, pH 7,5) à 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 même, le suivi de la transformation du composé 1 par la TK en solution au cours 

du temps a été réalisé en VC sur électrode de carbone vitreux nue et en chrono-ampérométrie 

à - 0,2 V/Ag-AgCl ou en VL à 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 µg:µg) à 25°C. 

Pour les mesures en VL, le milieu de mesure contient : 5 mL de tampon MOPS 0,05 M à pH 

7,5 ; 2 mM de ThDP ; 3 mM de MgCl2 ; 2 mg.mL-1 d’albumine de sérum bovin (BSA) ; 

100 µM de D-ribose-5-phosphate (D-R5P) ; 100 ou 500 µM du composé 1 et 1 ou 3 U.mL-1 de 

TK de S. cerevisiae brute ou purifiée 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 MgCl2 ; 2 mg.mL-1 de BSA ; 100 ou 1000 µM de D-R5P et 0 

ou 5 ou 10 U.mL-1 de TK S. cerevisiae brute ou purifiée d’E. coli purifiée, cinq additions 

successives de 2 µM de N-Ac-tyr-OEt 3 et cinq de 20 µM du composé 1 sont réalisées. 

B. 5. 2. Biocapteurs à GAOx 

Electrodes de platine 

Différentes courbes d’étalonnage ont été établies avec les biocapteurs à GAOx. Dans 

ce cas, les courbes de chrono-ampérométrie sont enregistrées à un potentiel appliqué (Eapp) de 

 0,6 V/Ag-AgCl avec une électrode de platine modifiée tournante à 500 tr.min-1 et après 

stabilisation du courant pendant 15 minutes dans la solution saturée en oxygène à 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 mère de dihydroxyacétone 

(DHA). Les droites d’étalonnage ont été établies avec les biocapteurs GAOx@Mg2Al-NO3 ou 

GAOx@laponite préparées avec différents rapports enzyme/matrice. Les déterminations du 

galactose, le L-érythrulose (L-Ery), le glycolaldéhyde (GA) et l’hydroxypyruvate (HPA) ont 

été réalisées avec le biocapteur GAOx@laponite (50:25 µg:µg) 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, à savoir 20 µM de raffinose, de lactose et de mélibiose, 1 mM de MgCl2, 0,2 mM de 

ThDP et 5 mM de D-F6P. 

Le biocapteur GAOx@laponite (50:25 µg:µg) est utilisé pour la détection de l’activité 

des TKs en solution en chrono-ampérométrie à 0,6 V/Ag-AgCl. Les mesures sont effectuées à 

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 MgCl2 ; 1 mM 

de GA ; 1 mM de D-F6P ; 0.01 à 0,1 U.mL-1 de TK. Auparavant, l’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 U.mL-1 de TK d’E. coli. 

Pour l’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-1 de TK d’E. coli. Toutes les autres conditions étant 

identiques. Après stabilisation du courant pendant 15 minutes, le D-F6P est ajouté dans le 

milieu grâce à une micropipette et la réponse en courant est enregistrée en fonction de temps. 

En fin de mesure, trois fois 5 µM de DHA sont ajoutés pour vérifier l’activité de la GAOx. 

Pour la détermination de la constante de dissociation (KD) 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 MgCl2 ; 

1 mM de GA ; 1 mM de D-F6P ; 0,1 U.mL-1 de TK d’E. coli. Dans ce cas, c’est le ThDP qui 

est introduit à 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 µg:µg) est utilisé pour étudier l’influence des 

inhibiteurs de la TK sur la GAOx en chrono-ampérométrie à 0,6 V/Ag-AgCl. Le milieu 

électrolytique contient 5 mL de tampon HEPES 0,05 M pH 7,0. Pour l’effet de la thiamine, la 

thiamine monophosphate et le ThDP, après stabilisation du courant pendant 15 minutes, de 2 

à 50 mM d’inhibiteurs et trois fois 5 µM de DHA sont ajoutés dans le milieu grâce à une 

micropipette et la réponse en courant est enregistrée en fonction de temps. Pour l’effet de la 

thiamine, la thiamine monophosphate, le ThDP, le pyrophosphate, l’oxythiamine, la 

benfotiamine, le bromopyruvate, le D-arabinose-5-phosphate et le p-hydroxyphénylpyruvate, 

après stabilisation du courant pendant 15 minutes, 10 mM d’inhibiteurs et trois fois 5 µM de 

DHA ou trois fois 20 µM de L-Ery sont ajoutés dans le milieu grâce à 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 été établies avec le biocapteur GAOx@laponite. 

Dans ce cas, les courbes de chrono-ampérométrie sont enregistrées à un potentiel appliqué 

(Eapp) de  -0,2 V/Ag-AgCl avec une électrode sérigraphiées modifiée. Après stabilisation du 

courant pendant 30 minutes, dans une solution comportant 5 mL de tampon HEPES 0,05 M 

pH 7,0 à 25°C sous agitation à 500 tr.min-1, des quantités croissantes d’une solution mère 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 à un potentiel appliqué (Eapp) 

de  0,6 V/Ag-AgCl avec une électrode de platine modifiée tournante à 500 tr.min-1 et après 

stabilisation du courant pendant 15 minutes dans une solution de tampon HEPES 0,05 M pH 

7,0 à 25°C. 

Le biocapteur GAOx@laponite-TK@HDL est utilisé pour la détection d’inhibiteurs de 

la TK d’E. coli en chrono-ampérométrie à 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 MgCl2. 

Pour les inhibiteurs analogues du ThDP (le pyrophosphate, la thiamine, la thiamine 

monophosphate, la benfotiamine et l’oxythiamine), le biocapteur GAOx-TK est immergé 

pendant 1 heure dans une solution sous agitation contenant Mg2+, 1 ou 2 ou 5 µM 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. Après stabilisation du courant pendant 15 minutes, 2 mM de 

GA et 1 mM de D-F6P sont ajoutés dans le milieu grâce à une micropipette et la réponse en 

courant est enregistrée en fonction de temps. En fin de mesure, trois fois 5 µM de DHA sont 

ajoutés pour vérifier l’activité de la GAOx. 

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 MgCl2. Après stabilisation du courant pendant 15 minutes, 2 mM 
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de GA, différentes concentrations en inhibiteurs et 1 mM de D-F6P sont ajoutés dans le milieu 

grâce à une micropipette et la réponse en courant est enregistrée en fonction de temps. En fin 

de mesure, trois fois 5 µM de DHA sont ajoutés pour vérifier l’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 à un potentiel 

appliqué (Eapp) de  -0,2 V/Ag-AgCl avec une électrode sérigraphiée modifiée tournante à 

500 tr.min-1 Après stabilisation du courant pendant 30 minutes, dans une solution comportant 

5 mL de tampon HEPES 0,05 M pH 7,0 à 25°C, des quantités croissantes d’une solution mère 

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 
l’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, Eapp = -0,2 V/Ag-AgCl, 500 tr.min-1) 

Configuration de 
l'électrode Substrats S 

(mA.M-1.cm-2) 
Imax 

(µA.cm-2) 
DL 
(M) R2 (n) 

GAOx@laponite DHA 22 44 6,2.10-6 - 1,5.10-3 0,998 (26) 

GAOx@laponite-TK@HDL DHA 18 42 2,5.10-6 - 1,2.10-3 0,999 (29) 

GAOx@laponite L-Ery 8 36 3,5.10-4 - 3,7.10-3 0,998 (12) 
GAOx@laponite-TK@HDL L-Ery 3 33 9,0.10-5 - 1,2.10-3 0,997 (10) 
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Résumé 
Depuis peu, des travaux ont montré que chez l’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 diabète, 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 conçus et 
synthétisés dans les milieux académiques et industriels. 

Afin de déterminer l’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 coût. Nous avons envisagé d’utiliser des 
biocapteurs ampérométriques qui combinent l’ensemble de ces avantages, et qui, de plus, n’ont jamais 
été mis en oeuvre avec la TK. 

Pour la détermination de l’activité des TK d’E. coli et humaine libres en solution, nous avons 
tout d’abord élaboré un premier biocapteur à 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 
système réutilisable, nous avons developpé un biocapteur à GAOx-TK d’E. coli, les deux enzymes 
étant co-immobilisées à la surface de l’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 l’effet d’inhibiteurs, tels que différents analogues du cofacteur et de substrats pris 
comme modèles. 

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) 




