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Titre :

Fonctionnalisation redox et enzymatique de particules virales icosaédriques par des nanocorps,

pour une bioélectrocatalyse exaltée.

Résumé :

L’objectif de cette thése est 1’étude de I’activité catalytique d’un systéme électro-
enzymatique organisé sur des particules virales adsorbées en un réseau aléatoire sur surfaces
d’¢lectrodes. Dans le cadre de ce travail, les particules virales utilisées comme nano-gabarits
ont été, pour la premiere fois, des particules de géométrie icosaédrique (quasi-sphérique) de
~30 nm de diametre, celles du virus du court-noué de la vigne (Grapevine Fan Leaf Virus,
GFLV). L’enzyme redox quinoprotéine glucose déshydrogénase (PQQ-GDH) et son médiateur
redox ferrocéne (Fc), porté par des chaines polyéthyléne glycol flexibles (PEG), ont été co-
immobilisés sur les particules virales adsorbées, grace a une stratégie d’assemblage
immunologique, afin de former un nanosystéeme électro-enzymatique intégré oxydant le
glucose. Le schéma de montage original mis au point fait appel a des nanocorps, qui présentent
les mémes propriétés de reconnaissance moléculaire que les anticorps, mais qui sont bien plus
petits (5 nm contre 15 nm de diametre). Plusieurs types de nanocorps, reconnaissant des sites
distincts du GFLV, ont été conjugués a I’enzyme ou au médiateur Fc-PEG et utilisés comme
autant de briques macromoléculaires régio-spécifiques pour 1’assemblage sur virus. L’activité

catalytique du systeme intégré a été étudiée a I’échelle d’ensemble par voltamétrie cyclique.

La caracteérisation cinétique compléte du fonctionnement enzymatique de particules virales,
initialement décorées uniquement par les enzymes PQQ-GDH (en présence d’un cosubstrat
redox soluble en solution), a montré que la simple immobilisation de 1’enzyme sur la capside
du GFLV n'a aucun effet sur le schéma cinétique de I’enzyme, ni sur son activité catalytique.
Ainsi, contrairement a ce qui est parfois rapporté pour d’autres nano-bio-échafaudages
nanométriques (p.ex. des origamis d’ADN)), la petite taille et la forte charge électrique des nano-
échafaudages viraux ne modulent pas universellement l'activité des enzymes redox, et

certainement pas celle de la PQQ-GDH.

La co-immobilisation de l'enzyme et de son cosubstrat (chaines Fc-PEG) sur les
échafaudages viraux, nous a ensuite permis d’étudier spécifiquement I'effet cinétique du
confinement du cosubstrat a surface du GFLV sur l'activité de la PQQ-GDH. Nous avons
constaté que la co-immobilisation induisait une exaltation enzymatique, en favorisant la

coopérativité entre les deux sous-unités de I'enzyme homodimérique, via la "synchronisation”



de leur état redox. Une diminution de l'inhibition de 1’enzyme par son substrat (glucose) a

également été observé.

Mots clefs :

Voltammétrie cyclique, exaltation de la bioélectrocatalyse, nanogabarits viraux, nanocorps,

cinétique enzymatique.



Title:

Nanobody-mediated redox and enzymatic functionalization of icosahedral viral particles for
enhanced bio-electrocatalysis

Abstract:

The aim of this work is to study the catalytic activity of an electroenzymatic system
organized on viral particles adsorbed in a random array on electrode surfaces. Herein, the viral
particles used as nano-scaffolds were, for the first time, particles of icosahedral geometry
(quasi-spherical) with a diameter of ~30 nm, those of Grapevine Fan Leaf Virus (GFLV). The
redox enzyme quinoprotein glucose dehydrogenase (PQQ-GDH) and its redox mediator
ferrocene (Fc), carried by flexible polyethylene glycol (PEG) chains, were co-immobilized on
the adsorbed virus particles through an immunological assembly strategy to form an integrated
electroenzymatic glucose-oxidizing nanosystem. The originally developed assembly scheme
uses nanobodies, which have the same molecular recognition properties as antibodies, but are
much smaller (5 nm vs. 15 nm in diameter). Several types of nanobodies recognizing different
sites on GFLV were conjugated to the enzyme or to the Fc-PEG mediator and used as region-
specific macromolecular building blocks for their assembly on the virus. The catalytic activity
of the integrated system was studied at the ensemble scale by cyclic voltammetry.

A complete kinetic characterization of the enzymatic function of viral particles initially
decorated only with PQQ-GDH enzymes (in the presence of a soluble redox cosubstrate)
showed that simple immobilization of the enzyme on the GFLV capsid has no effect on the
kinetic scheme of the enzyme, nor on its catalytic activity. Thus, contrary to what is sometimes
reported for other nanoscaffolds (e.g., DNA origami), the small size and high electrical charge
of viral nanoscaffolds do not universally modulate the activity of redox enzymes, and certainly
not that of PQQ-GDH.

Co-immobilization of the enzyme and its cosubstrate (Fc-PEG chains) on the viral scaffolds
then allowed us to specifically study the kinetic effect of cosubstrate confinement to the GFLV
surface on PQQ-GDH activity. We found that co-immobilization induced enzymatic exaltation
by promoting cooperativity between the two subunits of the homodimeric enzyme via
"synchronization™ of their redox state. A decrease in inhibition of the enzyme by its substrate

(glucose) was also observed.



Keywords:

Cyclic voltammetry, nanoparticle-enhanced bioelectrocatalysis, viral nanoscaffolds,

nanobodies, enzyme Kinetics.
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Chapitre |

Introduction

1. Problématique et contexte bibliographique

Dans les cellules vivantes, de nombreuses enzymes impliquées dans les voies métaboliques
sont organisees en complexes enzymatiques supramoléculaires ordonnés, organisés sur des
protéines échafaudages.® Cette organisation a I'échelle nanométrique confére aux voies
synthétiques biologiques une efficacité et une spécificité inégalées. Il est donc tres tentant
d'essayer de reproduire cette organisation enzymatique naturelle pour concevoir des
bioréacteurs permettant la synthése de métabolites d'importance industrielle ou médicale, mais
aussi pour améliorer la sensibilité des capteurs enzymatiques.>* En paralléle, des études
fondamentales sont également nécessaires pour essayer de comprendre comment l'organisation
spatiale module l'efficacité catalytique des systemes enzymatiques naturels échafaudés. Pour
atteindre cet objectif, des systémes enzymatiques nanométriques modeéles ont été congus et leur
comportement fonctionnel a été étudié. >* Dans ces systémes, les enzymes sont généralement
assemblées a la surface ou a l'intérieur de supports de taille nanométriques, appelés
nanosupports (« nanocarriers ») enzymatiques,® qui peuvent étre par exemple des
nanoparticules inorganiques, des liposomes, des polyméresomes ou des origamis d'ADN.®
L'immobilisation conjointe de plusieurs enzymes différentes sur un seul nanosupport pour
reconstituer des cascades enzymatiques est d'un intérét particulier. Dans cette configuration,
plusieurs enzymes peuvent catalyser une série de réactions en cascade. Cette organisation
séquentielle est supposée étre un facteur clé de I'efficacité des nano-systemes enzymatiques

naturels.”*! Plusieurs cascades enzymatiques artificielles ont été assemblées sur différents
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supports et une amélioration (exaltation) de la catalyse a effectivement été observée dans
certains cas.!?® Cette exaltation a été initialement attribuée a un échange plus efficace des
métabolites entre les enzymes de la cascade (phénomeéne dit de « canalisation des
métabolites »).”* Cependant, il a été montré que, de maniére surprenante, 1’exaltation
catalytique était observée méme pour des systémes enzymatiques n’impliquant qu ‘un seul type
d'enzyme (et non pas une cascade).!®® Cet effet a été rapporté pour de nombreux types
d'enzymes,'”® comprenant des hydrolases,'®?° des protéases?'?? et des oxydoréductases,?®2*
immobilisées sur différentes particules de taille nanométrique, allant des nanoparticules d'or
aux nanotubes de carbone, aux nanofeuilles de graphéne et aux nanostructures d’ADN. 1l en
a été déduit que c¢’était en réalité I'exaltation catalytique des enzymes individuelles des cascades,
plut6t que la canalisation des métabolites, qui expliquait les performances accrues des systémes
multienzymatiques nano-échafaudés.?*2% Ainsi, plutdt que I'organisation nanométrique en elle-
méme, c'est le microenvironnement local créé par la particule-support qui induit I'exaltation

enzymatique. 262

Deux mecanismes principaux ont jusqu'a présent été proposés pour expliquer, au moins en
partie, cet effet du microenvironnement. Le premier est lié a la charge électrique importante
des nano-supports. 1l a été prouvé, par exemple, que la surface fortement chargée négativement
des échafaudages d’ADN peut rendre le pH local plus acide que celui de la solution, le
rapprochant ainsi du pH optimal des enzymes attachées.?®% L'altération de I'environnement
ionique local peut également affecter la spécificité enzymatique envers les substrats chargés,

ou moduler la cinétique par un effet de la force ionique locale.??°

Le deuxieme mécanisme proposé repose sur I'établissement d'interactions transitoires entre les
molécules de substrat enzymatique et I'échafaudage, tel qu'initialement identifié pour des
enzymes immobilisés sur des échafaudages d'’ADN, ou simplement décorées par des brins
d'ADN. 3234 Dans ces cas, il a été démontré que les interactions ADN-substrat conduisent a
une augmentation de l'affinité apparente des enzymes pour leur substrat, due a une
concentration de substrat plus élevée au voisinage des enzymes. De méme, I’interaction

d’inhibiteurs enzymatiques avec I'ADN peut entrainer une plus forte inhibition de I'enzyme.?

Dans I'ensemble, bien que les mécanismes responsables de I'amélioration catalytique induite
par les nano-échafaudages n‘aient pas tous été identifiés, le r6le joué par I'échafaudage lui-

méme semble décisif et nécessite une étude approfondie.®®
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Les particules virales, qui, comme I'ADN, présentent une densité de charge électrique trés
élevée, sont donc particuliérement intéressantes en tant que nano-échafaudages potentiellement
capables de conduire & une exaltation enzymatique.®-** Elles ont a ce titre été utilisés comme
nanoporteurs enzymatiques, pour étudier les effets de I'échafaudage sur l'activité enzymatique.
Les virus ont en outre 1’intérét d’étre des particules monodispersées, d’une taille allant du
nanometre au micromeétres, offrant une grande diversité de forme et une architecture hautement
ordonnée permettant un assemblage spatialement contréle de biomolécules. Dans la littérature,
on trouve de nombreuses publications ou l'activité catalytique de divers types de systémes
enzymatiques supportés par des virus a été évaluée, les molécules enzymatiques étant soit
attachées a la surface du virus,®414 soit encapsulées a l'intérieur.>”3940424345 Malgré toutes
ces études, aucun consensus ne se dégage quant aux effets sur la catalyse de I’immobilisation
des enzymes sur particules virales, car les résultats différent en fonction du systéme considéré.*
Dans de nombreux cas, les enzymes portées par les particules virales ont présenté la méme
activité que lorsqu'elles étaient dispersées librement dans la solution.®:3841-44 Dans d'autres cas,
l'activité des enzymes liées aux virus s’est trouvée soit améliorée,*® soit inhibée 394
L'interprétation de ces variations est assez complexe car de nombreux facteurs, tels que le
transport de masse du substrat vers/dans le nanosupport enzymatique ou lI'encombrement
macromoléculaire, peuvent simultanément moduler la vitesse de réaction globale. La question
de savoir si la cinétique de Michaelis-Menten peut étre appliquée pour analyser le
comportement des systémes enzymatiques a base de virus a méme été soulevée.®® C’est dire si
des travaux fondamentaux sur le fonctionnement catalytique de nanosystemes enzymatiques

échafaudés sont encore nécessaires.

D'un point de vue plus appliqué, la possibilité d'améliorer I'activité catalytique des enzymes
oxydant le glucose, immobilisées sur des électrodes est d'un intérét tout particulier en
bioélectrochimie. Dans ce domaine le but est de concevoir des biocapteurs électrochimiques
plus sensibles, des anodes de piles a combustible biologiques et des bioréacteurs plus
efficaces.*®*” Pour ces applications importantes, la glucose oxydase (GOx) et la glucose
déshydrogénase dépendante de la pyrroloquinoline quinone (PQQ-GDH), beaucoup plus active
que la GOx et insensible a I'oxygéne, sont les enzymes les plus largement utilisées. Une fagon
prometteuse d'améliorer leur activite bioélectrocatalytique est de les immobiliser sur des
surfaces d'électrodes nanostructurées.*®52 On s’attend a ce que la maitrise de l'architecture de
la surface a I'échelle nanométrique fournisse un environnement plus favorable a lI'enzyme,

évitant ainsi sa dénaturation induite par I'immobilisation. De plus, cela peut également
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améliorer la communication électrique entre les enzymes redox et I'électrode, notamment dans
le cas ou I'enzyme peut transférer directement d'électrons avec le matériau de I'électrode (cas
dit « Direct Electron transfert » ou DET).5%2 De méme, pour les systémes dits intégrés,* ou
I'enzyme et son médiateur redox sont co-immobilisés sur la surface de I'électrode, la
nanostructuration peut améliorer la vitesse a laquelle le médiateur transporte les électrons de

I'électrode vers I'enzyme.

A la recherche de nanostructures offrant un microenvironnement favorable aux enzymes, des
systémes intégrés basés sur I'ADN ont notamment été développés.>*>® Des hydrogels d'ADN
incorporant I’enzyme GOx et un médiateur ferrocéne ont notamment été décrits.>* Des brins
d'’ADN ont également été utilisés comme échafaudages biologiques pour assembler GOx et

ferrocéne.5%%

Bien que les travaux ci-dessus aient rapporté des résultats précieux, de nouvelles stratégies de
nanostructuration ou d'échafaudage doivent étre congcues pour améliorer encore les
performances catalytiques des électrodes enzymatiques intégrées. Il suffit pour s’en convaincre
de constater que, pour presque tous les systémes intégrés rapportés dans la littérature, le
turnover enzymatique apparent, c'est-a-dire le courant géneré par molécule d'enzyme, est
inférieur au turnover des enzymes natives en solution. Cela peut résulter du transport d'électrons

entre les relais redox qui est limitant, ou de I'inactivation partielle de I'enzyme.

Dans ce contexte, la possibilité d'utiliser des particules virales comme nanoporteurs d'enzymes
pour améliorer la réponse catalytique des systemes enzymatiques supportés par des électrodes
est a la fois pertinente et peu explorée. Dans des travaux pionniers, Wege et al. ont rapporté que
I'adsorption de virus en batonnet de la mosaique du tabac, fonctionnalisés avec la GOXx, sur une
électrode n'améliorait pas réellement la catalyse médiée par 1'02, mais améliorait
considérablement la quantité d’enzyme immobilisée et la réutilisabilité du capteur.t®°78 La
conception d'une bioanode portant un maillage aléatoire de particules de bactériophages M13
décorées avec la GOx a également été rapportée, mais dans ce cas, les particules virales étaient

"minéralisées" en étant revétues d'or afin de favoriser le transfert d'électrons directs (DET).*

C’est dans ce cadre que I’équipe Bionano du LEM, en étroite collaboration avec 1’équipe de
virologistes des plantes de Thierry Michon (Equipe Biologie du Fruit et Pathologie (BFP),
INRAe Bordeaux), a développe une thématique originale visant a I’exploration électrochimique
multi-échelle du fonctionnement catalytique de systémes électro-enzymatiques confinés sur

nanoparticules virales.>%-
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La présente thése s’inscrit dans cette thématique. Afin d’en expliciter la pertinence propre, il
est tout d’abord nécessaire de présenter quelques résultats clés des travaux de 1’équipe obtenus

précédemment.

2. Résultats antérieurs de I’équipe servant de fondations au présent travail

2.1. Explorer le fonctionnement catalytique de systémes enzymatiques redox confinés sur
nanoparticules virales.

L’¢équipe a commencé par CONCeVOIr un nano-systéme enzymatique modéle, constitue de
I’enzyme glucose oxydase confinée a la surface de particules virales de bactériophage fd

(virions flexueux de 900 nm de longueur pour 6 nm de diamétre), fournies par le Dr. Eric Grelet

} Gluconolactone Glucose

”) L\J WE .g/

cat

immunologique, en utilisant un anticorps Aléatoire  peclenchement électrochimique Orienté

du CRPP a Bordeaux.”® Les particules virales
(virions) ont été adsorbées sur électrode d’or,

puis décorées par I’enzyme par réaction

(IgG) primaire dirigé contre la coque protéique (capside) du virus et un 1gG secondaire
conjugué a I’enzyme, pour former ainsi un nanoréseau aléatoire de particules virales a enzymes.
La mise au point d’un procédé de peignage moléculaire a également rendu possible la formation
de réseaux de particules virales orientées. L’équipe a alors exploré I’influence de I’orientation
des particules virales a enzyme sur leurs performances catalytiques. La microscopie AFM in
situ a été utilisée pour suivre 1’édification des nano-systémes en surface, et la voltammétrie
cyclique pour en interroger la réponse catalytique. Cette approche expérimentale originale a
permis la caractérisation cinétique complete du fonctionnement des molécules d’enzymes
confinées sur nano-gabarit viral. Les résultats obtenus ont montré que le confinement de
I’enzyme GOx ne modifie pas son comportement cinétique, mais que |’orientation des
particules virales permettait de moduler la réponse des nano-systémes virus-enzymes, les
systémes a orientation aléatoire se montrant les plus performants. Ces effets restaient toutefois
assez faibles en magnitude, se traduisant par une modulation de la constante catalytique de

I’enzyme d’un modeste facteur 2.

L’équipe a ensuite cherché a assembler un systeme plus complexe, intégrant fonctions redox et

enzymatiques sur un méme gabarit viral, ¢’est a dire un systéme intégré tel que défini ci-dessus.
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2.2. Assembler un systéeme enzymatique redox intégre sur particules de bactériophage fd

L'équipe a crée un systéeme électro-catalytique intégré qui comprend une enzyme redox et son
co-substrat sur le méme support viral.®° Les particules du bactériophage fd ont été décorées par
un assemblage immunologique, qui inclut des anticorps conjugués a I'enzyme quinoprotéine
glucose déshydrogénase (PQQ-GDH) ainsi que des anticorps redox portant des chaines PEG

terminées par des groupements ferrocene (Fc).

2.3. Fonctionnement catalytique du systéme intégré sur particule virale : Etude a I’échelle
d’ensemble par voltammétrie cyclique.

Le fonctionnement catalytique de ce systéme intégré sur une particule virale a été étudié a
I'échelle d’ensemble par voltammeétrie cyclique. Les travaux ont montré que les performances
catalytiques du systeme intégré assemblé sur support viral étaient remarquables. Le courant
catalytique par molécule d’enzyme, un indicateur de Glucose Gluconic acid

High Efficienc
performance trop souvent négligé et pourtant le seul a \ ’ ' /
Q : \Q et 4 ( s )*

TS Au

Bioelectrocatalytic viral particle

étre pleinement significatif, obtenu pour le systeme f &
intégré Fc-PEG/PQQ GDH sur gabarit viral, dépasse de <
loin les valeurs rapportées dans la littérature. Ce résultat
« brut » illustre a lui seul I’intérét de I’organisation des systemes enzymatiques sur nano-

supports pour une biocatalyse plus efficace.

2.4. Fonctionnement catalytique du systéme intégré sur particule virale : Etude a I’échelle
de la particule virale individuelle par microscopie Mt/AFM-SECM.

L’équipe a alors cherché a caractériser le fonctionnement du systéme a 1’échelle de son

constituant élémentaire, celle de la particule virale individuelle.%! Elle a pour cela utilisé une

microscopie a médiateur électrochimique lié, couplée a e T e
. : . %, - »
I’AFM, la microscopie Mt/AFM-SECM, qu’elle a inventée. ?;,\\ /\S’\\ /(\ZJ\ J(\Z/"\S':

o 8- ®

Cette technique d’imagerie fonctionnelle corrélative utilise

une sonde combinée, capable de détecter des forces locales Bioelectrocatalytic viral particle
(comme une sonde AFM classique) et jouant également le réle
de microélectrode, et pouvant donc interroger la surface -n -

électrochimiquement. Elle a ici permis ’adressage de particules virales individuelles, c’est a

Topography

dire la mesure simultanée de leur topographie et de leur activité catalytique (sous la forme d’un
courant enzymatique traversant la sonde), représentées sous la forme d’images couplées (ci-
contre). Il a été ainsi possible d’étudier la distribution statistique de ces parameétres au sein de

la population de particules virales catalytiques, mais aussi leurs corrélations croisées. Grace a
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la tres haute résolution de la microscopie Mt/AFM-SECM, la répartition de 1’activité
catalytique le long des particules virales a pu étre cartographiée. Les images obtenues ont
révélé I’occurrence d’un « point-chaud catalytique », totalement inattendu, situé au milieu des
particules virales. Il a été montré que ce point-chaud pouvait s’expliquer par la propagation des
électrons le long du gabarit viral, associée a leur consommation enzymatique locale. Ce
mécanisme de transport de charge, résultant du couplage entre mouvement élastique des tétes
ferrocene et échange d’électron isotopique entre sites redox Fc/Fc+, a été modélisé comme un
processus diffusif 1D global, limité a la longueur de chaque particule. Le modele de
diffusion/réaction confiné sur gabarit viral développé a permis de se rendre compte de
I’existence, et de la position, du point-chaud catalytique, mais aussi de relier théoriqguement son
intensité a ’activité enzymatique. Ainsi a-t-il été possible de quantifier le fonctionnement

cinétique de I’enzyme a I’échelle de la particule virale individuelle.

2.5. Fonctionnement catalytique du systéme intégré a I’échelle de quelques molécules
d’enzymes par microscopie Mt/AFM-SECM.
Souhaitant démontrer plus avant sa capacité a sonder le fonctionnement enzymatique a I’échelle
nanométrique, I’équipe a entamé une collaboration avec la Dr. Christina Wege, biologiste de
I’Université de Stuttgart et spécialiste des applications en nanotechnologie du virus de la
mosaique du Tabac (TMV, virus en batonnet de ~ 300 nm de long pour 18 nm de diamétre).5!
Cette équipe maitrise le processus d’auto-assemblage du virus a partir des protéines de capside

et a été capable de fabriquer des TMV Topographie Courant de tip

ONEEETT 1 20nm 0 s 7 fA

I’extrémité de ces particules virales par le systerne intégré. L’ imagerie Mt/AFM-SECM a alors

présentant un domaine terminal

Eq=+030 VISCE A iy,

immunologiquement distinct du reste

In-situ

2 Ty

s - - .= sz e J\ ucose
de leur coque protéique. Il a ainsi été g ” G'

Gluconu:

possible de décorer sélectivement - o

permis de visualiser le fonctionnement de la dizaine de molécules d’enzymes occupant
I’extrémité du virus. Il s'agit d'un record en termes du plus faible nombre de molécules

d'enzymes interrogées par une technique d'imagerie électrochimique.

3. Objectifs de mon travail de thése

Ce travail de thése correspond en premier lieu a la volonté de I’équipe de franchir un pas de

plus vers la maitrise de I’organisation spatiale et du confinement des composants du systeme
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¢lectrocatalytique intégré sur particules virales. En effet, ’équipe avait jusqu’a présent utilisé
comme supports enzymatiques des particules virales de géométrie « linéaire » (flexueux, fd, ou
en batonnet, TMV), d’une taille allant de 300 a 900 nm. Aussi intéressant qu’ils soient, ces
supports n’offraient, en pratique, et au mieux que deux sites distincts d’assemblage des
constituants du systéme intégré : la capside virale et son extrémité. Cela est bien sir dd a la
structure méme de ces virus, qui ne sont constitués que de quelques protéines distinctes. Ces
protéines peuvent étre présentes en de nombreuses copies, telles les protéines de capside, ou en
quelques exemplaire seulement situés a I’extrémité des particules virales. Ainsi pour ces Virus,
non seulement seuls 2 types de sites sont offerts mais leur abondance différe grandement.
L’équipe a donc recherché de nouvelles particules virales offrant une plus grande diversité de
sites d’ancrage. Le Dr. Thierry Michon a alors guidé notre choix vers le virus du court noué,
ou GFLV (Grapevine fan leaf virus) un virus de la vigne dont le Dr. Christophe Ritzenthaler,
du laboratoire de Biologie Moléculaire des Plantes de Strasbourg (BMP), est spécialiste. Le
consortium interdisciplinaire, alliant nanotechnologie virale et électrochimie, formé par les

équipes BFP et LEM, s’est donc enrichie de I’équipe BMP a I’occasion de cette thése.

La structure du virus GFLV sera présentée en détail plus loin, il présente davantage d’exposé
de trés nombreux sites immunologiquement distincts a sa surface, organisés suivant une
topographie 3D parfaitement connue. Sa géométrie icosaédrique (presque sphérique) differe
des supports viraux utilisés précédemment par I’équipe, offrant ainsi un moyen d’étudier
I’éventuel effet d’un changement de géométrie du nanosupport sur la catalyse. La particule de
GFLYV est de surcroit bien plus petite que celles utilisées jusqu’a présent, puisque son diameétre
n’est que 30 nm. Il en résulte un plus grand confinement spatial du systéme enzymatique
reconstitué a sa surface, permettant d’etudier la relation entre dégré de confinement et activité

catalytique.

La stratégie de décoration des particules virales par le systeme intégré, jusqu’alors basée sur
I’emploi d’anticorps (1gG), a d0 étre repensée pour s’adapter a la taille plus réduite de ce
nouveau nanosupport. En effet, les IgG ont un diamétre de I’ordre de 15 nm, ce qui signifie
qu’un nombre limité de ces molécules peut décorer des particules de GFLV, a peine plus
grandes. Nous avons donc décidé d’utiliser des nanocorps, des molécules biologiques aux
propriétés de reconnaissance moléculaire identiques a celles des IgG, mais d’une taille de
I’ordre de 5 nm. La structure de ces biomolécules, et leur usage comme « vecteurs de
décoration » des GFLV sont détaillés plus loin dans le manuscrit. Signalons néanmoins des

maintenant que le Dr. Ritzenthaler est un pionnier de la production et de la caractérisation de
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nanocorps anti-GFLV, et qu’il a pu mettre a notre disposition une collection de nanocorps
reconnaissants des épitopes différents, dont I’agencement spatial autour de la capside est
parfaitement connu. Par rapport aux travaux précédents de I’équipe, Il s’agit la d’un apport
important en terme de maitrise potentielle de 1’agencement des composants biomoléculaires du

systéeme intégré sur un support viral.

Ces travaux de thése ont bien slr béneficié des savoir-faire développés précédemment par
I’équipe, en matiére d’assemblage immunologique du systéme intégré sur gabarits viraux
adsorbés en surface d’électrode. Mais nous verrons que le changement de géométrie et de taille
du virus, ainsi que le passage aux nanocorps a nécessite de reconsidérer certains de ces savoir-
faire. Ces aléas nous ont empéché d’aller jusqu’a la caractérisation du fonctionnement du
systeme a I’échelle de la particule unique (par Mt/AFM-SECM), comme nous 1’espérions
initialement. Nous avons pu néanmoins assembler et caractériser en détails 1’activité catalytique
du systeme intégré échafaudé sur particules de GFLV a I’échelle d’ensemble, par voltammétrie
cyclique. Cela nous a permis d’explorer les effets cinétiques de I’échafaudage sur particules de
GFLV de I’enzyme PQQ-GDH, initialement immobilisée seule, puis comme composante du

systeme intégré complet.
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Chapitre |1

Les composants moléculaires de I’assemblage

Au chapitre précédent, nous avons introduit les principaux résultats obtenus par le groupe
concernant les performances catalytiques du systeme intégré immobilisé sur des particules
virales de fd'2et de TMV?, telles que sondées par voltammétrie cyclique a I'échelle d'ensemble,
c'est-a-dire a I'échelle de millions de particules de fd ou de TMV décorées adsorbées sur la

surface de I'électrode.

Nous avons présenté également 1’objectif de ce travail qui consiste a étudier I'effet de
I'utilisation d'un virus de géometrie différente et de taille inférieure a ceux utilisés
précédemment pour immobiliser les composants actifs du systeme intégré. Comme il a été
mentionné dans le chapitre précédent, nous proposons dans cette étude d'utiliser comme nano-
gabarits, pour la premiére fois, des particules virales de GFLV. De plus, nous avons opté pour
un nouveau schéma de montage immunologique, faisant non plus appel a des anticorps, mais a
des nanocorps. Le présent chapitre propose de présenter en détails les composants moléculaires
de ce nouvel assemblage, a commencer par le virus, les nanocorps et leur fonctionnalisation

enzymatique et redox.

1. Les composants moléculaires du systéeme

1.1. Levirus GFLV : généralités, structure

En nanotechnologie, on utilise principalement deux types de particules virales : les

bactériophages* et les virus de plantes.® Ces nanoparticules sont sans danger pour les étres
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humains, leur organisation supramoléculaire est relativement simple, et elles peuvent étre
modifiées génétiquement et chimiquement. De plus, elles peuvent étre produites en grande
quantité dans des conditions de biosécurité optimales.

Dans ce travail, nous avons sélectionné un type de virus de plante sphérique appartenant

a la famille des Comoviridae du genre Nepovirus, le virus du court-noué, le GFLV.®

Ce virus possede un génome bipartite d’ARN a brin positif. C’est un virus icosaédrique
non enveloppé d’environ 30 nm de diamétre. Il est formé de 60 sous-unités de protéine de
capside (CP) identiques de 56 kDa, disposées selon une pseudo symétrie T = 3. La résolution

de la structure virale de GFLV a été déterminée & 2,7 A (voir Figure 1).”

Le choix du GFLV comme nano-gabarit s’explique par sa petite taille et sa forme quasi-
sphérique. La structure du GFLV permet un confinement spatial élevé pour le systeme
enzymatique,®® ce qui peut a priori favoriser I'exaltation de 1’activité bioélectrocatalytique de
I’enzyme. De plus, le GFLV est unique en ce sens que sa protéine capsidiale peut accueillir des
fusions N- et C-terminales, permettant I'emprisonnement, ou I'exposition, de protéines entieres

dans la cavité intérieure ou sur la surface externe des particules, respectivement.®

30 nm

Particule virale de GFLV, genre
nepovirus

Figure 1. Présentation simplifiée d’une particule virale de GFLV.
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1.2. Des anticorps aux nanocorps

Les anticorps, ou immunoglobulines, sont un groupe de glycoprotéines capables de
reconnaitre et de neutraliser les antigénes.!*'? Comme le montre la Figure 2A, il s’agit de
structures canoniques d'environ 150 kDas formés de deux chaines lourdes (CH) et de deux
chaines légeres (VL) qui sont reliées par des liaisons disulfure. Chaque chaine lourde est
composée d'un domaine variable (VH) et de trois ou quatre domaines constants (CH1, CH2,
CH3 et CH4). A son tour, chaque chaine légére est également composée d'un domaine variable
(VL) et d'un domaine constant (CL). Ainsi, un anticorps IgG complet est constitué de deux
chaines lourdes et deux chaines légeres, pour un total de deux VH, deux CH1, deux CH2, deux
CH3, et deux CL.

Grace aux avancées en ingénierie des protéines, de nouvelles stratégies pour le
développement d'anticorps ont permis la création de molécules avec des caractéristiques
spécifiques compatibles avec des applications diagnostiques ou thérapeutiques,®® tout en
préservant la spécificité, la capacité de reconnaissance et la neutralisation des antigénes!*26 Les
constructions recombinantes ont ainsi permis la production de différents fragments d'anticorps,
tels que les fragments de type F(ab) (55 kDa), les fragments variables a chaine unique de type
scFv (25 kDa) et leurs complexes modifiés, constituant des variants, les diacorps bispécifiques

et les mini-anticorps!’ (voir Figure 2B).

Au début des années 1990, Hamers-Casterman et al. ont découvert que les sérums de
chameaux, de dromadaires et de lamas contenaient un type particulier d'anticorps qui ne

contient pas de chaine Iégere (anticorps a chaine lourde HcAD).

Ces anticorps a chaines lourdes (HCADbs) [IgG2 et 1gG3, 90 kDa], (voir Figure 2C), se
caractérisent par 1’absence du domaine variable et constant de la chaine 1égere et du premier
domaine constant CH1 dans la chaine lourde. Ceci leur confére une architecture plus compacte
que celle des 1gG conventionnels.®2° En raison de I'absence d'un domaine VL dans les HCADs,
le domaine variable de la chaine lourde des HCAbs ne contient qu'une seule interface

d'interaction avec l'antigéne formée par un seul domaine N-terminal (VHH).?1:22

Cette découverte d'anticorps a chaine lourde (HcAb) chez les camélidés a ouvert la voie a
une bio-ingénierie plus simple et a une production reproductible de fragments d’anticorps a

petit domaine unique, les VHH, aussi appelés nanocorps (Nbs).
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®

Fab (~55 kDa) Diabody bispecific (~50 kDa)

"4

scFv (~25 kDa) Minibody bivalent (~110 kDa)

Fab / ? Q\}%

~150 kDa

% R &

19G2
~90 kDa

Figure 2. Représentation schématique?® d'un anticorps conventionnel (A), de fragments dérivés d'anticorps (B) et
d'un anticorps & chaine lourde tel qu'on le trouve dans le sérum des camélidés (C). L'anticorps conventionnel se
compose de deux chaines lourdes identiques et de deux chaines légéres identiques qui sont reliées par des liaisons
disulfure. Les domaines VH et VL constituent la région de liaison & l'antigéne. L'anticorps a chaine lourde
uniquement (C), est dépourvu du domaine CH1 et de la chaine légére complete. La région de liaison a I'antigene
est formée par un seul domaine VHH. Les nanocorps sont basés sur ce plus petit fragment fonctionnel d'une

immunoglobuline naturelle.

Malgré leur petite taille, environ 15 kDas (4 nm de longueur et 2,5 nm de largeur), les
Nbs conservent une grande affinité et une grande spécificité pour la reconnaissance de
I'antigéne, équivalentes aux Fab des 1gG conventionnels.?%?* Structurellement, les Nbs sont

composés de feuillets B-antiparalleles stabilisées par une liaison disulfure interne.

Le Nb est donc le plus petit fragment reconnaissant un antigéne connu a ce jour. Sa
structure monomeérique le rend tres facile a cloner a partir des ARNm des lymphocytes B et a

produire dans différents organismes tels que les bactéries, les levures et les plantes. Sa taille lui
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permet I’acces et la reconnaissance d’épitopes non reconnus par les antigénes conventionnels.
Sa composition simple chaine le rend facile a fusionner avec différentes autres protéines sans

altération de sa capacité a reconnaitre I’antigéne.?!

Dans ce travail, d a leur petite taille, les nanocorps sont considérés les candidats ideaux pour
décorer efficacement les virions GFLV adsorbés a la surface avec, a priori, peu de contraintes
stériques.

Dans l'idée initiale de développer un outil moléculaire pour étudier la spécificite de
transmission du GFLV, le Dr Christophe Ritzenthaler a congu une collection de 23 Nb
spécifiques du GFLV,%?° représentant une large diversité d'épitopes reconnus car appartenant
a 11 familles différentes?®. Parmi ces différents Nbs, les Nbs 59 et 75 ont été ici choisis comme
vecteur d’assemblage des composants macromoléculaires “actifs” du systeme intégre, I'enzyme
PQQ-GDH et les chaines Fc-PEG, sur les particules virales de GFLV. Ces deux nanocorps (non
compétitifs) ont des épitopes différents sur le virus,?® dont la distribution spatiale est
parfaitement connue, ils présentent une grande affinité pour le GFLV (constante de dissociation

de I’ordre de 10 nM), ce qui permet a priori leur fixation quasi-irréversible sur le virus.

1.3. L’enzyme glucose déshydrogénase PQQ-GDH

La PQQ-GDH est une enzyme homodimérique constituée de deux sous-unités de 50 kDa
chacune.?” Chaque monomére de GDH contient une quinone pyrroloquinoline PQQ (voir
Figure 3). Cette enzyme a besoin de la présence du cofacteur PQQ pour qu’elle soit entierement
catalytiquement active. Ce cofacteur, également appelé groupe prosthétique se lie d’une fagon
non covalente a la protéine. L'apoenzyme est la forme inactive de I'enzyme qui ne contient pas
le cofacteur PQQ, tandis que la forme active, obtenue aprés incorporation de PQQ, est appelée

holoenzyme.

—COOH

HOOC COOH

Figure 3. Groupe prosthétique PQQ de ’enzyme glucose déshydrogénase GDH
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L'enzyme contient également six ions Ca?*, dont quatre sont impliqués dans la
dimérisation des sous-unités et les deux autres dans l'activation des deux molécules de PQQ
(voir Figure 4). Cette enzyme se retrouve dans plusieurs bactéries gram-négatives, telles que
Acinetobacter calcoaceticus.?® Il existe deux types de GDH fonctionnelles qui peuvent étre
extraites des bactéries : la GDH soluble, ou sGDH, qui se trouve dans le cytoplasme, et la GDH

liée a la membrane, ou mGDH. Dans mon travail de thése, ’enzyme sGDH a été utilisée.

Figure 4. Diagramme en ruban de la structure globale de I”’homodimére sGDH. Les ions calcium sont représentés

par des spheres vertes.

La GDH présente une large spécificité pour I'oxydation des sucres aldoses (hexoses,
pentoses, mono- et disaccharides) en lactones correspondantes et la réduction d'accepteurs
d'électrons artificiels. Elle présente une activité catalytique particulierement élevée envers le
glucose. Dans le contexte des applications bio-électro-analytiques, il serait tres souhaitable de
trouver un moyen d'améliorer l'activité catalytique des enzymes d'oxydation du glucose
immobilisées sur électrode, car cela pourrait étre la clé pour la conception des bio-pile plus
puissantes. La glucose déshydrogénase (PQQ-GDH), beaucoup plus active et insensible a
I'oxygéne, en comparaison avec le glucose oxydase (GOXx), fait partie des enzymes redox les

plus largement utilisées pour ces applications importantes.

Le mécanisme d'oxydation du glucose par I'enzyme PQQ-GDH a été largement étudié au
cours des derniéres décennies.?®3! Une analyse cinétique détaillée des réponses catalytiques
électrochimiques, conduisant a une caractérisation sans ambiguité de chaque étape individuelle

du mécanisme d’oxydation du glucose par la PQQ-GDH, est rendue difficile compte tenu de
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I'interférence, en plus du mécanisme de ping-pong habituel, de I'inhibition de I’enzyme par son

substrat et des effets de coopérativité entre les deux sous-unités identiques de I'enzyme.

En premiere approche (simplifiée), le mécanisme d’oxydation du glucose par la
PQQ-GDH peut étre considéré comme un mécanisme de ping-pong, décrit par deux demi-
réactions, complétées par la réaction d'inhibition de I'enzyme par le substrat. Globalement, le

mécanisme de la réaction catalytique suit les étapes successives suivantes.

On se place dans le cas ou I’enzyme est mise en ceuvre avec un cosubstrat monoélectronique
dont la forme active ‘oxydée’, O, est produite a partir de sa forme inactive (réduite), R a une

électrode :
Oxydation réversible du cosusbtrat redox monoélectronique a 1’électrode :
R 20 + e

Demi-réaction oxydative de I'enzyme avec le cosubstrat oxyde :

kox
20 + PQQ — GDH,eq — 2R + PQQ — GDH,,

PQQ-GDHyeq et PQQ-GDHox sont respectivement les formes entiérement réduite et oxydée de

I'enzyme.
Kox est la constante de vitesse de second ordre pour I'oxydation de I'enzyme par son cosubstrat.

Demi-réaction réductrice de I'enzyme avec le glucose :
kq

kca
G + PQQ— GDHox 2 [G/PQQ — GDHoy %" Glu + PQQ — GDH, oy

1

Ou G et Glu sont respectivement le glucose et I'acide gluconique.
keat €St la constante de vitesse catalytique de I'enzyme,

ke et k1 sont les constantes de vitesse pour la formation/dissociation du complexe (réactif)

enzyme/glucose.

La demi-réaction réductrice est cinétiqguement caractérisée par kcat et Ku, la constante de

Michaelis-Menten de I'enzyme pour le glucose, donnée par :

— k—l + kcat

K
M ky

L'inhibition réversible de I'enzyme par le substrat (glucose) est décrite par la réaction :
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K;

PQQ — GDH,.q + G 2 PQQ — GDH;
ou PQQ-GDH; est la forme inhibée de I'enzyme et K; la constante d'équilibre pour sa formation.

La loi de vitesse globale pour la GDH catalysant I'oxydation du glucose en solution, avec une
forme soluble du médiateur redox monoélectronique comme cosubstrat, est donc globalement

donnée par:

[GDH]
Vgz = 1

k0] (1+K,C)) +

1 Ky
+
kcat C;

kcat

ol vg; est la vitesse enzymatique, [GDH] et C’y sont respectivement les concentrations

d'enzyme et de glucose.

Si I'on considére maintenant le mécanisme de réaction de la PQQ-GDH plus en détail, il
faut rappeler que la PQQ-GDH est en fait une enzyme dimérique, et que chaque monomere a
un site catalytique contenant un groupe prosthétiqgue PQQ. Cette enzyme présente une
coopérativité cinétique positive. Cela signifie que la liaison du glucose a I'un des monomeres
accélere la réaction entre le glucose et I'autre monomeére. 1l a été observé que la concentration
en cosubstrat module I'influence de la coopérativité sur le comportement cinétique global de la
PQQ-GDH?. Deux situations cinétiques limites peuvent étre atteintes : a faible concentration
en cosubstrat, un mode non coopératif domine, tandis qu'a forte concentration, la coopérativité
entre en jeu et I'enzyme adopte un mode entiérement coopératif. Heureusement, la loi de vitesse
globale donnée ci-dessus peut étre appliquée a ces deux modes. Seules les valeurs individuelles

de Keat, Kox, Km et Ki différent d'un mode a l'autre3?.

2. Le nanocorps a fonction enzymatique : préparation et caractérisation

Afin d’immobiliser I’enzyme de fagon régio-sélective sur le GFLV nous avons fait le
choix d’utiliser une protéine de fusion entre le Nbzs et PQQ-GDH. L'extremité N-terminale du
Nb7s a été liée a I'extrémité C-terminale de PQQ-GDH. Le choix du sens de la fusion a été
déterminé par le sens de dimérisation des monomeres de I'enzyme GDH. En effet, I'extrémité
N-terminale de chaque monomere de GDH est impliquée dans la face de dimérisation de
I’enzyme, une étape cruciale pour que cette derniere soit active, alors que I’extrémité C-

terminale est située dans la périphérie de I'enzyme, la rendant accessible.
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Pour éviter les obstacles stériques, nous avons ajouté un lien flexible avec la séquence

(GGGGS)2GGGS entre les chaines de nanocorps et d'enzyme.

La PQQ-GDH active étant un homodimére®, la production a finalement abouti a la
formation d’une apoenzyme constituée d'un dimere GDH-Linker-Nbzs de 130 kDa (voir Figure
5). 1l convient de souligner que la fusion a été choisie a la place de la conjugaison chimique
entre la GDH et le Nb, car cette derniére méthode comporte davantage de risques de

désactivation de lI'enzyme.

Figure 5. Diagramme en ruban de la structure globale de la protéine de fusion GDH-Nb7s dimérique obtenue a la

fin du processus de production.

2.1. Production de la proteine de fusion GDH-Nb7s

La majorité des Nb sont produits dans le périplasme d'E. coli*®alors que la SGDH se trouve
dans le cytoplasme.?® Comme la production de la protéine GDH-Nbzs résulte de la fusion de
deux protéines différentes, GDH et Nbzs, qui sont issues de compartiments cellulaires
différents, il était difficile de prédire ou la protéine de fusion serait produite. C'est pourquoi
nous avons décidé de réaliser deux productions distinctes, I'une dans le compartiment
périplasmique et l'autre dans le compartiment cytoplasmique, afin de maximiser les chances

d'obtenir une quantité suffisante de protéine de fusion GDH-Nbzs.
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2.1.1. Production périplasmique

Pour produire la protéine de fusion GDH-NDbys, cette derniere a été clonée pour présenter
le signal pelB en extrémité N-terminale de la GDH et une étiquette 6His en extrémité C-
terminale du Nb7s. La présence d’un peptide signal pelB, en amont de la séquence de la
protéine, permet leur adressage vers le périplasme bactérien, favorisant leur structuration et leur
repliement corrects dans cet environnement. Les fragments PCR amplifiés ont été recombinés
avec un vecteur d’expression bactérienne (pET-GG) selon la technologie Golden Gate. Des
bactéries BL21(DE3) et un milieu auto inductible ont été utilisés. Les extraits périplasmiques
issus de cette production ont été obtenus par choc osmotique et ont été purifiés par
chromatographie d’affinit¢ de type HisTrap, suivie d’une chromatographie d’exclusion de
taille. A la sortie de cette derniére, aucun pic d’élution n’est apparu montrant que la production

de la protéine GDH-Nb7s-6His n’est pas périplasmique.
2.1.2. Production cytoplasmique

Pour la production cytoplasmique, le peptide signal pelB a été remplacé par une
méthionine dans les vecteurs d’expression, puis la protéine de fusion a été produite a partir de
bactéries BL21. Les extraits cytoplasmiques ont été également purifiés par chromatographie
d’affinité de type HisTrap, suivie d’une chromatographie d’exclusion. A la sortie de la
chromatographie d’exclusion, la protéine de fusion GDH-Nbys a été collectée dans des fractions

correspondantes aux différents pics d’élution présentés en Figure 6.
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Figure 6. Spectre d’élution des protéines a la sortie de la chromatographie d’exclusion de taille, obtenu lors de la
production cytoplasmique de la GDH-Nbys-6His. Les barres verticales rouges correspondent aux différentes
fractions récoltées.

Puisqu’en sortie de la chromatographie d’exclusion, on a obtenu plusieurs pics d'¢lution
et donc plusieurs populations de protéines, nous avons fait un gel SDS-PAGE pour identifier

les fractions qui correspondent a notre protéine d’intérét la GDH-Nbzs-6His (voir Figure 7).

Sachant que le gel SDS-PAGE est un gel dénaturant, la protéine de fusion GDH-Nb7s est
monomérique lors de ’analyse. Et sachant que la masse moléculaire du Nb7s est de 15 kDa,
celle de la GDH monomérique est de 50 kDa, la masse moléculaire de la protéine cible
monomérique est donc de 70 kDa. Apres I'analyse du gel (voir Figure 7), les fractions B2, Bs,
B4 et Bs, formant le premier pic élué présenté en Figure 6, montrent une bande d'environ 70
kDa, qui correspond a notre protéine d'intérét GDH-Nb7s-6His. Les autres fractions présentent
des bandes qui ne sont pas considérées comme pertinentes. La concentration des échantillons

est mesurée par spectre UV-visible.
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Figure 7. Analyse des fractions B, Bs, B4 et Bs contenant la GDH-Nbzs-6His purifiée par chromatographie
d’affinité suivie d’une chromatographie d’exclusion de taille, produits a partir des bactéries BL21 ; L’échelle de
poids moléculaires est reproduite a gauche du gel, en kDa. La bande 70kDa, correspondant a notre protéine

d’intérét monomérique, est encadrée en rouge.

2.2. Incorporation de la PQQ

La production cytoplasmique de la protéine de fusion GDH-Nbzs, a abouti a la génération
de ’apoGDH-Nb7s dimérique (Figure 5). La protéine de fusion est sous la forme dimérique vu
la présence de Ca?* dans les tampons d’élution. Cependant la souche d'E. coli utilisé pour
produire la protéine de fusion GDH-Nb7s ne produit pas de PQQ ni aucun autre chromophore
ayant une affinité pour la protéine.3 Il est donc nécessaire d’incorporer le PQQ au GDH-Nbzs

pour rendre 1’enzyme active.

Le protocole d’incorporation, c.-a-d. de reconstitution de la forme holo de GDH-Nb7s a
partir de 1’apoenzyme correspondante, a été légérement modifié par rapport a celui de la
littérature.?®3%34 | ’apo-GDH-Nb7s a été mélangée a un excés de PQQ dans un tampon
contenant de Ca?* et incubée pendant 30 minutes & température ambiante. Ensuite, I'excés de

PQQ a été éliminé par centrifugation a I'aide d'une membrane Nanosep de 30 kDa.
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L’apparition d’un pic a 352 nm (voir Figure 8) dans le spectre UV-visible de I’holo
enzyme, confirme I’incorporation de la PQQ dans la matrice protéique. La diminution
d’absorbance a 280 nm est principalement due a une perte de protéine sur la membrane

Nanosep.

0.5
Absorbance (u.a.)
04
0.3

0.2

0.1

0.0
250 300 350 400 450 500

Longueur d’onde (nm)

Figure 8. Spectre d’absorbance de I’apo GDH-Nbys avant incorporation de la PQQ (courbe rouge) et apres

incorporation de la PQQ (holo GDH-Nbyzs, courbe noire). Spectre enregistré dans 100 mM phosphate pH 7.1

L'ajout ultérieur de glucose a conduit a une légére augmentation et a un déplacement du
maximum d'absorption vers 338 nm (voir Figure 9). Ce changement est dd a la réduction de la
PQQ li¢e a I’enzyme, qui est convertie en sa forme réduite PQQHo.. Cette derniére a en effet un
maximum d'absorption a une longueur d'onde plus faible que celle de sa forme oxydée. Le
changement de longueur d'onde permet donc de s’assurer de la bonne réduction de
I'noloenzyme GDH par le glucose, et donc, d’une fagon qualitative, de I’activité de 1’enzyme.
Reste a caractériser le fonctionnement enzymatique plus en détails et a le comparer a celui de

I’enzyme native.
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Figure 9. Spectre d’absorbance de I’holo GDH-Nbys. Spectre enregistré dans 100 mM phosphate pH 7.1, la courbe
en noire représente le spectre de 1’holo GDH-Nbzs oxydée avant ajout de 1 mM de glucose et la courbe en rouge
représente le spectre de 1’holo GDH-Nbyzs réduite aprés ajout de 1 mM de glucose. La perte d’absorbance a 280

nm est due a la dilution par I’injection de glucose.

2.3. Mesure de activité de la GDH-Nb7s reconstituée

La méthode utilisée (voir Figure 10) pour vérifier I’activité de la GDH-Nbzs et la

comparer a celle de la GDH native, est inspirée de la littérature.?

Une concentration connue de GDH-NB7s a été introduite dans une cellule
spectrophotométrique contenant un mélange de deux accepteurs d'électrons, le 2,6-
dichlorophénol-indophénol (DCPIP) et le méthosulfate de phénazine (PMS). L'action

enzymatique a été déclenchée en introduisant du glucose dans la cellule.
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Figure 10. Schéma présentant le principe du test d’activité de 1’holo GDH-Nbys en solution. Le glucose est oxydé
par I’holo GDH-Nbys, les électrons seront finalement acceptés par le DCPIP oxydé (DCPIP,y) pour former sa

forme réduite (DCPIPreq). La disparition de DCPIP est suivie par spectroscopie UV visible a 600 nm.

La GDH-NDb7s oxyde le glucose et les électrons sont initialement acceptés par le PMS puis
finalement par le DCPIP. La conversion de ce dernier de sa forme oxydée bleue a sa forme

réduite incolore a été suivie en enregistrant I'absorbance de la solution & 600 nm (voir figure
11).

Concentration du
1.2
Absorbance (u.a.) glucose (mM)
1.0 0
0.8 3
0.6 >
—_— 10
04
— 50
0.2 100
0.0 Temps (s) 250
0 100 200 300 400 500 600 >00

Figure 11. Test d’activité de la GDH-Nbys. Décroissance de 1’absorbance du DCPIP (utilisé comme accepteur
d’électron) oxydé en fonction du temps, pour différentes concentrations de glucose. Concentration en enzyme
utilisée 20pM, tampon phosphate pH 7 50mM, température 25°C.

La vitesse initiale de decroissance de I'absorbance est utilisée pour déterminer la vitesse

enzymatique, exprimée en concentration molaire de DCPIP (et donc de glucose) converti par
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seconde. Cette vitesse est alors divisée par la concentration de I’enzyme afin d’obtenir une
constante de vitesse apparente de premier ordre kapp (en s). En tragant cette valeur en fonction
de la concentration de glucose, [G], on obtient une courbe cinétique quantifiant I'activité

enzymatique, voir Figure 12A.

GDH-Nb,. GDH Native
40001k, (s) . A B ) Kapp (5%) | 4000
3000 - 3000
2000 - " | 2000
1000 - L 1000
0 : : : : : :
10 100 1000 10 100 1000
Log([G] (mM)) Log([G] (mM))

Figure 12. Test d’activité de la GDH-Nbzs. Courbe A et B montrant la variation de la constante de vitesse
apparente de premier ordre kapp en fonction de la concentration de glucose, pour la GDH-Nbys et de la GDH

native, respectivement. Les valeurs de kapp de la GDH native sont tirées de la littérature.®

On peut observer que les courbes cinétiques mesurées pour la GDH-Nbzs, Figure 12A, et
pour la PQQ-GDH native, Figure 12B,* sont similaires : elles sont toutes deux en forme de
cloche (inhibition par le substrat), avec une valeur maximale de kapp d'environ 4000 s, atteinte
pour une concentration de glucose dans la méme région d'environ 100 mM. Ce résultat montre
que l'activité enzymatique de la fusion GDH-NBy7s est similaire a celle de la PQQ-GDH native.
On en conclu que la présence du Nbzs n’a pas altérée le fonctionnement de I’enzyme GDH et

que celle-ci est pleinement active au sein de la protéine de fusion.
3. Le nanocorps redox : préparation et caractérisation

Des chaines Fc-PEG ont éte conjuguées chimiquement a une protéine de fusion entre le
Nbsg et la GFP. Ce schéma de conjugaison met en jeu une réaction de couplage covalent « type
amide » entre la fonction ester activée NHS portée par la molécule, NHS-PEG-Fc, synthétisée

au laboratoire, avec les amines primaires (lysines) exposées en surface des protéines.
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Nous avons opté pour une fusion Nbso.GFP, plutét que simplement Nbsg, en tant que
porteur de Fc-PEG afin de minimiser la perte potentielle des capacités de reconnaissance
moléculaire de Nbsg par la fixation des chaines PEG encombrantes (rayon de Flory de 5 nm).
L'idée était de diriger « statistiquement » la conjugaison chimique ciblant les amines primaires
vers la GFP plutdt que vers le Nb, car ce dernier présente beaucoup moins de groupes lysine
que la GFP. En effet, la structure primaire de la GFP se compose d'environ 19 résidus de lysine
alors que celle du Nb ne présente que 6 lysines. Le schéma du processus de PEGylation redox
du nanocorps Nbse-GFP, comprenant la préparation et la purification, est reproduit en Figure
13.

Ferrocene (Fc) ® PEG ~ Succinimidyl ester -
e 5 8 NH, gl 25 NH,/Nbgy-GFP
0 - : L ~NH,  Accessible pour la
@\/\N)K/\o’{’\/o‘}\g\o O-N .'.NHZ i bioconjugaison
F n-~ P
Fc-PEG-NHS ’ NH,” NH,
/
/
Réaction pH 8.0 /
4h, température
ambiante, a I'abri \\ o
de la lumieére I:fN_OH
NHS

Y?.

- . _q'. 8 PEG-Fc /Nbg,-GFP

jL L om ° Purification PG é
- - Fc-PEG-Nbg,-GFP
Fc-PEG NH“ ;

3 o7 O

J\%W - Chaines de Fc-PEG

n’ayant pas réagi

Figure 13. Représentation schématique du marquage redox du nanocorps Nbse-GFP avec le dérivé Fc-PEG-NHS

réactif aux amines, suivi d'une purification ultérieure.

La procédure de bioconjugaison peut étre divisée en 3 étapes différentes :

Echange de tampon du Nbse-GFP & pH 8 et concentration de I'échantillon :
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La solution du Nbso-GFP anti GFLV a été centrifugée pour concentrer 1’échantillon et le faire

passer dans un tampon a pH 8, ou la fonction NHS est a la fois stable et réactive.
Reéaction du Nbsg-GFP avec le Fc-PEG-NHS :

La solution du Nbsg-GFP a été mise en contact avec le Fc-PEGasoo-NHS a température

ambiante, dans I'obscurité pour 4h.
Purification du nanocorps redox Fc-PEG-Nbsg-GFP :

Une fois la réaction de bioconjugaison terminée, une étape de purification a été realisee pour
séparer les molécules de Fc-PEG-Nbso-GFP des chaines Fc-PEG non attachées. Pour assurer
I'élimination compléte des chaines Fc-PEG non attachées, le Fc-PEG-Nbsg-GFP nouvellement
synthétisé a été soumis a 6 cycles de concentration/dilution sur unité de filtration ayant un seuil
de coupure de 30 kDa. Apres chague étape de centrifugation, les molécules de protéines Nbse-
GFP marquées par Fc étaient retenues dans le concentrét, tandis que les chaines Fc-PEG non
attachées passaient librement a travers la membrane dans I'éluat. Ce dernier a été analysé par
spectrophotométrie UV-visible afin de surveiller 1’évolution des bandes d'absorption
caractéristiques des chaines Fc-PEG libres et des groupes NHS. L'absorbance de I'éluat a
diminué progressivement apres chaque étape d'ultrafiltration, ce qui démontre que les chaines
Fc-PEG libres ont été progressivement éliminées du concentrat. Apres 6 cycles, les chaines Fc-
PEG n'étaient plus détectables dans I'éluat, assurant que le concentré ne contenait que du Fc-
PEG-Nbsg-GFP, Figure 14.
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Spectres des filtrats-centrifugation 1,2 et 6
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Figure 14. Spectres d'absorption UV des filtrats obtenus aprés chaque centrifugation lors de la purification du

Fc-PEG-Nbse-GFP. Les courbes noire, rouge,et bleue représentent respectivement les 18me, 2éme, gt géme

centrifugations.

3.1. Détermination du degré de marquage du Fc-PEG-Nbse-GFP

L'analyse par spectrophotométrie UV-Vis du conjugué Fc-PEG-Nbsg-GFP a fourni une
estimation précieuse de son degré de marquage, sachant que le Fc est non seulement une

molécule redox mais également un chromophore absorbant dans I'UV proche.

Rendement de récupération du Fc-PEG-Nbse-GFP

La Figure 15 présente le spectre du Fc-PEG-Nbsg-GFP purifié, courbe rouge, qui est comparé

a celui du Nbsg-GFP non marqué, représenté courbe bleue.
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Figure 15. Spectres d'absorption UV du nanocorps Nbsg-GFP avant et aprés marquage avec des chaines Fc-
PEGss00. Le spectre rouge correspond au Nbso-GFP initial, avec une concentration mesurée de 0.38mg/ml. Le
spectre noir correspond au Fc-PEG-Nbse-GFP, purifié avec un rendement d'environ 46 %, dosé a 0.247 mg/ml.
L'expérience a été effectuée dans une cuve plastique stérile Brand de 1 cm avec un spectrophotometre Agilent
Cary 60 UV-visible. Tampon phosphate pH 8, 100mM.

En comparant les spectres de Fc-PEG-Nbso-GFP et de Nbsg-GFP, il est évident que la
fonctionnalisation a provoqué un changement significatif de la forme du spectre pour les
longueurs d'onde < ~280 nm. Cela indique la présence d'especes absorbantes qui n'étaient pas
présentes dans Nbsg-GFP, & savoir les tétes de Fc et leur chaine PEG. Pour comparaison, le
spectre d'absorption du ferrocénediméthanol, un analogue des tétes de Fc, est reproduit en
Figure 15 (trace en pointillés). Le spectre a été ajusté pour correspondre a une concentration de
Fc 25 fois supérieure a la concentration initiale de Nbsg-GFP, représentant I'absorption
maximale due aux tétes de Fc si toutes les 25 lysines accessibles de Nbso-GFP étaient
fonctionnalisées avec Fc-PEG. Méme dans ce cas extréme, on peut constater que la contribution
de I'absorption de Fc au spectre Fc-PEG-Nbsg-GFP peut étre negligée pour les longueurs d'onde
supérieures a 290 nm. Comme le PEG n'absorbe pas au-dela de 270 nm, la partie du spectre au-
dela de 290 nm peut étre directement comparée a celle de la solution initiale de Nbsg-GFP pour
déterminer le rendement de récupération de la protéine Fc-PEG-Nbsg-GFP. Sa mesure est donc
basée sur le rapport Arc-pec-Nbs9-GFp, 202 nm/ ANbse-GFp, 292 nm. ICI N rendement de 46 % a éte obtenu,
indiguant une petite perte de produit sans doute lors la purification.
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Pour estimer le degré de marquage N du Fc-PEG-Nbsg-GFP, on a utilisé la partie du spectre
ou l'absorption de la protéine est proche du maximum, a savoir notre choix de lecture s’est

concentré sur A = 280 nm.

En utilisant les propriétés d'additivité des absorbances définies par la loi de Beer-Lambert, et
sachant également que les chaines PEG sont transparents aux UV (Apec a 280 nm ~ 0), on peut
déduire que I'absorbance du Nbse-GFP marqué, Arc-pec-Nbs9-GFP, 280 nm, MeSUrée sur le spectre

rouge a 280 nm de la Figure 15, dépend de N selon I'équation suivante :
AFc-PEG-Nb59-GFP, 280 nm = rendement * Anbso-crp, 280 nm + N * € rc, 278 nm * Crc-PEG-Nb59-GFP

Ici, Anbse-crp represente I'absorbance mesurée a 280 nm pour le Nb59-GFP initial (spectre
bleu, Figure 15),

€ Fc, 280 nm correspond au coefficient d'extinction du ferrocéne a 280 nm, que nous avons

déterminé comme étant égal 2 1175 M cm™.%

Ce calcul conduit a un nombre de Fc par Nbso-GFP de N =8 + 2.

Il convient de souligner que nous avons également cherché a moduler ce taux de marquage
en variant le rapport de concentration [NHS-PEG-Fc]/[Nbso-GFP] durant la Fc-PEGylation.
Nous avons notamment essaye de réduire le nombre de Fc-PEG par Nbso-GFP, craignant que
leur présence en trop grand nombre n’altére la capacité des Fc-PEG-Nbsg-GFP a reconnaitre le
virus. L’idée était que des nanocorps redox moins marqués se fixeraient en plus grand nombre
sur les GFLV et qu’au final le nombre de chaines par virus pourrait étre ainsi augmenté. Nous
avons donc également produit un lot de Fc-PEG-Nbsg-GFP portant 3 chaines Fc-PEG par Nb.
Nous avons egalement cherché a produire des nanocorps redox au taux de marquage plus élevé
que 8. Le raisonnement était cette fois ci qu’au-deld du taux de marquage moyen il existe
nécessairement au sein de la population de nanocorps une dispersion statistique du taux de
greffage. En dega d’un certain seuil de greffage moyen, on peut s’attendre a ce que des
nanocorps non greffés subsistent dans 1’échantillon, que ceux-ci montrent plus d’affinité pour
le GFLV que ceux marqués et empéchent compétitivement la fixation des nanocorps marqués
sur le virus. Nous avons donc produit un lot de Fc-PEG-Nbso-GFP ayant un degré de marquage
de N =12.

Les résultats présentés dans les chapitres suivants utilisent le lot au taux de marquage de

N = 8 car c’est celui qui a en définitive donné les meilleurs résultats.
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Conclusion

Nous avons été a méme de produire et de caractériser les nanocorps a fonction redox et ceux a
fonction enzymatique, que nous souhaitons utiliser comme « vecteurs » pour 1’agencement

régio-sélectif du systéme intégré sur GFLV.

L’obtention de GDH-NB75 ayant une activité catalytique similaire a celle de 1’enzyme native
est particuliérement satisfaisante, puisqu’elle valide notre stratégie de couplage de I’enzyme
avec le nanocorps par fusion. Il est probable que les capacités de reconnaissances du Nbzs

aient été également préservées.

La production d’un nanocorps redox est, nous semble-t-il, une premiére. Sa fonction finale de
relais électronique entre 1’électrode et I’enzyme, ainsi que 1’efficacité des chaines Fc-PEG qu’il
porte comme cosubrat redox ne pourront étre testées de maniére pratique que lors de son

intégration dans le systeme organiseé sur GFLV.

Ayant maintenant en main ces deux types de nancorps nous pourrons passer a
I’assemblage du systéme sur électrode via la mise au point d’un protocole « bottom-up », qui

fait I’objet du chapitre suivant.
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Chapitre 111

Assemblage et caractérisation du systeme
enzymatique formeé par les enzymes PQQ-GDH

Immobilisées sur particules de GFLV

Au chapitre précédent, nous avons présenté au lecteur les différentes composantes du
systeme intégré. Nous avons notamment introduit les nano-gabarits a base de particules virales
de GFLV. Deux types de nanocorps ont été conjugués a I'enzyme ou au médiateur Fc-PEG pour
I'assemblage régio-spécifique des composants macromoléculaires actifs sur le virus, le GDH-
Nb7s et le Fc-PEG-Nbso-GFP.

Dans ce chapitre, notre objectif est de décrire I'assemblage des composants du systéme,
jusqu’a I’immobilisation du GDH-Nbzs uniquement. Ceci nous permettra d’obtenir un systéme
enzymatique sur gabarit GFLV, dont I’activité catalytique sera étudiée au chapitre suivant. La
décoration des virus par le Fc-PEG-Nbsg-GFP, aboutissant au systéme intégré final sera abordé

ultérieurement.

1. Immobilisation du support viral sur surfaces d’or

Pour étre visualisés par des techniques a sonde locale telles que I'AFM, les virus doivent
étre déposés sur un substrat suffisamment plat et solidement ancrés.>? L’¢équipe a déja dépose
des virus du genre Potyvirus sur plusieurs types de surfaces planes, ils ont pu étre imagés avec

succés par AFM a l'air et in situ.>® Dans le cas présent, la caractérisation électrochimique de
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particules redox nécessite un substrat conducteur, et donc des surfaces en or ultra plates ont été

choisies.

1.1. Organisation et comptage des virus adsorbés par AFM

Pour former des réseaux aléatoires de particules de GFLV, nous avons utilisé des surfaces
d'électrodes d'or « template-stripped » (TS). Celles-ci sont formées en évaporant de 1’or sur une
surface de mica, sur laquelle plusieurs petites lames de verre sont ensuite collées. En séparant
ces lames du mica, on expose alors la surface d’or initialement en contact avec le mica, qui
présente une rugosité extrémement faible, dans la gamme du nanometre (voir partie
expérimentale). Dans le cas présent les surfaces d’or ainsi fraichement exposées ont été
fonctionnalisées par une couche auto-assemblée de cystéamine, qui, exposant de nombreux

groupement NHs*, confére a I’électrode une charge positive de surface (Figure 1).

Des particules virales de GFLV dans un tampon phosphate a pH 7, ont alors été mises en
contact avec la surface d'or TS portant la couche de cystéamine auto-assemblée (voir Figure 1).
La charge négative portée par les particules virales de GFLV (pHi calculé de 6.24) favorise

I'adsorption spontanée et irréversible des virions sur la surface.

Or

SH NS

+ + +t ++ + + + ++

Virus de
GFLV

Figure 1. Adsorption du GLFV sur surfaces d’or TS cystéaminées.
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1.2. Imagerie AFM des GFLV adsorbés.

Se pose maintenant la question de la vérification de la présence des virus sur la surface. Pour
répondre de fagon expérimentale a cette question nous avons eu recours a I’imagerie AFM. 11
est courant d'utiliser cette technique de microscopie pour examiner des films minces sur des
surfaces solides, car elle permet d'obtenir une résolution latérale suffisante pour visualiser des

objets nanométriques.

Dans des expériences préliminaires, mais primordiales, nous avons utilisé I’imagerie AFM
en mode tapping a [ air. Les raisons de ce choix sont que I’imagerie AFM a I’air est plus simple
qu’en solution, et de surcroit le séchage de la surface peut contribuer a un meilleur ancrage des
particules virales. C’est tout du moins 1I’expérience qu’avait 1I’équipe de par ses études utilisant
des virus linéaires fd et TMV. Notons qu’il est nécessaire, pour une bonne imagerie, d’écranter
les charges positives couvrant le substrat d’or, en y adsorbant de I’ Albumine de Sérum Bovin
(BSA), aprés I’'immobilisation du virus. La petite taille de cette molécule fait qu’elle ne géne

en rien 1’acquisition de I’image.

Comme on le voit en Figure 2, I’'image topographique AFM acquise a 1’air d’une surface
portant GFLV/BSA montre bien des objets individuels qu’on peut assigner a des particules
virales. On note que leur hauteur apparente n’est que de 5-7 nm, pour un diameétre nominal de
virus de 30 nm. Cependant, on sait que lorsque I'AFM est utilisée pour visualiser des nano-
objets mous, tels que les anticorps ? et virus,!%! il est fréquent d’observer une hauteur sous-
estimée, causée par la compression des objets par la pointe. Néanmoins, ici c¢’est surtout la
forme non-sphérique (en «croissant ») des particules visibles sur I’image AFM qui est
intrigante et laisse a penser que le GFLV se détériore lors du séchage de la surface. Ce
comportement contraste avec celui des virus linéaires dont 1’équipe avait 1’habitude, qui eux

résistaient parfaitement a cette étape. 68
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Figure 2. Image AFM en mode tapping a ’air d’une surface d’or TS cystéaminée portant GFLV et BSA. Image

acquise avec un tip commerciale MultiG 75 kHz.

Abandonnant I’idée du séchage, nous avons utilisé I’imagerie AFM tapping in situ (i.e. en
solution aqueuse) dans du tampon PO4 (10mM, pH = 7) pour évaluer 1’adsorption de ces
nanoparticules virales sur les surfaces d’or fonctionnalisées par la cystéamine (puis BSA). Pour
procéder a I’imagerie, nous avons utilisé d’une part des sondes AFM (tips) commerciales en
nitrure de silicium, et d’autre part des tips d’or fabriquées au laboratoire (voir partie
expérimentale). Ces deux types de sondes ont en commun une faible constante de raideur, de
I’ordre de 0.1 N/m.

Avec la tip commerciale, des images telles que celle présentée en Figure 3A ont été
systématiquement obtenues. Elles laissent uniquement apparaitre la topographie de la surface
d’or, montrant que le virus est chassé par la tip. A contrario, avec la tip d’or fabriquée au

laboratoire, des images comme celle reproduite en Figure 3B sont obtenues.
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Figure 3. Image AFM en mode tapping in-situ d’une surface d’or TS cystéaminée portant GFLV et BSA. Image

acquise avec (A) une tip commerciale. (B) Une tip d’or faite maison

La structure du virus y parait intacte, puisque les particules virales ont une hauteur apparente
de 20 nm. La largeur apparente des particules virales (~100 nm) est surestimée en raison de
I’effet de convolution de la pointe, commun a toutes les techniques d’AFM. Dans le cas d’une
pointe AFM sphérique de rayon Rip imageant un objet cylindrique de rayon Ro, la largeur

apparente de 1’objet, w, est donnée par 1’expression suivante (voir Figure 4) :

W= 4,/ RtipRO
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% y Acquisition réelle de I'image topographique

Image topographique

Figure 4. Schéma représentatif de ’effet de convolution li¢ a la pointe. En admettant que le virus est un objet

cylindrique non compressible de rayon Ry, la largeur apparente du virus w s’obtient a I’aide de la formule w =

4,/R.ip R, OU Riip représente le rayon de la pointe.

Ainsi, en considérant que le rayon des sondes AFM que nous avons utilisées est de 20-40
nm, on s’attend a une largeur de la particule de GFLV se situant entre 100-120 nm, ce qui est
en bon accord avec la largeur mesurée en Figure 3B. Ces résultats valident clairement 1’usage

des sondes d’or « faites maison », pour toutes nos études ultérieures en AFM in-situ.

A partir de I’analyse de plusieurs images AFM réalisées en utilisant ces tips d’or, une

couverture surfacique égale a 18 particules/um? a été déterminée.

Avant d’utiliser cette configuration en routine pour « compter » les particules de GFLV, il
nous faut nous assurer que la tip d’or fabriquée au laboratoire permet de bien détecter toutes
les particules virales en surface. C’est-a-dire qu’elle n’en chasse pas certaines (les plus
faiblement ancrées), comme le faisait de maniere drastique la pointe du commerce. Afin de
répondre a cette question, nous avons traité la surface une fois le virus adsorbé avec un agent
fixant, le glutaraldehyde. Ce dernier est capable de former des liaisons covalentes avec les
groupements NH. disponibles en surface (ceux a la périphérie du virus et aussi ceux de la
cystéamine). Etant homobifonctionnel, le glutaraldéhyde peut ainsi lier entre eux des NH»
voisins. Si ceux-ci sont portés par le virus, ce dernier devient plus rigide par réticulation. Une
liaison entre les NH2 de la cystéamine et ceux du virus peut egalement se former, renforcant
I’ancrage du virus sur la surface. Le virus est ainsi rendu moins susceptible d’étre altérer par la

pointe ou déplace par celle-ci.
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La Figure 5 montre une image AFM des particules virales ainsi réticulées par le
glutaraldéhyde. On voit que leur aspect sphérique est conservé et leur hauteur est de ’ordre de
20 nm comme attendu. On voit que leur nombre est beaucoup plus grand que celui des virus
non traités au glutaraldéhyde (50 particules/um? pour une méme concentration de virus
utilisée). On peut alors conclure que pour imager le virus d’une fagon représentative et

reproductible, il faut traiter les surfaces par le glutaraldéhyde.

20 |Hauteur (nm)

0 100 200 300 400 500
Offset (nm)

Figure 5. Image AFM en mode tapping in-situ d’une surface d’or TS cystéaminée portant GFLV et BSA traitée

au glutaraldéhyde. Image acquise avec (A) une tip commerciale. (B) Une tip d’or faite maison

Finalement, toujours parce qu’elle est plus simple a mettre en oeuvre, nous avons voulu
savoir si le traitement au glutaraldéhyde rendait les virus (et leur ancrage) suffisamment
robustes pour étre maintenant imageable en AFM mode tapping a 1’air. L’ image topographique
correspondante est présentée en Figure 6, elle est & comparer a celle d’une surface portant des
virus réticulés et imagés in situ, reproduite en Figure 5. On voit que cette fois ci, méme a I’air

les virus conservent leur forme, et que leur couverture surfacique (50 particules/um?) est restée
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la méme, montrant qu’ils ne sont pas relargués par le séchage. Les virus paraissent peu large en

raison de la grande finesse des pointes commerciales.
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Figure 6. Image AFM en mode tapping a I’air d’une surface d’or TS cystéaminée portant GFLV et BSA traités au

glutaraldéhyde. Image acquise avec un tip commerciale MultiG 75 kHz

Ainsi la réticulation de la surface par le glutaraldéhyde permet-elle de visualiser la présence
des virus en surface mais aussi d’obtenir leur couverture de maniéere fiable par simple comptage.
Cependant, notons des maintenant que, comme le traitement au glutaraldéhyde est susceptible
de compromettre la reconnaissance ultérieure des GFLV par les nanocorps, il ne sera possible
d’imager les surfaces qu’en toute derniére étape de 1’assemblage. Aussi est-il utile de construire
en premier lieu une isotherme d’adsorption, consistant a relier la couverture du virus en surface,

wir, 4 la concentration en particules virales dans la solution d’adsorption.

Nous avons ainsi pu établir I’isotherme caractérisant 1’adsorption du virus GFLV sur ces

surfaces de facon reproductible (voir Figure 7). A partir de cette courbe nous pourrons aisément
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contréler la couverture surfacique du virus a partir de sa concentration dans la solution

d’adsorption.
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Figure 7. Isotherme d’adsorption du GFLV sur surfaces d’or TS cystéaminée telle que mesurée par comptage sur

images AFM tapping a ’air.

1.3. Protection de la surface d’or par des agents bloquants de I’adsorption non spécifique
des nanocorps

Outre le probléme d’immoblisation du virus, les méthodes d’immunomarquage sur surface,
pour « douces » et pratiques qu’elles soient, requiérent cependant que 1’adsorption non-
spécifique des nanocorps sur la surface d’or soit inhibée aussi complétement que possible. Ces
adsorptions non souhaitées se produisent lorsque les nanocorps s’adsorbent directement a la
surface d’or, plutot que sur les particules de GFLV, en raison de forces physiques ou chimiques
non spécifiques. Ce probléme peut étre quantitativement important car de nombreux sites

d’adsorption sont laisses libres sur la surface, entre les particules de GFLV.

Ainsi, pour éviter ce phénomeéne, les sites d’adsorption de la surface sont typiquement
saturés par une protéine ou une molécule n’interférant pas avec la réaction d’immunomarquage.
Dans ce contexte, la BSA (Albumine de Sérum Bovin), qui est une protéine de blocage
couramment utilisée vu sa bonne capacité de blocage et sa faible réactivité croisée avec la
plupart des echantillons, a été testée. Les résultats révelent que cette protéine ne permet pas un
blocage total, car environ 13 % des adsorptions restent non spécifiques. Notons qu’il s’agit la

d’une difficulté supplémentaire par rapport aux travaux antérieurs de 1’équipe, qui utilisaient
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des anticorps dont 1’adsorption non-spécifique sur surface d’or cystéaminée était tres
efficacement bloqué par la BSA ! Cette différence s’explique sans doute par la taille plus faible
des nanocorps, qui acceédent plus facilement a des sites d’adsorption laissés libres entre les

molécules de BSA.

En réponse a cette inefficacité, d'autres agents de blocage ont été testés, notamment la
gélatine de poisson et la caseine. La gélatine de poisson est une alternative courante a la BSA,
mais elle s'est avérée dans notre cas présent inefficace, car environ 19 % des adsorptions restent
non spécifiques. Elle a également influencé l'adsorption des virus sur la surface d’or, conduisant
ainsi a une couverture virale moins importante et non reproductible. Sans doute la gélatine de
poisson déplace-t-elle une partie des GFLV adsorbés. De plus, une fois que lI'enzyme est
immobilisée sur le virus dans les étapes ultérieures, le courant catalytique par virus obtenu en

utilisant ce type de blocage est anormalement faible.

Concernant la caséine, bien qu'elle soit plus efficace que les deux autres agents testés, elle
n'est pas idéale, car malgré qu’elle ait montré un taux d'adsorption non spécifique plus faible,
d'environ 2 %, elle a également influencé négativement I'adsorption virale sur la surface,

conduisant & une couverture virale moins importante et non reproductible.

En somme, les résultats de ces tests montrent que plusieurs agents de blocage classiques et
protocoles ont été soit jugés incompatibles avec l'assemblage de I'ensemble GFLV, soit
fournissant une protection insuffisante contre l'adsorption non spécifique des protéines
ultérieurement utilisées dans le processus d'assemblage. D’ou I'importance de choisir un agent

de blocage approprié pour minimiser les interactions non spécifiques.

Dans notre cas nous sommes revenus a la BSA, tout en la complémentant par une protéine
de blocage de taille similaire ou inférieure a celle des nanocorps, pour bien bloquer tous les
sites accessibles sur la surface. Nous avons ainsi observé que la meilleure protection contre les
adsorptions non spécifiques était obtenue par I'adsorption séquentielle de I'albumine de sérum
de bovine (BSA) et de B>-GFP. Cette protéine est une fusion génétique entre le domaine de
liaison a I'ARN double brin de la protéine B> du « Flock House virus » et la protéine
fluorescente verte (GFP), elle a été sélectionnée ici uniquement pour sa grande solubilité, sa

petite taille (36 kDa) et, comme nous I’avons montré, sa propriété de blocage supérieure.?
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2. Immobilisation des enzymes PQQ-GDH sur particules virales.

La surface a ensuite été incubée avec le conjugué GDH-Nb7s fait maison.

La concentration et le temps d'exposition ont été choisis de maniére a ce que la couverture

en GDH-NDbvs atteigne la saturation (15 pg/ml, ~ 2 h).

2.1. Caractérisation du marquage enzymatique des particules de GFLV

Nous avons examiné la surface d’or portant les virus GFLV a capside marquée par
voltammeétrie cyclique. Pour se faire, la surface a été montée en tant qu'électrode de travail dans
une cellule électrochimique a trois électrodes standards remplie de tris 50 mM, pH = 7,5. Des
voltammogrammes cycliques ont ensuite été enregistrés en balayant le potentiel de I'électrode,
E, de + 0 a + 0,35 V/SCE et retour, apres que le ferrocénediméthanol (Fc) et le glucose (G)

aient été ajoutés séquentiellement a la cellule, Figure 8A.

Une concentration tres faible (3 uM) de ferrocenediméthanol a été sélectionnée initialement,
car il est connu que l'activité enzymatique de PQQ-GDH immobilisé sur I'électrode est plus
facile & mettre en évidence dans ce cas.'® Le CV enregistré en I'absence de glucose, io(E), est la
somme du courant dd a la diffusion du Fc et du signal de fond capacitif de I'électrode (Figure
8A, tracé rouge). Apres correction du signal capacitif enregistré dans une solution contenant
uniquement le tampon, le CV diffusif du Fc a été obtenu (encart en Figure 8A). Il présentait la
paire de pics de courant attendue, centrée autour du potentiel standard du ferrocénediméthanol
(E° = 0,230 +/- 5 mV/SCE),* et séparée par ~60 mV. Ces caractéristiques sont typiques d'une
espéce subissant un transfert électronique rapide avec I'électrode en or.

Lors de I'ajout de glucose a la solution, le courant a considérablement augmenté en intensité
et a développé une forme en S bien définie (courbe bleue en Figure 8A). Ce comportement
témoigne de la survenue d'un cycle électro-catalytique a I'électrode. La forme oxydée de
ferrocénediméthanol, le ferrocénium (Fc™), produite lors du balayage anodique du potentiel de
I'électrode, est utilisée comme cosubstrat par les molécules de GDH portées par le virion pour
oxyder le glucose en gluconolactone (GL), Figure 8B. L'observation d'un signal en forme de S
garantit que le courant reflete uniquement l'activité enzymatique, sans interférence avec la
diffusion du cosubstrat!®.Nous avons vérifié¢ qu’en absence de ferrocénediméthanol dans la
solution, aucun courant catalytique n'a été enregistré, démontrant que Fc* était nécessaire pour

transporter les électrons de I'électrode a I'enzyme PQQ-GDH.
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Figure 8. (A) Voltammogrammes cycliques enregistrés sur une électrode en or TS portant des particules de GLFV
décorées par la protéine de fusion GDH-Nbys, en présence de 3 uM de ferrocenediméthanol (Fc), a la fois avant
(courbe rouge) et aprés (courbe bleue) I'injection de glucose (G) jusqu'a une concentration de 3 mM. L'encart
montre le voltammogramme avant ajout de glucose, corrigé du courant de fond capacitif. (B) Schéma des
particules décorées et du cycle catalytique déclenché par I'injection de glucose : I'enzyme convertit le glucose en

gluconolactone (GL) en utilisant la forme oxydée du ferrocenediméthanol (Fc*) produite par I'électrode comme

cosubstrat rédox. Tampon Tris-HCI pH 7,5 a 50 mM. Vitesse de balayage du potentiel =20 mV/s. T = 25 °C.

L'intensité du courant de plateau catalytique, icatpi, défini comme l'intensité du courant de
plateau du voltammogramme, ip, corrigé de la faible intensité enregistrée en absence de

glucose, augmente lorsque la couverture de virus décorés sur la surface augmente (Figure 9).
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Figure 9. Voltammogrammes enregistrés en présence de 3 UM de Fc et 3 mM de glucose a une électrode en or TS
portant des particules virales de GFLV décorées par la protéine de fusion GDH-Nbzs a différentes densités de
couverture de surface, yvir, comme indiqué. Les densités de couverture virale ont été déterminées en comptant les
virions a partir des images AFM, comme indiqué. Tampon Tris-HCI pH 7,5 a 50 mM. Vitesse de balayage du
potentiel =20 mV/s. T = 25 °C.

Plus précisement, une relation linéaire d’icat, pi avec yir a €té obtenue, avec une valeur
d'ordonnée a I’origine tres faible (Figure 10). Ce résultat confirme que I'enzyme était
sélectivement immobilisée sur les particules de GFLV adsorbées sur la surface par
reconnaissance moléculaire de la capside du virus par GDH-Nbzs, avec un tres faible niveau

d'adsorption non spécifique de la protéine de fusion sur la surface de I'électrode

0 50 100 150 200 250 300 350
% (virions/pum?)
Figure 10. Dépendance de l'intensité du courant de plateau catalytique, icap, €n fonction de la couverture en
particules de GFLV décorées par GDH-Nbys, yvir. Courant mesuré dans une solution tampon contenant 3 uM de

Fc et 3 mM de glucose.
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Tout au long de ce travail, nous avons périodiquement testé 1’activité catalytique du systéme
par CV afin d'étudier sa stabilité lors du stockage. Le systéme était conservé a 4 °C dans une
solution contenant 1 mg/mL de BSA et 0,01% (p/v) de NaNs. Nous avons observe que le plateau
catalytique obtenu par CV diminuait de quelques 10% au bout de trois jours de stockage du
systeme (voir Figure 11). Le systeme peut donc étre considéré comme parfaitement stable a

I’échelle de temps de nos caractérisations.
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Figure 11. Test de stabilité du systeme. Voltammogrammes enregistrés en présence de 3 uM de Fc et 3 mM de
glucose sur une électrode en or TS portant des particules virales de GFLV décorés par la protéine de fusion GDH-
Nbzs. Courbe noire : voltammogramme enregistré le méme jour de la construction du systeme. Courbe rouge :
Voltammogramme enregistré 3 jours aprés la construction (électrode stockée a 4°C). Tampon Tris-HCI pH 7,5 a
50 mM. Vitesse de balayage du potentiel = 20 mV/s. T =25 °C

2.2. Quantification du nombre de PQQ-GDH décorant les particules de GFLV

La quantification du nombre de molécules d'enzyme décorant chaque particule a été réalisée
en dosant spectrophotométriquement la quantité de cofacteur PQQ de I'enzyme relargué des
surfaces d'or portant des réseaux de particules de GFLV décorées. Sachant que chaque enzyme
contient deux molécules de PQQ, la quantité de molécules PQQ-GDH initialement présentes
sur chaque surface (Nepr) a été obtenue en divisant simplement la quantité de PQQ dosée par
un facteur 2. Cette proceédure a été appliquée a plusieurs surfaces d'or differant par leur
couverture virale. La quantité de PQQ-GDH a ensuite été convertie en une couverture globale
de GDH (yspH), pour chaque surface (yopH = Nepr /' S, ou S est la surface géométrique de
I’électrode). En Figure 12, yepH est porté en fonction de yir, ON VoIt que yspH augmente

linéairement avec yuir.
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Figure 12. Dépendance de la couverture de la surface en GDH, ycpH, en fonction de celle en particules de GFLV

décorées par GDH-Nbys, ir.

Le nombre moyen de molécules de GDH immobilisées par virion de GFLV est donné par la
pente de cette variation linéaire, soit 5 + 1 GDH par virion. Ce nombre est plutét faible si I'on
considére que 60 épitopes de Nbzs sont présents sur chaque particule de GFLV.® Un tel résultat
est en partie la conséquence de I'immobilisation des virions a la surface de I'or et d'une étape
de blocage supplémentaire qui empéche inévitablement I'acces de la GDH-Nb7s aux épitopes
cachés (c'est-a-dire ceux engagés dans les interactions de la surface de I'or activées par la
cystéamine de la GFLV). 1l est également possible que les étapes d'immobilisation conduisent
a une dénaturation partielle des virions, entrainant la perte de sites de liaison pour GDH-Nbzs.
On ne peut pas non plus exclure que la GDH-Nbzs ait une capacité réduite a se lier a la GFLV
par rapport au Nbzs natif/non fusionné. La formation de I'immunocomplexe Nb7s-GFLV exige
que l'extrémité N-terminale du nanocorps soit orientée vers la capside du virus,'® ce qui peut
avoir été partiellement entravé ici par la présence de GDH a cette extrémité. Si c'est le cas, cet
effet pourrait étre atténué en augmentant la longueur de I'élément de liaison séparant les deux

protéines dans la fusion.

Nous notons également, a partir de la Figure 12, que la relation linéaire entre ycpH et jir est
caractérisée par une ordonnée a I’origine non nulle, ce qui peut indiquer soit un décalage de
mesure systématique, soit la présence de traces de contaminant PQQ dans les échantillons, ou
encore de molécules de GDH contenant du PQQ adsorbées de maniere non spécifique sur la

surface. Dans ce dernier cas, les molécules de GDH adsorbées seraient nécessairement
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catalytiqguement inactives, car en lI'absence de virus, aucune catalyse n'a été enregistrée (Figure

10). Elles ne seraient donc d'aucune importance pour le reste de I'étude.

Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons exposé les premieres étapes de I'assemblage du systéme
intégré. Nous avons tout d'abord procédé a I'immobilisation du virus sur une surface en or.
Ensuite, nous avons effectué un blocage de la surface en utilisant de la BSA-B.GFP. Une fois
la surface correctement bloquée, nous avons procédé a I'immobilisation de la GDH-Nbzs.
Parallelement, nous avons utilisé un cosubstrat soluble en solution (le ferrocéne Fc) pour

évaluer le bon fonctionnement du systéme construit.

Les résultats obtenus sont encourageants, ouvrant la possibilité d’une étude cinétique

approfondie du fonctionnement de la GDH échafaudée sur particules de GFLV
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Chapitre IV

Etude cinétique du systeme non-integré forme
par les enzymes PQQ-GDH immobilisées sur
particules de GFLV

Au chapitre précédent, nous avons présenté au lecteur les premieres étapes de
I'assemblage du systéme intégré, allant jusqu’a lI'immobilisation sélective de la GDH-Nbzs sur
les particules de GFLV.

Dans la suite nous qualifierons ce systeéme, comprenant 1’enzyme mais pas (encore) le

médiateur immobilisé, de « non-intégré ».

L’¢tude de son fonctionnement cinétique constitue un pré-requis indispensable a celui du
systeme intégré final. En effet cette étude, objet du présent chapitre, permet d’évaluer
spécifiquement I’effet de 1‘immobilisation de I’enzyme sur son fonctionnement catalytique. Elle

nécessite 1’utilisation du médiateur soluble ferrocénediméthanol.

Une fois que nous aurons mis en évidence la présence (ou 1’absence) de modulation du
fonctionnement de ’enzyme par sa simple immobilisation sur GFLV, nous pourrons nous
intéresser a 1’effet de la co-immobilisation du cosubstrat sur I’activité enzymatique. Cela fera

I’objet d’un chapitre a venir.
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1. Analyse du fonctionnement cinétique de la glucose déshydrogénase

immobilisée sur particule virale de GFLV

Nous avons mené une caractérisation cinétique approfondie de I'activité enzymatique de
la PQQ-GDH immobilisée sur particule virale de GFLV, en enregistrant la réponse
électrocatalytique de plusieurs surfaces en or portant des particules de GFLV décorées par des
GDH-Nb7s, en présence de ferrocenediméthanol, pour une large gamme de concentrations de
glucose. La Figure 1 présente I’ensemble de CV catalytiques enregistrés sur deux de ces
surfaces, soit en présence d'une faible (3 uM, Figures 1(A) et 1(B)) soit en présence d'une forte
(300 pM, Figures 1(C) et 1(D)) concentration en ferrocénediméthanol, [Fc],. Ces
concentrations largement différentes ont été choisies de maniére a permettre a priori
I'observation des deux régimes catalytiques de la PQQ-GDH. A faible concentration de
médiateur, cette enzyme est connue pour se comporter de maniere non-coopérative, c'est-a-dire
que chacune de ses deux sous-unités fonctionne de maniére indépendante. Alors qu’a forte
concentration de médiateur, I'enzyme fonctionne de maniére coopérative, c'est-a-dire que la

liaison d'une molécule de glucose au site actif d'une sous-unité améliore I'activité de l'autre!.

icar (MA) [Fc],=3uM A | B [Fcl, =3 uM e (HA)
15 15
[G] (mM) = 6] (mM) =
0.1 — 5
100 o 1 1.0
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Figure 1. Voltamogrammes catalytiques, icat Vs. E, d’électrodes d'or portant des particules de GFLV décorées par
GDH-Nbys, enregistrés en présence de ferrocénediméthanol (Fc) a 3 uM (A, B) ou a 300 uM (C,D), pour
différentes concentrations en glucose, [G], telles qu'indiquées. En (A), (B), yvir= 280 virions/ pm?en (C), (D) uir
= 40 virions/ um?. Tampon Tris-HCL pH = 7,5 a 50 mM. Vitesse de balayage du potentiel = 20 mV/s. T = 25 °C.
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En Figure 1(A), on peut voir que, dans le cas de la faible concentration en ferrocenedimeéthanol,
I'intensité du CV catalytique a rapidement augmenté lorsque la concentration de glucose, [G],
est passée de 0,1 mM a 3 mM. Pour [G] = 0,1 mM et 0,2 mM, le CV présente un pic large,
plutbét qu'un plateau, en raison de I'épuisement partiel du glucose (c'est-a-dire de sa
consommation importante par I'enzyme) a la surface de I'électrode pendant la durée du CV.
Cependant, la forme en S attendue a pu étre observee pour [G]= 0,5 mM et plus. Pour [G] > 3
mM, le courant de plateau a diminué apres chaque ajout de glucose, reflétant le phénoméne
connu d'inhibition de la PQQ-GDH par son substrat, Figure 1B.

Dans le cas de la concentration élevée en ferrocenediméthanol, on a observé que le courant
plateau de la CV catalytique augmentait avec [G], jusqu'a une concentration de [G] ~20 mM,
aprés quoi il diminuait lors de I'ajout de glucose, Figure 1C et 1D. Il convient de noter qu'en
raison de la forte activité de la PQQ-GDH en mode coopératif, une couverture virale
relativement faible de yvir = 40 virions/ pm? a da étre utilisée dans ce cas afin d’éviter

I'épuisement du glucose par la réaction enzymatique rapide.

L'analyse de la dépendance des signaux CV en fonction de la concentration de glucose peut
fournir des informations quantitatives concernant la cinétique de lI'enzyme supportée par la
GFLV. Plusieurs observables peuvent étre choisies pour cette analyse, la plus simple étant
I'intensité du courant du plateau catalytique icatp. La dépendance d’icatpr €n fonction de la
concentration en glucose, a la fois pour [Fc]o= 3 UM et [Fc], = 300 uM, est illustrée en Figure

2A et 2B, respectivement.

Les graphiques montrent que la variation de icatpr VS. [G] suit un profil en cloche, qui est typique
d'une enzyme inhibée par son substrat. Cependant, il est également évident que le pic de ce
profil est situé dans différentes régions de concentration de glucose en fonction de la
concentration en ferrocenediméthanol. L'inhibition est observée a une concentration de glucose
plus faible pour [Fc]o = 3 UM que pour [Fc], = 300 M. La largeur du pic est également plus
grande dans le premier cas que dans le second. Ces caractéristiques sont qualitativement

similaires a celles typiques de la réponse électrocatalytique de la GDH-PQQ en solution?
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Figure 2. Caractérisation cinétique du systéme non-intégré composé de PQQ-GDH assemblé sur des particules de
GFLV avec utilisation du cosubstrat Fc soluble en solution. Variation du courant de plateau catalytique, icatpi, €n
fonction de la concentration de glucose, [G]. (A) et (B) : concentration de ferrocéne en solution de 3uM et de

300uM, respectivement.

Pour extraire des informations quantitatives relatives a la cinétique de l'enzyme, il
convient de rappeler que dans une configuration ou I'enzyme est immobilisée sur une surface
d'électrode et interrogée a l'aide d'un cosubstrat redox soluble, le courant catalytique est

simplement proportionnel a la vitesse enzymatique?, de sorte qu’ici®

(1 + K [G]) + = + | @)

. 1
i = 2Fn [
cat oo/ k Keat = kcatlG]

ox [Fctez

Ou F est la constante de Faraday, nepn est la quantité molaire d'enzyme interrogée, avec S la
surface de I'électrode d’or utilisée. [Fc*]e; est la concentration de Fc* telle que « vue » par
I'enzyme. Du fait de la diffusion rapide du médiateur sur la distance de quelques dizaines de
nanométres séparant I’enzyme de la surface de 1’électrode [Fc']ez, équivaut a la concentration
en Fc* a I'électrode, [Fc*]e. [G] est la concentration de glucose en solution. keat est la constante

catalytique de I'enzyme, Kwm la constante de Michaelis pour le glucose, kox la constante de vitesse
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de deuxieme ordre correspondant a I'oxydation de I'enzyme par Fc* et Kila constante d'équilibre

de I'inhibition de I'enzyme par son substrat le glucose.

Cette équation cinétique est valable a la fois en mode coopératif et non-coopératif, ne se

différenciant que par la valeur des constantes cinétiques individuelles?.

Etant donné qu’au moment ot le courant catalytique atteint son plateau, la concentration
du ferrocénium a I'électrode est égale a la concentration de ferrocediméthanol en solution, c'est-
a-dire [Fc*]e = [Fc]o, I'équation (1) peut a priori étre ajustée aux données expérimentales icatpi
vs. [G] présentées en Figure 2 (A) et (B). 1l est ainsi possible de reproduire la forme en cloche
des courbes expérimentales (tracés rouges), sur la base de 4 paramétres d'ajustement, a savoir
Kox, Keat, Km, Ki, nepn étant connu indépendamment. Ce résultat fournit une indication
qualitative que la PQQ-GDH immobilisée sur GFLV suit le méme schéma cinétique qu’en
solution. Cependant, étant donné que le nombre de paramétres d'ajustement est trop éleve,
plusieurs combinaisons de valeurs (kox, Keat, Km, Ki) peuvent reproduire également bien les
données. Il n'est donc pas possible d'obtenir les valeurs individuelles de ces constantes
cinétiques en analysant la variation icatpi €n fonction de la concentration de glucose. Nous avons
donc considéré une autre observable, jamais jusqu'a présent utilisée pour l'analyse de la

cinétique de PQQ-GDH : le potentiel & mi-hauteur du CV catalytique, Eqp.

1.1. Analyse du potentiel a mi-hauteur des CVs catalytiques

Le potentiel & mi-hauteur du CV catalytique, E12, montre une forte dépendance vis-a-vis

de la concentration de glucose, a la fois a une faible et a forte concentration en Fc, Figure 3.
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Figure 3. Caractérisation cinétique du systéme non-intégré composé de PQQ-GDH assemblé sur des particules de
GFLV avec utilisation du cosubstrat Fc soluble en solution. Variation du potentiel a mi-hauteur des CVs
catalytiques, Eap, en fonction de la concentration de glucose, [G]. (A) et (B) : concentration en ferrocéne en
solution de 3uM et de 300uM, respectivement.

L'analyse de cette variation nécessite que I'équation cinétique (1) soit explicitement reliée
au potentiel d'électrode, E. Cela est rendu possible par le fait que le ferrocendiméthanol est une
espéce redox échangeant rapidement et de maniere réversible un seul électron avec les
électrodes métalliques, de sorte que la concentration de Fc* a I'électrode est simplement liée au

potentiel d'électrode par la loi de Nernst :
[Fc*]. = [Fclp/(1 + exp [-F(E — E°)/RT]) )

Par conséquent, I'expression théorique de E1/2 peut étre dérivée de I'équation (1)
Eyjp = E® = 2 In{1 + kox[Fclp (1 + Ky /[G])/Tkcae (1 + K [GD]) ()

Cette expression nous a permis de reproduire de maniére satisfaisante les variations
experimentales de Ei2 vs [G], en utilisant uniquement 3 parametres ajustables, a savoir (Kox /
keat), Km et Ki, tant pour les concentrations faibles qu’élevées de Fc, tracés rouges en Figure 3A
et B. Il convient de noter que, outre la réduction du nombre de paramétres, l'intérét potentiel de
considérer E plutbt que icatpl pour I'analyse de la réponse cinétique de PQQ-GDH est que

I'ajustement ne nécessite pas que la couverture enzymatique soit connue. Les ensembles de
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valeurs d’ajustement que nous avons ainsi obtenues sont regroupés dans les colonnes I et Il du
Tableau 1, pour les concentrations faibles et élevées de Fc, respectivement. Ces valeurs doivent
étre comparées aux données présentées en colonnes III et IV, qui correspondent au
comportement cinétique de la PQQ-GDH en solution, en mode non-coopératif et coopératif,

respectivement.

GFLV-supported PQQ-GDH PQQ-GDH in solution
Fc cosubstrate in solution Fc cosubstrate in solution
[Fcl, = 3uM [Fclp = 300 pM Non-cooperative Cooperative
E1, analysis E1, analysis Literature values, reference *
Ky (MM) 045+0.2 50 + 20 0.27 £0.05 4703
K; (M) 127 +55 30+15 52+6 12720
Kox / Koat (M-l) 1.9+0.7 0.4+£0.2 1.3+0.45 5,5+0.45
x 10° x 10 x 10° x 10*
Kou/FCler MKeat N.A. N.A. N.A. N.A.
Kor (M) NA. N.A. 19+03 33+06
x 108 x 108
Keat (s-l) N.A. N.A. 15+0.3 6+1
x 103 x 10°
1 1 1 v

Tableau 1. Constantes cinétiques de la PQQ-GDH dans ses modes cinétiques coopératifs et non-coopératifs, pour
I’enzyme libre (valeurs de la littérature) ou pour ’enzyme sur particules de GFLV, déterminées ici a partir de

I’analyse du E1» des CV catalytiques.

En comparant les valeurs présentées dans les colonnes | et III, on peut constater que
I'analyse de E1/» a faible concentration de Fc a donné une valeur de Km en bon accord avec la
valeur typiquement faible rapportée pour le mode non-coopératif de PQQ-GDH en solution. En
revanche, la valeur de K; obtenue était de 2 a 3 fois supérieure a la valeur mesurée en solution
rapportée dans la la littérature. Cependant, la comparaison de ces valeurs est moins significative
en raison de la marge d'erreur significative sur notre mesure de Ki a partir de I'analyse de Eu/.
En revanche, la valeur que nous avons obtenue pour le rapport kox / Keat correspondait

étroitement a la valeur typique du mode non-coopératif de PQQ-GDH en solution.
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Les valeurs des constantes cinétiques mesurées a partir de I'analyse de E1/> a concentration
de Fc élevée (colonne II) sont clairement distinctes de celles mesurées a faible concentration.
En particulier, la valeur de Ky est significativement plus élevée et celle du rapport Kox / Keat €st

plus faible, a haute concentration qu'a faible concentration en Fc.

Les valeurs obtenues dans le premier cas tendent vers celles typiques du mode coopératif
(colonne IV) sans les atteindre complétement, peut-étre en raison d'une concentration de Fc

encore insuffisante.

A ce stade, nous avons montré que la mesure facile et immédiate du potentiel & mi-hauteur
du signal catalytique permet une comparaison rapide entre les parametres cinétiques typiques
de PQQ-GDH en solution et ceux de la PQQ-GDH immobilisée sur particules de GFLV. Nos
résultats semblent indiquer que la cinétique de cette enzyme n'est ni affectée négativement, ni
améliorée, par son immobilisation sur GFLV, du moins lorsque qu'un médiateur rédox soluble
est utilisé. Cependant, une analyse complete du comportement cinétique de PQQ-GDH
nécessite que les valeurs individuelles des constantes cinétiques Kox et Kcat Soient déterminées,
ce qui ne peut étre réalisé a partir de mesures de E12. Nous nous sommes donc tournés vers un
traitement de données plus complet, que nous avions introduit précédemment?, et qui consiste

a analyser le signal catalytique dans son intégralite.

1.2. Analyse du signal catalytique dans son intégralité.

Cette méthode repose sur le fait que la concentration du cosubstrat détectée par I'enzyme
confinée en surface, c'est-a-dire la concentration de Fc* a I'électrode, varie de maniere continue
tout au long de I’acquisition du CV et est liée au potentiel de I'électrode par la loi de Nernst,
équation (2). Ainsi, la variation du courant catalytique en fonction du potentiel de I'électrode
traduit-elle la dépendance de la cinétique de I'enzyme en fonction de la concentration en

cosubstrat.

En réécrivant I'équation (1) sous forme de I’inverse du courant catalytique, on obtient :

= [ (14 7)) (4)

icat 2Fngpu kox [Fctle  kear [G]

La loi de Nernst permet de calculer [Fc*]e pour n'importe quel point des
voltammogrammes catalytiques, en connaissant le potentiel de I'électrode. Cela permet de

représenter les voltammogrammes catalytiques présentés en Figure 1, enregistrés a différentes
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concentrations de glucose, dans un format 1/icat Vs [FC']e comme présenté en Figures 4(A) et

4(B), pour [Fc]p = 3 uM et 300 puM, respectivement.
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6 |
4 ]
2 -
<T
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=20 ] :
- :
10 ]
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Figure 4. Caractérisation cinétique du systeme non-intégré composé de PQQ-GDH assemblé sur des particules
de GFLV, avec utilisation du cosubstrat Fc soluble en solution. Graphes dits « primaires », ou I’inverse de icat(E)
est porté en fonction de I’inverse de la concentration en cosubrat a Iélectrode, [Fc*]e, telle que calculée a partir de
I’équation de Nernst, pour les diverses concentrations en glucose indiquées. (A) et (B) : concentration en ferrocéne

en solution de 3uM et de 300uM, respectivement.
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Comme preédit par I'équation 4, ces graphiques dits « primaires », montrent une variation
linéaire de 1/icat en fonction de [Fc*]e, validant ainsi notre méthode d'analyse. Les expressions

théoriques de la pente, s1, et de I’ordonnée a 1’origine, 01, des lignes sont données par :

517 ZFanDH X [1-:(1(();[6] (5)
0 = T < s (1 121)] ©)

Comme prévu a partir des équations précédentes, les pentes des graphiques
expérimentaux 1/icat vs [Fc']e augmentent, et leur ordonnée a I'origine diminuent, & mesure que

la concentration de glucose augmente (Figure 4(A) et 4(B)).

Les valeurs expérimentales de s1 et 01 ont été respectivement tracées en fonction de [G]

et de 1/[G] dans des "graphiques secondaires” reproduits en Figures 5 ci-dessous.
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Figure 5. Caractérisation cinétique du systéme non-intégré composé de PQQ-GDH assemblé sur les particules de
GFLV. Graphiques dits « secondaires ». (A) et (C :) Variation de la pente des graphiques primaires en fonction de
la concentrations de glucose, [G], pour une concentration de ferrocéne en solution de 3uM et de 300 uM
respectivement. (B) et (D) : Variation de I’ordonnée a I’origine des graphiques primaires en fonction de I’inverse
des concentrations de glucose, 1/[G], pour une concentration de ferrocéne en solution de 3uM et de 300uM

respectivement.
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Dans chaque cas, les variations linéaires décrites par les équations (5) et (6) ont été

observeées. La pente et I'ordonnée a I'origine des graphiques s1 vs [G] ont donné les valeurs de

1 K 1 1 N . A . ‘3"
X [ l] et X [—] a partir desquelles la valeur de Ki a pu étre immédiatement
2FngpH kox 2FngpH kox

obtenue.

De méme, la pente et I'ordonnée a l'origine des graphiques o1 vs 1/[G] ont fourni les

1 K 1 1 N - et 1% .
valeurs de X [ M] et X [ ] a partir desquelles la valeur de K a été déduite.
2FngpH kcat 2FngpH kcat

Avec les valeurs de K; et de Kmen main, les valeurs individuelles de kox et de Kcat Ont pu
étre obtenues a partir des pentes des graphiques secondaires. Cela a nécessité d'estimer nepH a
partir de la couverture virale et du nombre moyen de 5 molécules de GDH par GFLV. En fin
de compte, bien que la méthode d'analyse de l'intégralité des CV puisse sembler complexe, elle
présente l'avantage de permettre la détermination des valeurs individuelles de toutes les
constantes cinétiques de I'enzyme PQQ-GDH portée par les particules de GFLV. Ces valeurs
sont rapportées dans les colonnes I et II du Tableau 2, respectivement pour les cas de faible et
forte concentration en Fc. Ces valeurs permettent de quantifier I'impact potentiel de

I'échaffaudage des enzymes sur la catalyse.

PQQ-GDH sur GFLV PQQ-GDH en solution
Cosubstrat Fc en solution cosubstrat Fc en solution
[Fclo = 3uM [Fc], = 300 uM Non-cooperative Cooperative
Analyse compléte du CV Analyse compléte du CV Valeurs de la Littérature, référence *
Ky (MM) 0.35+0.15 10+2 0.27 +£0.05 47£03
Ki (M) 60 = 50 50+ 15 52+6 127 +20
Kox / keat (M) 30+10 12+04 13+0.45 55+0.45
x 10° x 10* x 10° x 10*
Kou/FCle Keat N.A. N.A. N.A. N.A.
Koe (M5 24+10 24+13 19+0.3 33106
x 108 x 108 x 108 x 108
e (7)) 08+03 2+1 15+03 6+1
x 10° x 10* x 10° x 10%
1 n m v

Tableau 2. Constantes cinétiques de la PQQ-GDH dans ses modes cinétiques coopératifs et non-coopératifs, pour
I’enzyme libre (valeurs de la littérature) ou pour I’enzyme sur particules de GFLV, déterminées ici a partir de

I’analyse compléte des CV catalytiques.
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En comparant les données présentées en colonnes I et III, il apparait que toutes les
constantes cinétiques caractérisant lI'activité de la PQQ-GDH a faible concentration de Fc sont

tres proches de celles typiques du mode non-coopératif de cette enzyme en solution.

Les constantes cinétiques individuelles enregistrées a une concentration élevée de Fc pour
la PQQ-GDH immobilisée sur GFLV (Colonne IT) sont également proches de celles du régime
coopératif (Colonne IV), bien que l'accord ne soit pas aussi bon que pour le cas de faible
concentration de Fc. En particulier, la valeur de kcat enregistree pour la PQQ-GDH immobilisée
sur GFLV semble étre environ 3 fois supérieure a celle de I'enzyme en solution. Cependant,
étant donné que les valeurs de K et K; apparaissent respectivement 2 fois plus éleveées et plus
basses que les valeurs de référence en solution, il semble raisonnable de conclure que, compte
tenu des incertitudes expérimentales, les constantes de vitesse mesurées pour la PQQ-GDH,

qu'elle soit immobilisée sur GFLV ou libre en solution, sont les mémes.
Conclusion

La caractérisation du fonctionnement cinétique des particules virales décorées par des
GDH-Nby7s, prouve d’une maniére concluante que I’immobilisation de la PQQ-GDH sur la
capside du GFLV n'a aucun effet sur le schéma cinétique de cette enzyme, ni sur son activité
catalytique (qui n'a pas été altérée, ni diminuée, ni augmentée). En effet, malgré
I'environnement hautement confiné et chargé, expérimenté par I'enzyme lorsqu'elle est fixée sur
I'échafaudage du GFLV, aucun effet cinétique n'a été observé. Ce résultat suffit a prouver que
la petite taille et la charge électrique des nano-échafaudages viraux ne modulent pas

universellement l'activité des enzymes redox, et certainement pas celle de la PQQ-GDH.

Au-dela de son intérét spécifique, I'étude cinétique détaillée ci-dessus constitue une étape
préalable indispensable a la prochaine étape de notre étude, car elle nous permet maintenant
désormais d'étudier spécifiquement I'effet du remplacement d'un cosubstrat redox soluble par
un cosubstrat confiné a la capside du GFLV sur I'activité de la PQQ-GDH.
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Chapitre V

Assemblage et caractérisation du systeme
integré Fc-PEG/PQQ-GDH immobilisés sur
particules de GFLV

Au précédent chapitre, nous avons présenté les principaux résultats de I'étude cinétique
de I'enzyme PQQ-GDH immobilisée sur des particules virales de GFLV, tout en utilisant un
cosubstrat soluble en solution. L'objectif de cette caractérisation était de déterminer si
I’immobilisation de la PQQ-GDH sur la capside du GFLV pouvait affecter le schéma cinétique

de cette enzyme et son activité catalytique.

Les résultats de cette étude ont montré que l'utilisation de cet échafaudage n'a eu aucun
effet sur I'activité catalytique de I'enzyme PQQ-GDH, malgré un environnement hautement
confiné et chargé, expérimenté par I'enzyme. Cette découverte prouve que la petite taille et la
forte charge électrique (pHi calculé de 6.24) des nano-échafaudages viraux ne modulent pas

universellement l'activité des enzymes redox et certainement pas celle de la PQQ-GDH.

Ces resultats ont donc ouvert la voie a une nouvelle étape de notre étude, qui vise a étudier
I'effet du remplacement d'un cosubstrat redox soluble par un cosubstrat confiné a la capside du
GFLYV sur l'activité de la PQQ-GDH. Nous voulons savoir si ce remplacement peut améliorer

la catalyse de maniére significative.
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Pour realiser cette étude, comme expliqué précédemment nous avons décidé d'utiliser un
Nbse fusionné a la GFP pour immobiliser les chaines Fc-PEG sur GFLV. Nous avons ensuite
étudié I'activité catalytique de ce systéme intégré en utilisant la voltammeétrie cyclique.

1. Remplacement du cosubstrat redox soluble de I’enzyme par un
cosubstrat Fc-PEG confiné a la capside du GFLV

1.1. Stratégie d’immobilisation des chaines redox Fc-PEG sur les particules virales de
GFLV

Comme expliqué précédemment, afin de fixer les chaines redox Fc-PEG sur le petit
échafaudage GFLV de maniére contrdlée, nous avons utilisé un nanocorps différent de celui
utilisé pour immobiliser I'enzyme PQQ-GDH. Nous avons choisi le nanocorps 59 parmi les

différentes familles de nanocorps anti-GFLV décrites dans la littérature.

Les chaines Fc-PEG ont été conjuguées au Nbso-GFP anti GFLV, en mettant en jeu une
réaction de couplage covalent « type amide » entre la fonction ester activée NHS portée par une
chaine PEG redox, NHS-Fc-PEG, avec les amines primaires (lysine) exposées en surface par

la proteine.

La caractérisation par spectroscopie UV du conjugué Fc-PEG-Nbsg-GFP a indiqué un
rendement de décoration d'environ 8 chaines Fc-PEG par fusion Nanocorps-GFP (voir chapitre
2).

1.2. Assemblage du systeme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH sur particules virales de GFLV

La premiére étape de la construction du systeme intégré consiste a immunomarquer le
virus immobilisé par les Fc-PEG-Nbso-GFP. La seconde étape est I’immunomarquage du virus
pas les GDH-Nb7s. L’expérience précédente de 1’équipe, relative a la décoration de particules
virales par des anticorps-Fc PEGylés, a montré que I'immobilisation des anticorps redox sur
surface nécessite un temps long, typiquement toute une nuit a température ambiante. C’est
pourquoi, afin d’éviter une éventuelle perte d’activité de I’enzyme, qui pourrait étre
significative dans ces conditions, nous avons choisi d’exposer la surface d’abord au Fc-PEG-

Nbsg-GFP puis au GDH-Nbzs.

La concentration et le temps d'exposition ont été choisis de maniére a ce que la couverture
de Fc-PEG-Nbso-GFP et de GDH-Nbzs atteigne la saturation (16pg/ml ~ 12 h pour le Fc-PEG-
Nbsg-GFP et 15 pg/ml, ~ 2 h pour la GDH-Nb7s).
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1.3. Quantification du nombre de chaines Fc-PEG décorant les particules virales de GFLV

Les électrodes portant des particules de GFLV décorées avec les enzymes PQQ-GDH et
les chaines redox Fc-PEG, ont été caractérisées a l'aide de la voltammeétrie cyclique a vague
carrée (SWV), en [’absence de glucose. Les signaux obtenus ont montré un pic large, situé a un
potentiel proche du potentiel standard des tétes Fc liés aux chaines PEG (E° ~ 0,15 V/SCE),
Figure 1, tracé rouge. On note qu’aucun pic de ce type n'a été observé lorsqu'une électrode
bloguée avec le mélange BSA/B.-GFP, ne portant pas de particules virales, a été exposée au
Fc-PEG-Nbsg-GFP (Figure 1, tracé noir en pointillé).

i(HA)

0.0 0.1 0.2 0.3

E (V/SCE)
Figure 1. Réponse électrochimique, en 1’absence de glucose, du systeme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH assemblé
sur des particules de GFLV a l'aide de nanocorps. Signal de voltammétrie a vague carrée (SWV) enregistré sur
une électrode portant des GFLV décorés par des Nbsy-GFP Fc-PEGylés et GDH-Nbzs, enregistré dans le tampon
seul, courbe rouge. La courbe pointillée noire a été enregistrée sur une électrode bloquée avec BSA/B,-GFP, ne

portant pas de GFLV, qui a été exposée aux deux nanocorps. Parametres SWV : amplitude 25 mV, fréquence 25
Hz, incrément 5mV

Ces résultats indiquent que les chaines Fc-PEG ont été sélectivement immobilisées sur le
virus, via l'assemblage immunologique du Fc-PEG-Nbso-GFP (Figure 3B). La quantité de
chaines Fc-PEG présentes en surface, et finalement par particule GFLV, est difficile a estimer
a partir du signal SWV, qui ne dépend pas analytiquement de maniére simple de ce parametre.
Nous nous sommes donc tournés vers la voltammétrie cyclique, qui est une technique
électrochimique plus quantitative, pour caractériser la réponse des GFLV décorés par le Fc-
PEG.
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Une courbe typique de voltammetrie cyclique enregistrée a une surface d’or portant des
particules virales de GFLV décorées est présentée en Figure 2, trait noir. Le signal de CV est
largement dominé par le courant capacitif de 1’¢électrode, dont la contribution était minimisée
par la technique SWV. On peut néanmoins deviner la présence d’une paire de pics, situés aux
environs de ~0.17 V/SCE, c’est-a-dire proche de la valeur attendue pour les tétes Fc. Afin de
mieux visualiser le pic de la vague anodique il est possible de soustraire du CV le courant de
fond capacitif enregistré a une électrode non exposee a la solution virale, mais aux bloquants
BSA/B>-GFP, courbe verte. La courbe soustraite, en rouge en Figure 2, laisse apparaitre un pic
suffisamment bien défini pour estimer, a partir de son intégration, la couverture en surface de

Fc-PEG (I'rc), qui est de I’ordre de ~ 2 pmol/cm?.

15 0.20
0.15
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0.10
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i{nA)

i{nA)
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—

-0.10

-1.0

0.0 0.1 0.2 0.3
E (V/SCE)

Figure 2. Réponse électrochimique, en 1’absence de glucose, du systeme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH assemblé
sur des particules virales de GFLV a l'aide de nanocorps. Signal de voltammeétrie cyclique enregistré sur une
électrode portant des GFLV décorés par des Nbso-GFP Fc-PEGylés et GDH-Nbvs, enregistré dans le tampon seul,
courbe noire. La courbe en pointillés verts a été enregistrée sur une électrode bloquée avec BSA/B,-GFP, ne
portant pas de GFLV, qui a été exposée aux deux nanocorps. La courbe rouge représente le CV corrigé du courant
de fond de la surface décorée avec des GFLV, obtenu en soustrayant le signal en pointillés du signal en noir.
Signaux enregistrés dans 50 mM du tampon phosphate pH 7, vitesse de balayage 200 mV/s.

Concomitamment aux mesures électrochimiques, les surfaces d’or portant les particules de
GFLV décorées ont été imagées in situ par AFM en mode tapping afin d'évaluer la couverture

virale sur la surface. Les mesures AFM ont donné une valeur de 130 particules de virus/pum?.
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En utilisant la couverture en GFLV, nous avons pu convertir la couverture surfacique de
Fc (T're) en un nombre de chaines Fc-PEG par GFLV et qui est égal a 56 Fc-PEG/GFLV. En
considérant qu'il y avait 8 chaines Fc-PEG par Fc-PEG-Nbse-GFP, nous avons finalement pu
estimer qu'en moyenne, 7 nanocorps marques Fc-PEG-Nbsg-GFP décorent chaque particule de
GFLV. Ce nombre semble assez faible compte tenu du grand nombre de copies de I'épitope
(60) que Nbse peut reconnaitre sur la capside virale. Un tel résultat peut s'expliquer soit par
I'encombrement de la chaine Fc-PEG qui limite la reconnaissance du GFLV par le Fc-PEG-

Nbso-GFP, soit I’altération de 1’extremité N-terminale du Nbsg.

2. Activité catalytique du systeme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH sur particules
virales de GFLV.

Lorsque du glucose a été introduit dans la solution tampon ou se trouve la surface d'or
portant les particules virales de GFLV décorées a la fois par le GDH-Nbzs et le Fc-PEG-Nbso-
GFP, le CV a fortement augmenté en intensité et a acquis la forme en S typique des signaux
catalytiques, Figure 3A, courbe bleue. Un tel changement montre que, comme représenté en
Figure 3B, les tétes de ferrocene oxydées jouent efficacement le réle de cosubstrat redox pour
les molécules de PQQ-GDH supportées par le virus, et transportent les électrons libérés par
I'oxydation du glucose vers I'électrode. Un tel processus de transport d'électrons implique un
mouvement Brownien aléatoire de la chaine Fc-PEG, couplé a un échange d'électrons entre les
tétes Fc transitoirement voisines.*? Notez qu’en absence de virus a la surface, seul un trés faible
signal catalytique a été détecté (Figure 3A, ligne en pointillés). Ce signal est dd a la quantité
négligeable de GDH-Nbz7s et de Fc-PEG-Nbso-GFP adsorbées de maniere non specifique sur
I'électrode, qui est indétectable en absence de catalyse.
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Figure 3. Réponse électrocatalytique du systeme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH assembleé sur des particules virales
de GFLV a l'aide de nanocorps. (A) Voltammogramme catalytique enregistré sur une électrode portant des virions
GFLV décorés a la fois par Nbse-GFP Fc-PEGyIé et GDH-Nbys, enregistré avant (courbe rouge) et apres (courbe
bleue) I'injection de glucose dans la cellule, jusqu'a une concentration de 20 mM. La courbe pointillée bleue a été
enregistrée dans ces derniéres conditions, sur une électrode bloquée avec BSA, ne portant pas de GFLV, qui a été
exposée aux deux nanocorps. Vitesse de balayage = 20 mV/s. (B) Schéma de I'oxydation du glucose catalysée par
I’enzyme PQQ-GDH médiée par son cosubstrat Fc-PEG, immobilisés sur des particules virales de GFLV.

Aprés avoir démontré que le systéeme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH était capable de
fonctionner efficacement sur les virions de GFLV, nous avons pu explorer les caractéristiques

cinétiques de cet assemblage.

2.1. Caractérisation cinétique du systéme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH sur GFLV

L'évolution des voltammogrammes catalytiques, icat V.S. E, enregistrés sur une électrode
portant des particules de GFLV décorées par le systeme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH, en
fonction de la concentration de glucose injecté dans la cellule électrochimique, est présentée en
Figure 4A et 4B.
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Figure 4. Caractérisation cinétique du systéme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH assemblé sur des particules de GFLV.
(A), (B) : CV catalytiques enregistrées sur une électrode en or portant le systéme intégré supporté par GFLV pour
les différentes concentrations de glucose indiquées.

On peut observer que I'intensité du courant catalytique de plateau, icatpl, 8 augmenté a
mesure que la concentration de glucose ajouté était augmentée jusqu'a environ 20 mM, puis a
diminué avec I'ajout de glucose supplémentaire. Par conséquent, une courbe en forme de cloche
icat VS. [G] a été obtenue, Figure 5. L'équation (1) permet de reproduire cette variation de

maniére satisfaisante, en utilisant paramétre ajustables kox[Fc*]ez, Keat, Km, Ki:

. 1 1 Ky
icat = 2Fngpn/[——— (14 Ki[G]) + ]
cat GDH/ kox [Fct]es ( l[ ]) kcat  kcatlG]

Ou [Fc*]ez est la concentration en forme active du médiateur (ferrocenium) au niveau de I’enzyme.

Ceci montre que dans le systeme intégré, I'oxydation du glucose catalysée par PQQ-GDH suit
le méme schéma cinétique qu’en solution. Cependant, comme expliqué précédemment, un tel

ajustement ne peut pas fournir des valeurs individuelles des constantes cinétiques.
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Figure 5. Caractérisation cinétique du systéme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH assemblé sur des particules de GFLV.
Variation du courant de plateau catalytique, icaip1 des CV catalytiques en fonction de la concentration de glucose
utilisée.

La dépendance du potentiel a mi-hauteur des CVs catalytiques, E1/2, avec la concentration
en glucose peut fournir plus d'informations. Cependant, contrairement a l'utilisation d'un
médiateur soluble de ferrocéne, la concentration de Fc* telle que percue par I'enzyme, [Fc*]ez,
n'est pas directement connue, car elle dépend du mécanisme complexe de transport électronique
de Fc* par sauts d’électrons tout au long de la capside de GFLV (Figure 3B). Cependant, en

supposant un transfert électronique Nernstien a I'électrode, on peut écrire :
[Fc*]ez = [Fclez/(1 + exp [-F(E — E°)/RT]) ()
Ou E° est le potentiel standard des tétes de ferrocéne.

[Fclez est la concentration des tétes de ferrocéne au voisinage de I'enzyme a I'équilibre
(lorsqu'aucun courant ne circule). La valeur de [Fc]e; est difficile a évaluer car elle nécessite

des hypothéses sur I'arrangement spatial exact des chaines Fc-PEG autour du GFLV?Z?3,

Cependant, I'équation (3), dérivée au chapitre précédent, peut encore étre utilisée pour
ajuster les données E12 vs. [G], en remplacant simplement [Fc]y par [Fc]e; et en utilisant K, Ki
et le rapport kox [FCJez/kcat COMme parameétres ajustables.

By = B® = Zlin {1+ koy[Feloy (1+72)/Uecar (1 + Ki[GD])

2

Un bon ajustement de la courbe théorique sur les points expérimentaux est obtenu, Figure 6.
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Figure 6. Caractérisation cinétique du systéme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH assemblé sur des particules de GFLV.
Variation du potentiel & mi-hauteur, E1s, des CV catalytiques en fonction de la concentration de glucose utilisee.

Les meilleures valeurs d'ajustement sont assemblées dans le Tableau 1, Colonne III. Les valeurs
ainsi estimées pour Ku et K; se situent entre celles typiques du régime coopératif et non
coopératif de PQQ-GDH, de sorte qu'aucune conclusion ne peut étre tirée de ces parametres

concernant le régime adopté par PQQ-GDH supporté par GFLV.

PQQ-GDH en solution
cosubstrat Ec en solution Systeme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH
sur particules de GFLV
Mode non-coopératif Mode coopératif
Valeurs de la littérature, référence * Analyse compléte
Ky (MM) 0.27 £0.05 4703 15+0.6
Ki (M) 52+6 127+ 20 65 + 55
Kox / Keat (M) 1.3+0.45 55+0.45 N.A
x 10° x 10%
Kox/FClez Keat N.A. N.A. 0.80+£0.24
kox (M5 1.9+03 3.3%0.6 N.A.
x 108 x 108
Keat (S-l) 15+£0.3 6+1 N.A.
x 10° x 103
I I 111

Tableau 1. Constantes cinétiques de la PQQ-GDH dans ses modes cinétiques coopératifs et non coopératifs et
dans les différentes configurations indiquées. Valeurs de la littérature comparées a celle mesurées ici pour le
systéme intégré a partir de I’analyse du potentiel de demi-vague du voltammograme catalytique.
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Cela souligne la nécessité de déterminer complétement les constantes cinétiques individuelles,
ce qui ne peut étre réalisé qu'avec une analyse détaillée de I'ensemble de la vague de CV
catalytique. Cela nécessite tout d'abord une légére réorganisation de I'équation (1), pour tenir

compte de la définition de [Fc*]e; pour le systeme intégré (équation (2)), ce qui donne :

Lo L [ (g R - E)/RTD + = (1+52)] (g)

icat 2FngpH kox [Fclez kcat [G]

Comme le suggeére cette expression, la réciproque du courant catalytique 1/icat(E), mesuré tout
au long des voltammogrammes catalytiques, a été tracée en fonction du terme 1+exp[(-F(E-E°
MRT]). Les tracés expérimentaux en résultants, construits pour différentes concentrations de

glucose, sont présentés en Figure 7.

N
<
= 5 mM 10 mM
i
= 3
2 _
1 20mM | 50 MM | 100mM | 200 mM
0 T [

0 5 10 15 0 5 10 15 0 5 10 15 0 5 10 15
1+exp(-F(E-E°)/RT)

Figure 7. Caractérisation cinétique du systeme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH assemblé sur des particules de GFLV.
Graphiques dits primaires montrant la réciproque du courant catalytique, 1/ica(E), en fonction du terme
1+exp(F(E-E°)/RT), pour les concentrations de glucose indiquées.

On observe qu'ils sont linéaires, comme prédit par I'équation (4), validant ainsi qualitativement
notre analyse. Comme prévu, leur pente augmente et leur ordonnée a 1’origine diminue avec
l'augmentation de la concentration de glucose. Les pentes, Sy, et les origines, O1, de ces tracés
primaires sont reportées en fonction de la concentration de glucose, ou de son inverse, en Figure
8A et 8B, respectivement. Dans les deux cas, des variations linéaires sont obtenues, comme
prédit par 1’équation (4). Le rapport de la pente sur I'ordonnée a 1’origine de chacun de ces deux
tracés secondaires donne immédiatement les valeurs de Kj et Ky, respectivement. Le rapport

des pentes respectives des deux tracés secondaires donne la valeur du paramétre global
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Kox[FClez/keat. Enfin, en prenant nepn = 5, on peut estimer la valeur de kcat a partir de I'ordonnee

a I’origine de la variation de O; vs 1/[G].

A B 0.4 _
—~ 1.0 9 o
% 03 & 3
-.=-' = g
2 05 02 ® 3
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g ¢ 0.1 %
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Figure 8. Caractérisation cinétique du systeme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH assemblé sur les particules de GFLV.
Graphiques dit secondaires montrant : (A) La variation de la pente des graphiques primaires en fonction des
concentrations de glucose, [G]. (B) La variation de I’ordonnée a I’origine des graphiques primaires en fonction de
I’inverse des concentrations de glucose, 1/[G].

Les valeurs individuelles ainsi obtenues pour les constantes cinétiques caractérisant l'activité
de PQQ-GDH dans le systeme intégre supporté par les particules GFLV sont collectées dans la

colonne III du Tableau 2.

On peut tout d'abord remarquer que la valeur de Ky pour le systéme supporté par GFLV est tres
proche de celle typique du mode coopératif de PQQ-GDH en solution (Colonne III par rapport
a la Colonne II). La valeur de kcat est clairement plus élevée que celle attendue pour le mode

non coopératif, étant proche, bien que Iégérement plus faible, que celle du mode coopératif.
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PQQ-GDH en solution
cosubstrat Ec en solution Systeme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH
sur particules de GFLV
Mode non-coopératif Mode coopératif
Valeurs de la littérature, référence * Analyse complete
Ky (MM) 0.27 £0.05 47+03 44+£15
Ki (M’l) 52+6 127 + 20 9.7+24
Kox / Keat (Ml) 13+045 55+0.45 N.A.
x 10° x 10
Kou/FCTln e N.A. N.A. 1.0£0.2
Kox (M5 19+03 3.3+06 N.A.
x 108 x 108
et (5°) 15£03 61 41
x 10° x 10° x 103
1 1I 111

Tableau 2. Constantes cinétiques de la PQQ-GDH dans ses modes cinétiques coopératifs et non coopératifs et
dans les différentes configurations indiquées. Valeurs de la littérature comparées a celle mesurées ici pour le
systéme intégré a partir de I’analyse compléte du voltammograme catalytique.

Par conséquent, I’adoption du régime coopératif par la PQQ-GDH dans le systéme intégré peut

étre attribuée au confinement a I'échelle nanométrique des tétes de Fc a proximité de I'enzyme.

Le mécanisme de cet exemple particulierement clair de modulation de I'activité enzymatique
par le nano-échafaudage peut étre compris en considérant la spécificité de la coopérativité pour
une enzyme redox : Le confinement du cosubstrat ferrocéne autour de I'enzyme augmente la
probabilité que les deux unités catalytiques de GDH soient simultanément dans le méme état
d'oxydation (oxydé), ce qui est une condition nécessaire pour leur action coopérative envers le
glucose. A noter que nous avons observé un phénomeéne similaire lorsque le systéme intégré
Fc-PEG/PQQ-GDH était supporté sur des particules de phages fd ou de TMV, de géométrie
linéaire, mais pas lorsqu'il était directement assemblé sur des électrodes planes®. Cela montre
que I'exaltation enzymatique est spécifiquement diie au confinement du systeme sur la capside
de particules virales présentant (au moins) une dimension dans la plage nanometrique d'environ

10 nm. La forme exacte de la particule semble avoir peu d'importance.

En examinant a nouveau le Tableau 2, on peut observer que la valeur de K; obtenue pour le

systéeme intégré supporté par GFLV est significativement plus petite que celle correspondant
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aux modes non coopératif et coopératif de GDH. Nous avons precédemment observe le méme
effet pour le systeme intégré Fc-PEG/PQQ-GDH, qu'il soit supporté sur des capsides virales ou
assemblé en monocouche sur des électrodes, mais pas pour la GDH portée par un virus utilisant
un mediateur soluble. Par conséquent, on peut conclure que l'inhibition par le substrat est
minimisée par la co-immobilisation du médiateur et de I'enzyme, et non pas uniquement par le

nano-échafaudage.
Conclusion

Nous avons mis au point un protocole original pour I'assemblage guidé par des nanocorps de
systemes enzymatiques basés sur la GDH sur la capside d'une particule virale icosaédrique de
GFLV immobilisée sur une surface d'électrode. Cette configuration permet une analyse simple
et approfondie de la réponse cinétique des systemes enzymatiques échafaudés par des particules
virales par voltammeétrie cyclique. En sélectionnant des observables appropriés, des constantes
cinétiques individuelles de I'enzyme peuvent étre déterminées. Cette méthodologie a été utilisée
pour étudier les effets cinétiques du nano-échafaudage sur l'activité de la PQQ-GDH. Les
résultats indiquent que I'immobilisation de I'enzyme sur des particules virales seules ne suffit
pas a exalter I'activité enzymatique, malgré la petite taille (~20 nm) et la nature chargée des
particules de GFLV, deux parametres qui sont généralement censés favoriser un tel effet.
Cependant, la co-immobilisation de I'enzyme et de son cosubstrat (chaines Fc-PEG) sur des
nano-échafaudages viraux induit une exaltation enzymatique, en favorisant la coopérativité
entre les deux sous-unités de I'enzyme homodimérique via la "synchronisation” de leur état
redox. Une diminution de I'inhibition du substrat a également été observée, mais semble étre

un avantage intrinséque du systéme intégré plutdt que du nano-échafaudage.
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Chapitre VI

Conclusion et Perspectives

A I’issue de ce travail de thése nous avons atteint un certain nombre d’objectifs que nous
nous étions fixés, réussissant a pousser plus loin le concept d’assemblage du systeme intégré
Fc-PEG/PQQ-GDH sur des nano-supports viraux. Nous avons exploré 1’emploi de
nanoparticules virales présentant une géomeétrie quasi-sphérique, différente de celle, linéaire,
des virus utilisés précédemment comme supports. Nous avons également miniaturisé le
systeme, en utilisant des particules de 30 nm de diamétre, la ou les virions linéaires étaient

caractérisés par une longueur de plusieurs centaines de nanometres.

Le degré de définition du systéme, en termes d’agencement spatial de ses composants redox et
enzymatiques, a également été grandement amélioré. En effet, dans les travaux précédents, ces
composants, étaient portés par des anticorps polyclonaux, reconnaissant a priori un ensemble
(non-défini) d’épitopes sur la capside. Il en résultait une « couverture » homogene et non
localisée, du virus par des anticorps conjugués a lI’enzyme. Un empilement d’anticorps
permettait ensuite d’immobiliser les chaines Fc-PEG, la encore indistinctement tout le long
virus. A contrario, dans ce travail de theése, I’emploi de nanocorps dirigés contre certains
domaines bien précis de la capside nous a permis d’organiser les composants selon des positions

prédéterminées (épitopes), directement a la surface du virus (sans empilement).

Ce changement de géométrie, d’organisation et d’échelle nous a permis d’évaluer, par

comparaison, I’impact de ces parametres structurels sur le fonctionnement du systéme intégre

sur particules virales. Nous avons pu mettre en évidence que I’exaltation catalytique de la PQQ-

GDH au sein du systéme intégré, que nous avions montre étre spécifique a son organisation sur
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particules virales, était un phénomene indépendant de la nature exacte des particules virales,
puisque observé pour le bactériophage fd, le TMV et le GFLV. Ce phénomene présente un
mécanisme original, li¢ a la nature redox de I’enzyme, ainsi qu’a Sa propriété de coopérativité
vis-a-vis de son substrat. Notons qu’il s’agit d’un des trés rares cas ou le mécanisme responsable

d’une exaltation catalytique a pu €tre ainsi identifié.

Certains résultats sont malheureusement également venus contrariés nos objectifs initiaux.
Ainsi nous espérions étre @ méme de fixer plus de nanocorps, porteurs soit d’enzyme soit de
chaines Fc-PEG, sur les GFLV. Nous esperions ainsi atteindre une activité catalytique par
particule virale suffisante pour interroger des particules individuelles par microscopie Mt/
AFM-SECM. Hélas, pour le systéme réalisé, le courant généré par chaque particule, qu’on peut
estimer en divisant simplement le courant catalytique mesuré en CV par le nombre de particules
globales interrogées, est d’un peu moins de 1 fA, ce qui reste trop faible pour nos mesures

Mt/AFM-SECM, pourtant parmi les plus sensibles au monde.

Comme indiqué dans le manuscrit il serait sans doute possible d’immobiliser un plus grand
nombre du nanocorps porteur de la GDH en allongeant la longueur de la chaine peptidique liant
I’enzyme au nanocorps, afin de favoriser sa bonne orientation pour reconnaitre le GFLV. Mais
c’est surtout sur la conception du nanocorps redox que devraient, si nous en avions le temps,
porter nos efforts. Il serait souhaitable d’abandonner la fonctionnalisation du nanocorps par le
Fc-PEG-NHS, non régio-sélective, et de concevoir une stratégie alternative, plus « biologique »
et spécifique. Nous pensons notamment a 1’emploi de nanocorps génétiquement congus pour
présenter une longue chaine peptidique flexible, remplacant avantageusement la chaine PEG,
et terminée par une cystéine. Un ferrocéne maléimide, synthétisé au laboratoire par Alexandra
Pastour, pourrait alors étre utilisé pour marquer 1’extrémité de la chaine. Alternativement, nous
pourrions penser a une telle chaine peptidique seule, fonctionnalisée de la méme maniere, mais
portant a son autre extrémité un marqueur spytag (une petite séquence peptidique), destinée a
se lier a la protéine spycatcher fusionnée avec un nanocorps anti-GFLV. Pour ne rien cacher au
lecteur, cette derniére stratégie, congue en interaction avec les Drs. Michon et Ritzenthaler est

a ce jour assez avancee. Elle fournira peut-étre des résultats presentables pour la soutenance.

Enfin a I’avenir, 1’équipe entend explorer 1’emploi d’un autre type de bio-support que les virus
pour des systemes electrocatalytiques complexes: les origamis d’ADN. Ces nano-
échafaudages offrent un contréle spatial inégalé et programmable du positionnement de

biomolécules. Les résultats obtenus seront intéressants a comparer a ceux rapportés ici,
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notamment dans la mesure ou ils mettront en évidence I’effet d’un changement de la nature

méme du nano-support sur les performances catalytiques du systeme
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Partie Experimentale
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1. Produits chimiques et solutions

Le réactif FC-PEGass00-NHS ester utilisé pour le marquage PEG-Fc du nanocorps Nbsg-
GFP anti GFLV était un produit synthétisé précédemment par le groupe Bionano (LEM), tel
que décrit précedement?,

L'agent de blocage albumine sérique bovine (BSA) provenait de Jackson ImunoResearch

Laboratories (Royaume-Uni).
Le méthosulfate de phénazine (PMS) a été obtenu aupreés d'Alfa Aesar.

Le 2,6-dichlorophénolindophénol (DCPIP), le 1,1-ferrocenediméthanol, I'nydrochlorure
de cystéamine et tous les autres produits chimiques de qualité analytique étaient des produits
Sigma-Aldrich et ont été utilisés tels quels. Toutes les solutions ont été préparées avec de I'eau
doublement désionisée (résistivité de 18,2 MQ cm-1, TKA Micro-Pure UV). Deux solutions
tampons ont été utilisées pour l'assemblage de surface : tampon phosphate a 10 mM a pH 7
(tampon phosphate), et tampon Tris-HCI a 50 mM a pH 7,5 (tampon Tris). Le tampon
phosphate a été utilisé pour la préparation de la solution de virus GFLV, et celle du nanocorps
redox Fc-PEG-Nbso-GFP. Le tampon Tris a été utilisé pour préparer la solution du nanocorps
GDH-Nb7s, ainsi que comme milieu d'imagerie pour les expériences AFM in situ. Toutes les
solutions de nanocorps ont été préparées avec 1 mg/ml de BSA et 0,5 mg/ml de B2-GFP. Toutes
les solutions de protéines contenaient 0.01 % (p/v) d'azide de sodium (NaN3) comme
conservateur. Veuillez noter que les solutions méres de glucose dans le tampon Tris ont été

laissée mutaroter pendant la nuit.
2. Materiel biologique

2.1. Particules virales de GFLV

Les suspensions de virus GFLV ont été fournies par le Dr Christophe Ritzenthaler, Institut de
biologie moléculaire des plantes, CNRS, Strasbourg. Les virus GFLV ont été cultivés et purifiés

comme décrit dans l'article de Belval et al. 20162
2.2. La protéine de fusion GDH-Nb7s

La production de la protéine de fusion GDH-Nbzs a nécessité I'utilisation du vecteur
d'expression bactérien pETcyto. Les bactéries BL21(DE3) ainsi qu'un milieu auto-inducteur
ont été utilisés pour la production. Les extraits cytoplasmiques ont été purifiés en utilisant une

chromatographie d'affinité HisTrap, suivie d'une chromatographie par exclusion de taille. La
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production a permis la génération de GDH-Nbzs sous forme dimérique en raison de la présence
de Ca?* dans les tampons d'élution. Cependant, I'enzyme était dans sa forme Apo, ce qui signifie
qu'elle était dépourvue de son cofacteur PQQ, qui était absent du milieu de culture et de
purification.

2.2.1. Le vecteur d'expression bactérien « pETcyto »

Le vecteur d’expression bactérien pETcyto derivé de pET-22b(+) (Novagen) a été modifié pour
étre compatible avec la technique de clonage Golden Gate en supprimant le site Sapl indésirable
unique et en ajoutant une cassette CmR-ccdB. Pour ce faire, le site Sapl original de pET-22b(+)
a été modifié par une substitution unique introduite par mutagénese PCR en utilisant la
polymérase Phusion (ThermoFisher Scientific) avec les amorces #595-596, ce qui a donné
pETASapl. La cassette CmR-ccdB a été amplifiée a partir du vecteur pPEAQ-HT (Sainsbury et
al, 2009) en utilisant les amorces #588-589, digérée avec Ndel-Xhol et introduite dans
pETASapl linéarisé par Ndel-Xhol par clonage classique. Le plasmide résultant, pETcyto, a été
utilisé pour la suite du clonage Golden Gate et I'expression cytoplasmique des protéines.

2.2.2. Clonage de I'apo-GDH-Nbzs-6his

La séquence GDH avec les sites de restriction Sapl a été directement synthétisee (IDT). La
séquence de liaison-Nbzs-6his a été amplifiée a I'aide des amorces #1096-1097 a partir d'un
gene synthétique (IDT) pour ajouter des sites Sapl compatibles et des extrémités cohésives a la
séquence GDH. Les deux séquences ont été clonées dans le plasmide pETcyto par clonage
Golden Gate, ce qui a donné le plasmide pETcyto-GDH-Nb75-6his. Le plasmide a ensuite été

validé par séquencage Sange.
2.2.3. Production de I'apo-GDH-Nbzs-6his.

La production a été réalisée dans la souche E. coli Shuffle (New England Biolabs) cultivée dans
un milieu TB a 37°C jusqu'a ce qu'elle atteigne une absorbance de 0,8 a 600 nm, puis induite
avec 1 mM d'IPTG a 20°C pendant la nuit. Les cellules ont été resuspendues dans un tampon
GDH-1 (20 mM Tris-HCI, 3 mM de CaCl2, 20 mM d'imidazole, pH 7,5) avec le cocktail

d'inhibiteurs de protéases cOmplete (Roche).
2.2.4. Purification de I'apo-GDH-Nbzs-6his.

La purification a été réalisée a 4°C sur un appareil AKTA Pure (Cytiva) avec une colonne
HisTrap FF Crude de 1 mL (Cytiva) fonctionnant dans un tampon IMAC. La protéine

immobilisée a été éluée en utilisant 500 mM d'imidazole. Les fractions appropriées ont ensuite
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été injectees sur une colonne Superdex 200 (Cytiva). La chromatographie d’exclusion de taille
sur la colonne Superdex 200 a été réalisée dans un tampon GDH-2 (20 mM Tris-HCI, 3 mM de
CaCl2, pH 7,5). Les fractions ont été vérifiées par électrophorese sur gel de polyacrylamide en
présence de dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE) a 12,5% avant d'étre regroupées et
concentreées a l'aide d'un dispositif Amicon Ultra (Merck Millipore) de 30 kDa.

2.2.5. Séquence protéique de la GDH- - -6his produite.

>MDVPLTPSQFAKAKSENFDKKVILSNLNKPHALLWGPDNQIWLTERATGKILRVNP
ESGSVKTVFQVPEIVNDADGQNGLLGFAFHPDFKNNPYITYISGTFKNPKSTDKELPNQ
THRRYTYNKSTDTLEKPVDLLAGLPSSKDHQSGRLVIGPDQKIYYTIGDQGRNQLAY
LFLPNQAQHTPTQQELNGKDYHTYMGKVLRLNLDGSIPKDNPSFNGVVSHIYTLGHR
NPQGLAFTPNGKLLQSEQGPNSDDEINLIVKGGNYGWPNVAGYKDDSGYAYANYSA
AANKSIKDLAQNGVKVAAGVPVTKESEWTGKNFVPPLKTLYTVQDTYNYNDPTCGE
MTYICWPTVAPSSAYVYKGGKKAITGWENTLLVPSLKRGVIFRIKLDPTYSTTYDDA
VPMFKSNNRYRDVIASPDGNVLYVLTDTAGNVQKDDGSVTNTLENPGSLIKFTYKA
K

GGGHHHHHH*

2.2.6. Séquence nucléique de la GDH- - -6his produite.

>ATGGATGTACCCCTGACTCCATCTCAGTTTGCCAAAGCCAAAAGTGAGAACTTT
GACAAGAAGGTGATTCTTAGTAATCTGAACAAGCCGCACGCCTTGCTGTGGGGAC
CAGACAACCAGATTTGGTTAACAGAACGCGCGACGGGAAAAATCTTACGCGTCA
ATCCAGAGTCCGGCAGTGTCAAGACAGTGTTCCAAGTACCGGAAATCGTAAACG
ATGCAGATGGGCAAAACGGATTATTGGGATTTGCCTTTCATCCTGACTTTAAAAA
CAATCCCTACATCTACATCAGCGGTACGTTTAAGAATCCCAAGAGTACGGATAAA
GAACTTCCGAACCAAACAATCATTCGTCGTTATACTTACAACAAATCCACCGACA
CCCTGGAAAAGCCAGTGGATCTGCTTGCAGGACTTCCATCGTCCAAGGACCATCA
ATCAGGCCGTTTGGTAATTGGCCCTGACCAGAAGATCTACTATACCATTGGTGAT
CAGGGTCGCAACCAACTGGCCTACCTTTTTCTTCCAAACCAGGCTCAGCACACTC
CGACGCAGCAAGAATTGAACGGAAAAGACTACCATACTTATATGGGTAAGGTGT
TGCGCTTAAATTTAGATGGTAGCATCCCGAAAGATAATCCCTCATTTAATGGGGT
CGTCTCCCACATCTACACATTAGGGCATCGCAATCCCCAGGGACTTGCCTTCACC
CCGAACGGCAAATTACTTCAGAGTGAGCAGGGGCCGAACAGCGACGACGAAATT

AACTTAATTGTGAAGGGTGGCAATTACGGCTGGCCCAATGTTGCTGGTTACAAGG
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ATGATAGTGGATATGCCTATGCCAACTATTCGGCAGCCGCCAACAAGTCAATTAA
GGATCTGGCTCAGAATGGCGTGAAAGTAGCGGCCGGCGTACCTGTCACCAAGGA
GTCAGAATGGACAGGTAAAAATTTTGTTCCCCCATTAAAAACCTTGTACACGGTA
CAAGACACTTACAACTACAACGATCCAACCTGCGGCGAGATGACGTATATCTGCT
GGCCTACTGTTGCACCTTCTTCAGCTTATGTGTATAAGGGCGGGAAGAAAGCGAT
CACAGGGTGGGAAAACACATTGCTGGTGCCGAGTCTGAAGCGCGGTGTGATTTTT
CGCATTAAACTTGACCCGACCTATTCAACGACCTATGACGACGCCGTTCCCATGT
TCAAATCAAACAATCGCTACCGCGATGTGATTGCGTCGCCGGACGGAAACGTCTT
GTATGTGCTTACCGACACGGCCGGGAATGTCCAAAAGGACGATGGCTCAGTGAC
TAATACTCTTGAAAATCCGGGCAGCTTAATTAAGTTTACATACAAGGCAAAGGGA
GGCGGTGGATCCGGAGGCGGTGGATCCGGAGGCGGATCCGGCCAGGTGCAGCTG
CAGGAGTCTGGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGAGGCTCTCTGAGACTCTCCTGTG
TAGCCTCTGAATACCCCAGTAGTAGCACCGCGATGGCTTGGTTCCGCCAGGCTCC
AGGGAAGGAGCGTGAGGGGGTCGCAGCCATTAATAGTGTTCGTCATACCACATC
GTACGCCGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAAGGACAACGCCGACAA
TATGATGTATCTGGAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCATCTATTAC
TGTGCGGCGGCCGACGCCATTGGGTTAGCTGAATACTGGTCAACTCCTACCCTTT
CCGCCGCGAGGTATAAGTACTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTCCG
GAGGGGGACACCATCACCACCATCACTGA

2.2.7. Incorporation de la PQQ a la GDH-Nbzs-6his produite.

Pour obtenir la forme Holo de I'enzyme, I'Apo-GDH-Nbzs a été incubé avec un exces d'environ
10 fois de PQQ dans un tampon tris pH 7,5 @ 20 mM contenant 3 mM de CaCl, pendant 60
minutes a température ambiante. L'exces de PQQ a été éliminé par ultra-centrifugation sur une
membrane de 30 kDa. L'apparition d'un pic a 352 nm dans le spectre UV-visible de GDH-Nby7s
a confirmé l'incorporation de PQQ (voir Chapitre 2), indiquant la formation de la forme Holo

de I'enzyme.

2.2.8. Evaluation de I'activité de la GDH-Nb7s en solution

L'activite catalytique de la protéine de fusion GDH-Nb7s a été évaluée en utilisant un protocole
de test spectrophotométrique standard, dont le principe est décrit précédemment dans le
chapitre 2.
Une concentration connue (~ 20 pM) de GDH-Nb7s a été introduite dans une cellule

spectrophotométrique contenant un mélange de deux accepteurs d'‘électrons, le 2,6-
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dichlorophénol-indophénol (DCPIP, 60 puM) et le méthosulfate de phénazine (PMS, 600 uM).
L'action enzymatique a été déclenchée en introduisant du glucose (dans la plage de 3 & 500
mM) dans la cellule. La conversion du DCPIP de sa forme oxydée bleue a sa forme réduite
incolore a été suivi en enregistrant I'absorbance de la solution a 600 nm. La vitesse initiale de
décroissance de l'absorbance a fourni la vitesse enzymatique (en concentration molaire de
DCPIP (donc de glucose) convertie par seconde), qui, une fois divisée par la concentration de

I'enzyme, a conduit a une constante de vitesse apparente de premier ordre Kapp (en s2).
2.3. Le nanocorps Nbso-GFP

Le nanocorps Nbso-GFP anti-GFLV a été fourni par le Dr. Christophe Ritzenthaler,

Institut de biologie moléculaire des plantes, CNRS, Strasbourg.

La production du Nbso-GFP nécessite également I'utilisation du vecteur d'expression bactérien
pETcyto. La production du vecteur d'expression bactérien pETcyto a été réalisée comme décrit

précédemment.

2.3.1. Clonage du Nbse-GFP-6his-Streptag.

La sequence de Nbsg a été amplifiée a partir d'un bloc de génes synthétiques (Integrated DNA
Technologies, IDT) en utilisant les amorces #767-768 pour ajouter des sites Sapl compatibles.
La séquence de lien-EGFP-6his-Streptag a été amplifiée a partir de pET-22b(+)-Nb23-EGFP-
6his.® Les fragments de Nbso et de lien-EGFP-6his-Streptag digérés par Sapl ont ensuite été
clonés dans pETcyto linéarisé par Sapl en utilisant le clonage Golden Gate, tel que décrit dans
Incarbone et al., 2021,% en utilisant des cellules compétentes d'E. coli TOP10 (Invitrogen).

pETcyto-Nbso-EGFP-6his-Streptag a été validé par séquencage Sanger.
2.3.2. Production du Nbse-GFP-6his-Streptag.

La production a été réalisée comme décrit pour la protéine de fusion GDH-Nb7s-6his. Les
cellules ont été centrifugées et resuspendues dans un tampon IMAC (100 mM de Tris-HCI, 300
mM de NaCl, 20 mM d'imidazole, 5% de glycérol, pH 7,5), puis lysées a l'aide d'un
Microfluidizer LM20 (Microfluidics) a 1000 psi.

2.3.3. Purification du Nbsg-GFP-6his-Streptag.

La purification a été réalisée a 4°C sur une AKTA Pure (Cytiva) avec une colonne HisTrap FF
Crude de 1 mL (Cytiva) fonctionnant avec un tampon IMAC. L'élution de la protéine
immobilisée a été effectuée en utilisant un gradient d'imidazole linéaire de 20 a 500 mM. Les

fractions appropriées ont ensuite été injectées sur une colonne Superdex 200 (Cytiva) dans un
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tampon PBS 1X, et les protéines récupérées ont été concentrées a l'aide d'un Amicon Ultra
(Merck Millipore) de 30 kDa. La pureté de la protéine a été évaluée par SDS-PAGE a 12,5%

et en utilisant la coloration Instant Blue.

2.3.4. Séquence proteique du Nbso- -EGFP-6his-Streptag

>MQVQLQESGGGTVQAGGSLRLSCSISGDTSNSYCMGWFRQAPGKEREVVAHISTG
VISPGYNKFSEGRFTISPDNAKNSVYLQMNNLKPDDTAMYYCAARTGYCSGSWGVA
DSFNGWGQGTQVTVSS VSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSG
EGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSA
MPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYN
YNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYL
STQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKHHHHHHWSHPQFEK™*

2.3.5. Séquence nucléique du Nbso- -EGFP-6his-Streptag

>ATGCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGrGGAGGCACGGTGCAGGCTGGAGGGTCT
CTGAGACTCTCCTGTTCAATCTCTGGAGACACCTCCAATTCCTACTGCATGGGCTG
GTTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGAACGGGAGGTAGTCGCACATATCAGTACTGG
TGTTATTAGTCCAGGCTACAACAAGTTTTCAGAGGGCCGATTCACCATCTCCCCA
GACAACGCCAAGAACTCGGTGTATCTGCAAATGAACAACCTGAAACCTGACGAC
ACGGCTATGTATTACTGTGCAGCGAGAACCGGCTACTGTTCAGGTTCTTGGGGCG
TCGCTGATTCGTTTAATGGCTGGGGCCAGGGGACCCAGGTCACCGTCTCCTC
GTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGG
GGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAG
CGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTT
CATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTG
ACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACT
TCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAA
GGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCT
GGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCT
GGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGA
CAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGA
CGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGG
CCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAA
GACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCC
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CATCACCATCACCATCAC
TGA

3. Préparation de Fc-PEG-Nbsg-GFP avec un degré de marquage de 8
Fc-PEG/Nbso-GFP
Les chaines Fc-PEG ont été conjuguées au Nbso-GFP anti GFLV, en mettant en jeu une réaction
de couplage covalent entre la fonction ester activée NHS portée par une chaine PEG redox,
NHS-PEG-Fc, avec les amines primaires (lysine) exposées en surface par la protéine GFP.

Pour assurer un marquage complet de la GFP, la concentration de NHS doit étre 10 fois
supérieure a celle du Nbsg-GFP. Ainsi, la concentration de I'agent de pegylation activé, Fc-
PEG-NHS, a été choisie pour étre supérieure a 0.2 mM, sachant que la concentration du Nbsg-
GFP était d'environ 20 uM dans un volume de réaction de 60 pL. La procédure de

bioconjugaison peut étre divisée en 3 étapes différentes :
3.1. Echange de tampon du Nbse-GFP & pH 8 et concentration de I'échantillon

25 pL de la solution du Nbse-GFP anti GFLV ont été dilués dans 500 uL de tampon phosphate
0,1 M a pH 8 afin d'obtenir une concentration de Nbsg-GFP de 0,1 mg/mL. Cette solution de
Nbso-GFP a ensuite éte filtrée a I'aide d'un filtre stérile 8 membrane PVDF de 0,22 pum sur une
seringue stérile WVR de 4 mm. La concentration de la solution du nanocorps filtrée a été
évaluée par spectrophotométrie UV-vis en mesurant son absorbance a 280 nm et en utilisant la
loi de Beer-Lambert (coefficient d'extinction molaire, €280 ~ 53 M cm™* et poids moléculaire,
M ~ 42 kDa). Une absorbance de 0,245 a été enregistrée, correspondant a ~0,194 mg/mL de
Nbsg-GFP dans un volume de 110 pl. Ainsi, 0,5 nmol de Nbso-GFP ont été utilisés pour la
procédure de bioconjugaison. Apres I'analyse spectrophotométrique, la solution de nanocorps
a été centrifugée pendant 14 minutes a 9168 g en utilisant un filtre 8 membrane Amicon ultra-
4 de 10 kDa. Le volume de Nbso-GFP concentré obtenu a été estimé par pesée : un microtube
Eppendorf stérile a été pesé avant et apres I'ajout de la solution de nanocorps. Le volume requis

de tampon phosphate 0,1 M a pH 8 pour obtenir 50 L a été ajouté.
3.2 Réaction du Nbso-GFP avec le Fc-PEG-NHS.

220 nM de Fc-PEGss00-NHS ont eté ajoutés a la solution de Nbsg-GFP a une concentration de
8,5 UM dans un tampon phosphate a 100 mM et pH 8. Cette quantité de Fc-PEGss00-NHS
correspond approximativement a un rapport Fc-PEG3so0-NHS/ Nbsg-GFP de 21 (0,61 nmol de
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Nbsg-GFP). La solution a été doucement agitée et laissée réagir pendant 4 heures a température

ambiante, dans I'obscurité.
3.3 Purification du nanocorps redox Fc-PEG-Nbse-GFP

Une fois la réaction de bioconjugaison terminée, une étape de purification a été réalisée pour
séparer les molécules de Fc-PEG-Nbso-GFP des chaines Fc-PEG non attachées. Pour cela, 500
pl de tampon phosphate salin pH 7,4 (PBS) a été ajouté a la solution de nanocorps, qui a été
filtrée a l'aide d'un filtre VWR de 4 mm avec une membrane PVDF de 0,22 um et transférée
dans une unité Amicon-4 de 10 kDa. Pour assurer I'élimination compléte des chaines Fc-PEG
non attachées, le Fc-PEG-Nbso-GFP nouvellement synthétisé a été soumis a 6 cycles de
concentration/dilution. Apres chaque étape de centrifugation de 14 min a 9168 g, les molécules
de protéines Nbso-GFP marquées par Fc étaient retenues dans la solution de ~50 pL conservée
au-dessus du filtre (le concentré), tandis que les chaines Fc-PEG non attachées passaient
librement a travers la membrane dans I'éluat. Ce dernier a été analysé par spectrophotométrie
UV-visible afin de suivre les bandes d'absorption caractéristiques des chaines Fc-PEG libres et
des groupes NHS. L'absorbance de I'éluat a diminué progressivement aprés chaque étape
d'ultrafiltration, ce qui démontre que les chaines Fc-PEG libres ont été progressivement
éliminées du concentré. Apres 5 cycles, les chaines Fc-PEG n'étaient plus détectables dans
I'éluat, assurant que le concentré ne contenait que du Fc-PEG-Nbso-GFP. La fin de la
purification du Fc-PEG-Nbso-GFP est atteinte pour la 6°™ centrifugation. La solution de
concentré final a été soigneusement pipetée et transférée dans un microtube Eppendorf stérile,

sa concentration mesurée par spectrophotométrie et son volume estimé par pesée.

L'analyse par spectrophotométrie UV-Vis du conjugué Fc-PEG-Nbsg-GFP a fourni une
estimation du degré de marquage du Nbse-GFP (voir Chapitre 2). Un nombre d'environ 8
chaines Fc-PEG par Nbso-GFP a été déterminé.

Enfin, du PBS contenant 0,01 % (p/v) d'azide de sodium a été ajouté et la solution de Fc-PEG-

Nbso-GFP a été conservée au réfrigérateur pour une utilisation ultérieure
4. Assemblage des différents composants du systéme.

Le systeme basé sur GFLV a été assemblé sur des surfaces d'or TS ultra-plates, une stratégie

décrite ci-dessous.
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4.1. Preparation d*électrodes d’or TS ultra-plates

Les surfaces d'or ultra-plates, utilisées pour les expériences d’imageric AFM et pour la
caractérisation par voltammétrie cyclique des systéemes basés sur GFLV, ont été produites par
la méthode de "template-stripping” (TS). Pour cela, des surfaces de mica atomiquement plates
ont été utilisées comme gabarit pour le dép6t d'une couche d'or d'une épaisseur de 200 nm,
suivant la procédure décrite dans la littérature.>® Aprés dépot thermique de la monocouche d'or
sur un mica fraichement clivé, un substrat en verre a été collé sur la surface externe de l'or. Le
sandwich obtenu mica/or/verre a été stocké jusqu'a son utilisation. Juste avant utilisation, la
feuille de mica a été enlevée chimiquement du sandwich en la plongeant dans une solution de
tétrahydrofurane pendant au moins 10 minutes, permettant de récupérer une surface d'or TS
fraichement "template-stripped". Un masque adhésif perforé en Téflon a été collé sur la surface
d'or TS pour définir une électrode en forme de disque de 4 mm de diametre. Toutes les étapes
ultérieures de modification de surface ont été effectuées en déposant des gouttes de solutions
d'environ 20 pL confinées a la zone de I'électrode définie par le masque hydrophobe en Téflon.
L'électrode d'or TS ainsi obtenue a ensuite été soigneusement rincée a I'éthanol et a I'eau Milli-

Q avant une modification immédiate.
4.2. Auto-assemblage d'une couche de cystéamine sur les surfaces d'or.

Une surface d'or ultra-plate, délimitée par un masque adhésif en téflon de 4 mm de diametre, a
tout d'abord été mise en contact avec une goutte de 20 pL d'une solution de 5 mM de
chlorhydrate de cystéamine dans de I'eau Milli-Q, pendant 2 heures, sous une atmosphere
d'azote saturée en eau. Toutes les étapes d'assemblage ultérieures ont été réalisées sous la méme
atmosphére inerte, afin d'éviter la désorption oxydative de la couche de cystéamine de la surface
de I'électrode d'or.

4.3. Adsorption des virus GFLYV sur les surfaces d’or

Une solution de 20 pL de tampon phosphate contenant des particules virales de GFLV a
une concentration choisie dans la plage de 2 a 30 pg/mL, a été laissée sur la surface d’or
fonctionnalisée par la cystéamine pendant 20 minutes pour I'adsorption. Ensuite, la surface a
été soigneusement rincée par deux étapes de remplacement de gouttes et laissée en contact avec
du tampon phosphate pendant 10 minutes pour désorber tout matériel faiblement lié. Ces
conditions ont produit des réseaux aléatoires de GFLV irréversiblement adsorbés sur surface
d’or TS ultra plate avec une couverture de surface reproductible dépendant de la concentration

de GFLV adsorbée au début.
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4.4. Protection de la surface d’or par des agents bloquants de I’adsorption non

spécifique des nanocorps

La surface a été « bloquée » en adsorbant séquentiellement de I'albumine sérique bovine
(BSA) a une concentration de 2 mg/mL pendant 30 minutes, suivie de la protéine B>-GFP a 1
mg/mL pendant 30 autres minutes. Cette étape a été effectuée pour prévenir I'adsorption non
specifique lors des étapes d'assemblage ultérieures.

4.5. Assemblage du nanocorps anti-GFLV, Fc-PEG-Nbse-GFP.

La surface portant le virus GFLV et protégée avec une couche de BSA/B>-GFP a été
incubée avec 20 pL d'une solution de Fc-PEG-Nbsg-GFP a 16 pg/mL pendant toute une nuit.
Ensuite, deux étapes de ringage/désorption de 10 minutes chacune ont été effectuées en utilisant
une solution tampon phosphate contenant 1 mg/mL de BSA et 0,5 mg/mL de B>-GFP.

4.6. Assemblage du nanocorps anti-GFLV, GDH-Nbzs.

20 pL d'une solution a 15 pg/mL de conjugué anti-GFLV, GDH-Nb7s dans un tampon Tris a
été mis en contact avec la surface pendant 2 heures. Deux étapes de rincage/désorption de 5
minutes chacune, a été réalisée dans la méme solution tampon contenant 1 mg/mL de BSA et
0,5 mg/mL de B>-GFP.

5. Determination du nombre de molécules d'enzyme décorant les

particules de GFLV par spectrophotométrie

Pour déterminer le nombre de molécules d’enzyme décorant chaque particule virale

individuelle, le systeme a base de GFLV a été assemblé sur des surfaces en or TS ultra-plates.

Les étapes de modification de la surface d’or ont été réalisées comme décrit précédemment
(sections 4.1- 4.4). De maniére similaire a ce qui avait été fait pour la caractérisation du systeme
basé sur fd,” la quantité de molécules de GDH décorant chaque particule virale de GFLV a été
quantifiée en mesurant le cofacteur PQQ relargué de la surface d’or. Une solution de virus a 16
pMg/mL a été utilisée et une densité de virus de 130 particules/um2 a été obtenue, comme
confirmé par AFM en mode tapping dans 1’air. Apres I'assemblage, une goutte de 20 uL de
tampon glycine pH 2,5 a été mise en contact avec la surface pendant 90 min, afin de retirer les
nanocorps GDH-Nbyzs des particules virales. Cette goutte a été collectée et la surface a ensuite
été rincée deux fois avec 20 pL de tampon Tris pH 7,5. Les trois gouttes ont été regroupées et
portées a 100 pL en ajoutant le volume requis de tampon Tris pH 7,5. L'échantillon de 100 pL
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a ensuite été chauffé dans un bain a circulation d'eau a 50°C pendant 60 min, dénaturant la
GDH et favorisant la libération spontanée de ses molécules de cofacteur PQQ.8 L’apo GDH a
été ajouté en exces (100 nM) par rapport a la quantité de PQQ dans I'échantillon. Une fois en
contact avec les molécules de PQQ a doser, I’apo-GDH ajouté a été spontanément reconstitué
sous forme d’holo-GDH et son activité a été mesurée par spectrophotométrie en présence de
glucose et de deux cofacteurs redox solubles (la phénazine méthosulfate (PMS) et le
dichlorophénolindophénol (DCPIP)), comme représenté en Figure 1. L'absorbance du DCPIP,
qui agit comme accepteur d'électrons terminal de la chaine redox, a été mesurée a 600 nm
immédiatement aprés I'ajout de glucose. Sa concentration décroissait linéairement avec

I'oxydation du glucose catalysée par le PQQ-GDH.

Glucose | », DCPIP 4 (incolore)
(5mM) !
Gluconolactone «”  Holo-GDH 1 PMS,, 1 DCPIP,, (bleu)

(2?7 uM) (50 pM)
/

PQQ + Apo-GDH

(77?7 nM) (100 nM)

Figure 1. Schémas du dosage de PQQ relargué des surfaces d’or.

Pour le dosage, les solutions suivantes ont été mélangées dans une cuvette en plastique (les

concentrations finales sont indiquées entre parentheses) :
100 pL d'échantillon traité thermiquement

10 pL d'apo-GDH (100 nM)

10 L de DCPIP (50 uM)

10 uL de PMS/Ca2+ (10 mM/0,5 mM)

2 UL de glucose (5 mM)
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La vitesse de décroissance de la concentration de DCPIP a été mesurée. A partir de cette valeur,
il a été possible de calculer la concentration de PQQ. Pour cela, des solutions étalons de PQQ
avec une concentration connue ont été utilisees pour construire une courbe d'étalonnage
présentée en Figure 2B. La quantité de PQQ calculée a été divisée par un facteur de 2 pour
obtenir la quantité totale de PQQ-GDH présente initialement a la surface, car le PQQ-GDH est
une enzyme dimérique, chaque monomere contenant 1 molécule de PQQ comme cofacteur.

Une valeur d'environ 5 molécules de GDH par particule virale a été calculée.

A B
Agoonm (u.2.) Concentration 0.121 pente
0-4’f.;A, de PQQ en nM
': ‘IEFA.._. o 0.10
N ., L] 284,
03 te, e lte, R ) I—Y 0.08
. *,
* [ ]
0.2 ‘., ‘e, —— om 0.06
-
* . . —— 0,05
0.1 ‘e .. — 01 0.04
‘e, — 02 0.02
0.0 0,5
0.00 00 02 04 06 08 1.0
0 100 200 300 400 500 600 ) ) ’ ’ ) )
Temps (s) Concentration de PQQ (nM)

Figure 2. (A) Courbes montrant la décroissance de I’absorbance de DCPIP a 600 nm pour différentes
concentrations de PQQ. (B) Courbe d’étalonnage de PQQ.

6. Imagerie AFM.

Avant l'imagerie AFM des surfaces portant le GFLV, celles-ci ont été traitées avec du
Glutardéhyde a 1% dans un tampon phosphate de 10 mM a pH 7. Cet agent fixateur a rigidifié
les particules, les rendant plus faciles a imager. L'imagerie devait donc étre effectuée apres
toutes les étapes d'assemblage et de caractérisation. Nous avons veillé, en imager des surfaces
de test a différents stades des expériences, a ce que la couverture virale sur la surface ne soit
pas affectée par ces étapes. Les images en mode tapping AFM ont été acquises a l'aide d'un
microscope Nanowizard 1l (JPK, Allemagne). L'imagerie a I’air a été effectuée apreés ringage
de la surface a I'eau et sechage, a I'aide d'une pointe commerciale Multi75G avec une constante
de ressort spécifique de 0,1 N/m et une fréquence de 75 kHz. L'imagerie in situ (dans un tampon
phosphate ou de Tris) a été réalisée a l'aide de pointes en or souples faites maison qui ont été
préparées a partir d'un fil d'or étiré et aplati de 25 um de diameétre, avec une constante de ressort
inférieure a 0,1 N/m.
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7. Sondes AFM

Notre protocole de fabrication de sondes AFM produit des sondes présentant un cantilever
flexible rectangulaire ("bras") portant une pointe fine, une géométrie assez courante pour les
sondes AFM (voir Figure 3)

Cantilever beam
(« arm»)

Figure 3. Schémas du cantilever rectangulaire (bras) d'une sonde AFM.

La "rigidité" d'une sonde AFM et son comportement dynamique dépendent principalement des
dimensions physiques de la poutre de la cantilever : sa longueur, L, sa largeur, W et son
épaisseur, e. Lorsqu'elle se plie, la poutre agit comme un ressort de mesure de force, caractérisé

par une constante de raideur, k, donnée par :

EWe

k = T;’ ou E est le module de Young du matériau de la sonde (79 GPa pour I'or).

La fréquence fondamentale de flexion de la poutre, f, est donnée par :

f= 0.56:;2 %, , OU p est la masse spécifique du matériau de la sonde (19300 kg/m3 pour

I'or).

Dans notre cas, la poutre est produite en aplatissant un fil, la largeur et I'épaisseur de la poutre

sont liées au rayon du fil, r, par :
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nr? =eW

Cette relation suppose que le fil, une fois aplati, ne subit pas d'allongement significatif. De plus,
nous avons également remarqué que, pour notre processus d'aplatissement, la largeur de la
poutre obtenue est systématiquement ~8 fois plus grande que le rayon du fil initial : W ~8r. Par

consequent, la constante de raideur et la fréquence de nos sondes sont liées a r et données par :

B Em3r*
25613

A partir de ces formules, il peut étre calculé que la constante de raideur des sondes fabriquées

jusqu'a présent a partir de fils d'or de 25 um, avec une longueur typique de poutre L dans la
plage de 1-2 mm, est plus petite que 0.1 N/m, leur fréquence d’oscillation est de I’ordre de 1.6
kHz

8. Préparation des sondes AFM

Les résultats d’imagerie AFM in situ présentés dans le chapitre III ont été obtenus en utilisant

principalement des sondes AFM fabriquées a partir de fils d'or de 25 um de diametre. Le
protocole utilisé pour fabriquer ces sondes, inspiré des premiers travaux de la littérature du
groupe Unwin,® a été rapporté par notre groupe en 2002.1° 11 a été continuellement amélioré
depuis, dans le cadre de plusieurs théses. !t 13

8.1. Aplatir un fil d'or pour former un bras flexible sensible a la force

Les sondes AFM sont préparées a partir d'un fil d'or pur a 99,99 %, de 25 um de diamétre. La
procédure commence par la formation d'un bras flexible en aplatissant le fil d'or entre deux
anneaux en acier inoxydable bien polis. Le diamétre d'anneau en acier inoxydable utilisé, est
de 5 mm. Pour obtenir un bras parfaitement lisse, la surface des anneaux en acier inoxydable
doit étre soigneusement polie pour éliminer les rayures laissées par les sessions d'aplatissement
précédentes. Un polissage grossier est d'abord effectué en utilisant un disque abrasif SiC P1200
(15,3 um), puis un disque SiC P2400 (6,5 um). Les séries subséquentes d'étapes de polissage
sont effectuées sur des disques PAL-F portant des suspensions a base de poudre d'alumine de
taille de grain de plus en plus petite (3, 0,3 et 0,03 um). Entre chaque étape de polissage, les

anneaux sont rincés a l'eau Milli-Q et « ultrasoniqués » pendant 5 minutes pour éliminer les
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particules d'alumine. Une étape de rincage final avec de I'acétone est finalement effectuée,
suivie d'un séchage sous flux de N2. Pour I'aplatissement, une portion droite et non tordue du
fil d'or, d'environ 1,5 cm de long, est placée entre les anneaux en acier inoxydable, comme
illustré a la Figure 4A, l'extremité du fil dépassant d'au moins 3-5 mm de chaque coté de
I'anneau. Comme représenté en Figure 4B, les anneaux sont ensuite placés dans les machoires

d'un étau, qui est progressivement serré pour aplatir le fil et former le bras de la sonde.

Anneaux en acier

inoxydable
Fil d’or 1

< I

Figure 4. Représentation schématique (A) du positionnement correct du fil d'or entre les deux anneaux en acier

inoxydable polis et (B) de leur placement dans les machoires d'un étau pour aplatir le fil d'or et former le bras
flexible du cantilever.

L'idéal est que le bras soit rectangulaire, sans défauts et lisse, comme montré en Figure 5. Une

largeur de bras d'environ 100 um est attendue pour ces fils d'or de 25 pum de diameétre.

Tip dor de
25pum

Figure 5. Images au microscope optique du fil d'or aplati de 25 um de diametre montrant le bras du cantilever.
Grossissement 10x.
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Le "nez" de la sonde est ensuite formé en pliant I'extrémité non-aplatie du fil qui dépasse des
anneaux. Le fil fraichement aplati est plié aprés avoir été retiré des anneaux et placé sur une
surface souple. Une fine lamelle d'acier inoxydable est ensuite utilisée pour exercer une
pression locale a I'intersection entre les portions aplaties et non-aplaties du fil, afin de plier son
extrémité (Figure 6). Dans tous les cas, I'extrémité pliée, correspondant au nez de la sonde, est
ensuite coupée avec une lame de cutter a une longueur d'environ 1 mm. L'autre extrémité du fil
est finalement insérée entre les machoires d'une mini-pince crocodile, afin d'étre manipulée
pour les étapes suivantes. A la fin de cette étape, le fil aplati est examiné avec un microscope

optique (Figure 5).

Figure 6. Etape pour la formation du nez d'une sonde fabriquée a partir d'un fil d'or de 25 pm.

8.2. Formation de I'extrémité pointue de la sonde par électrocorrosion.

Pour donner une forme conique, I'extrémité du nez de fil est soumise a une électrocorrosion.
L'extrémité du nez est immergée dans une goutte d'une solution corrosive contenant 5 mL de
CaCl2 saturé, 3 mL d'HCI, 10 mL d'éthanol et 20 mL d'eau Milli-Q. Cette solution est diluée

par un facteur de 2 lors de 1’¢lectrocorrosion des fils d'or de 25 pm.

Environ 1 mL de la solution d’électrocorrosion est déposé sur la surface d'une plaque de platine,
sur une zone délimitée par un masque isolant formant deux réservoirs latéraux reliés par une
région centrale étroite (Figure 7). Dans cette région, la surface de platine est isolée par une
bande de parafilm et la solution forme une goutte, dans laquelle le nez de fil d'or est immergé.
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Surface de platine

Figure 7. (A) Photo de I'installation utilisée pour 1’électrocorrosion afin d'affiner le nez de la sonde. (B) Photo
prise avant I'immersion dans la solution d’électrocorrosion, montrant le positionnement de la pipette en plastique
tenant le bras flexible de la sonde faite d'un fil d'or de 25 pum de diamétre.

La position du fil dor dans la goutte est méticuleusement ajustée a l'aide d'un
micromanipulateur et surveillée avec un microscope a longue distance. Cependant, pour ces fils
d'or de 25 pum, la position du bras est difficile a contrbler car il est trés flexible et est
généralement "aspiré” dans la solution par des forces capillaires. Une pointe de pipette en
plastique est donc utilisée pour retenir électrostatiquement le bras du fil, le maintenant

horizontal et empéchant son immersion dans la solution, comme le montrent la Figure 7B.

La dissolution anodique du fil d'or est ensuite réalisée en appliquant une différence de potentiel
de +3,4 V entre le fil d'or (anode) et la plague de platine (cathode), reliée au potentiostat en
configuration a deux électrodes. Pendant I'électrocorrosion, le courant est enregistré en fonction

du temps. Un chronoampérogramme typique ainsi obtenu est présenté en Figure 8.
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Suivi en courant lors du etching électrochimique d’une tip d’or

Current (mA)
A

| /1

> Time (s)

!
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Figure 8. Courbe montrant la variation du courant typique des dernieres minutes de 1’électrocorrosion de fils d'or.
Le processus est arrété immédiatement avant que le courant n'atteigne 0.

Deux zones différentes peuvent étre clairement identifiées : une décroissance de courant lente
et presque linéaire durant les premiéres minutes, suivie d'une décroissance asymptotique du
courant vers 0. Comme on peut le voir, le chronoampérogramme présente également des "sauts"
de courant, enregistrés lorsque des bulles de gaz se détachent du fil d'or. Des bulles se forment
également a la surface de platine, mais comme la région de la plaque de platine sous la sonde
est isolée avec une bande de parafilm hydrophobe, aucune bulle ne se forme la. Cela empéche

I'immersion accidentelle du bras flexible dans la solution.

Pour obtenir une pointe tres fine, I'électrocorrosion est interrompue en ouvrant manuellement
le circuit avant que l'intensité du courant n'atteigne 0. Idéalement, I'électrocorrosion est
interrompue lorsque l'intensité atteint moins de 5% de sa valeur initiale. Le rayon de courbure
de I'extrémité de la pointe est alors généralement compris entre 10 et 20 nm, comme le montrent
les caractérisations antérieures en microscopie électronique a balayage®3.Une pointe avec un
rayon de courbure plus grand, d'environ 100 nm, peut étre obtenue en laissant I’ électrocorrosion
se terminer d'elle-méme. Une fois attaquée, le fil d'or doit étre examinée attentivement au
microscope optique pour s'assurer que 1’électrocorrosion a été réussie et pour évaluer les
dimensions de la pointe. Comme le montre I'exemple représenté sur les Figures 9A et 9B, une

pointe en forme d'aiguille est généralement formée et la longueur du nez est de I'ordre de 300 a
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500 um. Dans I'ensemble, I'étape d'électrocorrosion est cruciale car la résolution de I'AFM

dépend a la fois de la taille et de la géométrie de I'extrémité de la pointe.

Figure 9. Images au microscope optique d'une sonde en or aprés gravure électrochimique, montrant (A) le bras
flexible et le nez. Grossissement 10x. (B) Détail montrant I'extrémité aiguisée du nez (pointe). Grossissement
100x.

8.3. Collage des sondes exposées sur des lamelles en polycarbonate et montage sur le
prisme AFM

Afin d'étre utilisée dans le microscope AFM, la sonde doit étre collée sur une micro-lamelle
rectangulaire en polycarbonate (3 mm x 1,5 mm) pour étre montée sur le prisme en verre de
I'AFM.

Généralement, cette étape de collage est réalisée en utilisant une colle cyanoacrylate a
durcissement lent spécialement choisie, car le temps nécessaire pour commencer le
durcissement (environ une minute) permet le positionnement de la sonde sur la micro-lamelle.
Cette étape est cruciale car les propriétés dynamiques de la sonde dépendent, entre autres
facteurs, de la longueur du bras (partie flexible de la sonde dépassant la micro-lamelle). En
regle générale, lors du collage d'une sonde préparée a partir d'un fil de 25 um de diametre, une

longueur de bras comprise entre 0,8 et 1,0 mm est visée.

Un probleme avec la colle cyanoacrylate est la nécessité d'une étape de séchage sous flux de
N2, d'une durée de quelques heures, pour éviter le dép6t de la colle volatile sur I'apex de la
sonde. Cette étape supplémentaire augmente considérablement la durée de la procédure de
préparation de la sonde. Une autre colle durcissable aux UV peut étre utilisée. Il s'agit d'une
solution liquide de colle qui ne durcit qu'une fois exposée au rayonnement UV. L'étape de

séchage sous N2 n'est plus nécessaire lors de I'utilisation de cette nouvelle colle a faible

119



volatilité et, en outre, le temps disponible pour manipuler et positionner la sonde sur la micro-

lamelle en polycarbonate est beaucoup plus long qu'avec la colle précédente.

Apreés le collage sur la micro-lamelle en polycarbonate, la sonde doit étre fixée sur le prisme en

verre de I'AFM a l'aide d'une colle "bleue” fournie par Bruker JPK.
8.4. Détermination des propriétés mécaniques des sondes AFM.

Une fois collées et montées sur le prisme, les sondes peuvent étre placées dans le microscope
JPK pour la détermination de leurs propriétés mécaniques et dynamiques. Comme les sondes
sont destinées a étre utilisées en mode tapping, leur fréquence de résonance flexurale
fondamentale doit étre déterminée. Cela est réalisé en enregistrant le spectre de bruit thermique
de la sonde, qui est un graphique des fluctuations spontanées du cantilever en fonction de la
fréquence. La fréquence de résonance flexurale fondamentale du cantilever peut étre identifiée
a partir du spectre, qui affiche généralement un pic unique bien défini. La Figure 10 représente

deux exemples de spectres de bruit thermique déterminés pour deux sondes fabriquées.
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Figure 10. Spectres de bruit thermique montrant le pic de résonance mesuré du cantilever (bleu) et I'ajustement
de Lorentz (rouge) d'un cantilever AFM fabriqué a partir d'un fil d'or de 25 pm de diamétre. Le spectre a été acquis
en milieu aqueux.

La sonde fabriquée a partir d'un fil d'or de 25 pum de diametre donne lieu a un pic de résonance proche
de 1 kHz. Veuillez noter que les fréquences dérivées du spectre thermique sont généralement inférieures
a celles calculées a partir des seules dimensions du bras. Cela est dd a I'influence du milieu liquide et de
la présence du nez, qui agissent tous deux comme des masses ajoutées et abaissent la fréquence réelle

d'oscillation du bras. Notez également que, puisque I'amplitude des fluctuations dépend de la constante

de ressort du cantilever, ce paramétre peut également étre déterminé a partir du spectre thermique.
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Cependant, cela nécessite I'enregistrement d'une courbe d'approche en mode contact pour étalonner le
détecteur laser sensible & la position. En général, nous évitons d'enregistrer de telles courbes d'approche
pour les pointes utilisées dans les expériences réelles d'’AFM, car cela peut endommager I'apex de la

pointe.
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