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RESUME

Les oxydases, catalysant les réactions d’oxydo-réduction utilisent 1’oxygéne comme
accepteur. d’hydrogéne et d’électrons. Elles sont impliquées dans divers processus
métaboliques et biologiques tels que la respiration cellulaire, la lutte anti-infectieuse.
Ces enzymes sont également utilisées pour diverses applications notamment dans les
domaines agro-alimentaire, analytique, pharmaceutique et biomédical. L’une des
principales limites & 1’utilisation des enzymes est leur manque de stabilité et perte
d’activité durant les processus de purification et/ou de stockage. La diamine oxydase
(DAO) est une oxydase a cuivre catalysant la désamination des amines biogenes
comme la putrescine, la cadavérine et autres. Elle catalyse aussi la désamination
oxydative de I’histamine en imidazole acétaldé¢hyde et peroxyde d’hydrogéne. Elle fut
récemment proposée comme agent thérapeutique visant a traiter les histaminoses
alimentaires et dysfonctions entériques liées a I’histamine ou a améliorer les
traitements existants. Des formes pharmaceutiques adéquates avec des excipients ont
été formulées visant une délivrance intestinale de 1’enzyme thérapeutique. Le peroxyde
d’hydrogéne généré comme produit secondaire de la désamination de I’histamine
pourrait endommager les cellules ou tissus et aussi réduire 1’activité de ’enzyme. D’ou
la nécessité d’élaborer des systémes pouvant protéger I’enzyme et I’organisme et si
possible appliquer les mémes systémes sur la glucose oxydase en vue d’une éventuelle
stabilisation. La glucose oxydase est une enzyme a FAD qui catalyse 1’oxydation du
glucose en gluconolactone et peroxyde d’hydrogéne. C’est une enzyme largement
utilisée dans le domaine industriel, notamment dans le développement de biosenseurs
et glycométres nécessitant des préparations enzymatiques trés actives et hautement
stables. Dans ce projet de maitrise, la stabilisation et la modulation des activités
catalytiques de deux enzymes (diamine oxydase, glucose oxydase) ont été investiguées
en utilisant comme stratégies i) la protection physique des enzymes en présence
d’agents émulsifiants : anionique (Sodium Dodecyl Sulfate), ampholytique (Lécithine),
neutre (Tween 80) et des sels biliaires pouvant interagir avec les enzymes, stabiliser
leur structure tridimensionnelle et les protéger contre le peroxyde d’hydrogéne et ii)
¢limination directe du peroxyde d’hydrogéne ou autres espéces pro-oxydantes,
protégeant ainsi les enzymes contre I’oxydation ou I’agrégation, en utilisant des
antioxydants non-enzymatiques tels que le pyridoxal phosphate (vit. B6), le Trolox,
I’ascorbate de sodium. Les activités des enzymes ont été principalement évaluées par
I’approche zymographique. Les résultats ont montré que les enzymes sont plus stables
en présence des différents agents émulsifiants et antioxydants utilisés et que leur
activité catalytique est augmentée.

Mots clés : Diamine oxydase, glucose oxydase, polyacrylamide, pyridoxal phosphate,
sels biliaires, stabilisation des enzymes, surfactants, Trolox, vitamines aux propriétés
antioxydantes, vitamine C, zymographie.



CHAPITRE I

GENERALITES SUR LES ENZYMES DE TYPE OXYDASE

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques de réactions. Elles interviennent dans la
régulatiori de divers processus biologiques et réactions métabolique telles que la
digestion, la respiration, la différenciation cellulaire, etc. En général, elles sont
thermolabiles, agissent a de faibles concentrations et sont regénérées a la fin des
réactions devenant disponibles pour d’autres réactions de méme type (Voet et Voet,
2004; Voet et Voet, 2011). Les enzymes possedent une poche particuliére constituant
un site pouvant fixer le substrat et un site catalytique actif de ’enzyme. Les vitesses
des réactions se mesurent par la quantité de substrat disparaissant en fonction du temps
ou la quantité de produit formé en fonction du temps. Plusieurs facteurs de
I’environnement tels que le pH ou la température peuvent affecter I’activité des
enzymes. Les enzymes ont également une certaine spécificité et affinité pour leurs
substrats. Ainsi, la spécificité peut étre absolue (un seul substrat transformé), haute (un

nombre réduit de substrats convertis) ou relative (un groupe de substrats modifés).

Les sources les plus importantes des enzymes sont des tissus végétaux, organes
animaux ou des microorganismes. Pour des applications thérapeutique, les enzymes
d’origine animale ne sont plus utilisées de nos jours a cause des limitations d’ordre
réglementaires. Des enzymes d’origine végétale et animale disponibles sur le marché
sont majoritairement des protéases et sont d’importance commerciale pour différente
applications. Les enzymes de source microbienne sont les plus disponibles et sont plus -

utilisées par rapport a celles d’autres origines (Illanes, 2008). Les enzymes sont



obtenues a partir d’une source d’intérét par le processus d’extraction et purification

(Fig 1.1; Laurent, 1982).
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Figure 1.1: Schéma général représentant le processus de séparation et de purification
d’une enzyme (adaptée d’aprés Laurent, 1982).

La nomenclature et la classification des enzymes selon I’Union Internationale de
Biochimie (1961) gérées par la commission des enzymes (Webb et Edwin, 1992; Berg

et al., 2007) représentent un processus dynamique pouvant, avec le temps, subir des

modifications selon les avancées dans le domaine de I’enzymologie.
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Le premier nombre indique le type de réaction catalysée par I’enzyme et peut varier
dela6 (EC1._._. -EC6._._. ). EC1 correspond a la classe des oxydoréductases qui
catalysent les réactions d’oxydo-réduction soit de transfert d’électrons, d’atomes

d’hydrogéne ou fixation d’oxygene.)

Le second nombre (exemple : EC 1.-. . .) indique la sous-classe de 1’enzyme définie au
travers de son mécanisme d’action. Dans le cas des oxydoréductases, on a par exemple
les oxydases; les réductases, les peroxydases, les dioxygénases, les déshydrogénases,

monooxygénases, hydrogénases.

1.1 Classification des oxydases

Les oxydases sont des enzymes qui catalysent les réactions d’oxydation (fixation de
I’oxygéne sur certaines substances organiques). Elles sont impliquées dans diverses
réactions biologiques et physiologiques et sont également utilisées dans le domaine
industriel. L’oxygéne joue le rble d’accepteur d’hydrogéne (provenant du substrat),
permettant la formation du produit oxydé et de ’eau (Fig. 1.2; exemple: céruloplasmine,
EC1.16.3.1; I’ascorbate oxydase, EC 1.10.3.3) ou du peroxyde d’hydrogene (Fig. 1.2;

exemple: le glucose oxydase, EC 1.1.3.4) selon la nature de la réaction.

AHZ (red} v ; % OZ

Oxydasé

A (ox)

H,0,

(@) : )

Figure 1.2: Réactions d’oxydation catalysées par les oxydases sans (a) ou avec (b)
libération du peroxyde d’hydrogéne. '



1.2 Lesroles et les domaines d’application des oxydases

Les oxydases interviennent dans des fonctions métaboliques importantes dans toutes
les cellules vivantes telles que la respiration (mécanismes permettant les échanges de
I’oxygeéne et du dioxyde de carbone entre les organismes vivants et leurs milieux de
vie), la différenciation cellulaire, la signalisation cellulaire, la lutte anti-infectieuse.
Des oxydases sont également utilisées pour diverses applications dans les domaines
industriel, analytique, pharmaceutique, médical (Mano, 2012, Dijkman et al., 2013).
Des oxydases sont utilisées pour des applications industrielles notamment dans
I’industrie ;clgro-alimentaire pour la conservation, la synthése de métabolites et de
produits. Ces enzymes sont utiliséés pour des applications médicales, pharmaceutiques
et analytiques, notamment le développement de biosenseurs (Cash et Clarck, 2010;
Dijkman et al., 2013), la synthése de précurseurs pharmaceutiques, d’antibiotiques et
de monoamine oxydase par des amino-acide oxydases (Pollegioni et al., 2008). Elles

sont aussi utilisées dans la chimie fine (Turner, 2001).

Comme pour la plupart des enzymes, 1’utilisation des oxydases pour diverses
applications est généralement limitée par leur instabilité et la perte de leur activité
durant les processus d’extraction, de purification, de lyophilisation ou de stockage
(Randolph et Jones, 2002). Les enzymes peuvent €tre facilement dénaturées par des
variations de paramétres tels que la température, le pH, I’humidité, ou encore par des
contaminations microbiennes durant le stockage. A cet effet, plusieurs techniques sont
utilisées afin de stabiliser les enzymes, d’améliorer et de cbnserver leur activité sur une
plus longue période d’utilisation (Stepankova et al., 2013). Les procédures de
stabilisation impliquent des modifications chimiques (complexation avec des
polymeres), techniques d’immobilisation et cristallisation, ajout d’additifs de
stabilisation (addition des sels, polyols, osmolytes organiques, polyelectrolytes, etc.) et
les techniques de micro encapsulation dans des micelles ou des micelles inverses

formées par des surfactants (Fig.1.3).



- T .
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chimique P 9 liquides ioniques d’'additifs

Figure 1.3 : Quelques techniques de stabilisation des enzymes (d aprés Stepankova ef
al..2013)

1.3  Oxydases a FAD et leurs roles

Les oxydases a FAD (Flavine Adénine Dinucléotide) appartiennent a la famille des
flavoprotéines avec le FAD comme cofacteur lié de fagon covalente. Le FAD est un
cofacteur rédox (groupement prosthétique) impliqué dans diverses réactions. Dans les
systémes biologiques. le FAD agit comme accepteur de H" dans sa forme oxydée mais
sous forme réduite. le (FADHb>) sert de donneur d électrons. Les oxydases a FAD ont
un fort pouvoir redox et interviennent dans diverses réactions dont 1'oxydation des

aldéhydes par I'aldéhyde oxydase et les amino acide oxydases.

Les monoamines oxydases a FAD (EC 1.4.3.4) (MAOs) sont une famille d’enzymes
catalysant la désamination oxydative des monoamines. Elles sont présentes au niveau
sub-cellulaire, sur la membrane mitochondriale externe. Selon les spécificités de
substrat. il existe deux isoenzymes de MAO-FAD : la MAO-A ayant une préférence
pour la sérotonine et la MAO-B qui métabolise la B-phényléthylamine. Les deux types

d’enzymes métabolisent l'adrénaline. la noradrénaline et la tyramine (Glover er al..

1977).
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Chez l'humain, les deux isoenzymes de la MAO sont localisées dans le systéme
nerveux central, le foie, les poumons, le tractus gastro-intestinal, les plaquettes

sanguines, le placenta (Billett, 2004).

Les monoamines oxydases a FAD sont constituées de deux sous unités liées par un
pont disulfure, contenant chacune un groupement FAD liée de fagon covalente, de type
groupement prosthétique: (De Colibus, 2005). La désamination de monoamines
catalysée par les MAOs a FAD inclue aussi la dopamine, la sérotonine, la tryptamine.
Elles jouent un rdle important dans le maintien de I'noméostasie des monoamines et
des catécholamines en régulant leur concentration, surtout au niveau des vésicules
synaptiques (systéme nerveux). Elles sont également impliquées dans la détoxification,
notamment par le métabolisme des monoamines alimentaires comme la dopamine
(féves, 1égumineuses), la sérotonine (fruits, légumes), la‘tyramine (fromages, vins,
sauce soja) (Ilett ez al., 1980). Au niveau du systéme nerveux central, les MAOs a FAD
participent a la détoxification de certains xénobiotiques et aussi au turnover
(inactivation) des catécholamines et de la sérotonine. Ainsi, la MAO-B métabolise le
1-méthyl-4phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine ou MPTP, un puissant neurotoxique
provenant de molécules thérapeutiques synthétiques (mépéridine) en MPP+ (1-Methyl-
4-phenylpyridinium), un métabolite capté spécifiquement par les neurones
dopaminergiques, provoquant des symptomes similaires a ceux de la maladie de
Parkinson (Berry et al., 1994). Certaines maladies dues a la dégénérescence
progressive des cellules nerveuses provoquant une déficience dans la synthese de
monoamines (maladie de Parkinson et d'Alzheimer) sont soignées par des inhibiteurs
de monoamines oxydases (IMAQs). La maladie d'Alzheimer pourrait étre associée a
une augmentation de l'activit¢é MAO-B (Saura er al., 1994). Ces enzymes sont
impliquées dans le développement et la maturation de certaines zones du cerveau
(Nicotra et al., 2004) et également dans les processus de vieillissement cérébral

(Benedetti et Dostert 1989; Cadenas et Davies 2000). Plusieurs €tudes ont montré une
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augmentation de leur expression dans certaines régions du cerveau avec 1'd4ge (Fowler

et al., 1997; Mahy et al., 2000; Nicotra et al., 2004).

La glucose oxydase est également une oxydase a FAD catalysant I’oxydation du
glucose avec production du peroxyde d’hydrogene. Elle joue des rdles trés importants
dans I’organisme et est aussi utilisée dans le domaine de la biotechnologie (biosenseurs

pour déterminer le taux de glucose dans des échantillons biologiques).

1.4 Oxydases a cuivre et leurs roles métaboliques

Environ un tiers des enzymes sont des métalloenzymes; elles possédent un ou plusieurs
ions métalliques au sein de leur structure. Ceci est nécessaire pour leur activité
catalytique mais aussi pour le maintien de leur structure tridimensionnelle. Les
oxydases contenant le cuivre catalysent plusieurs réactions d’oxydation utilisant
diverses molécules comme substrats (allant de petites molécules aux macromolécules
telles que les peptides). Certaines oxydases contiennent des sites mononucléaires de
cuivre (type 2) et d’autres ont des sites dinucléaires de cuivre (type 3). Il y’a également
des oxydases a cuivre trinucléaires considérées comme hybrides des oxydases a cuivre
de type 2 et 3. Les ions de cuivre (II) sont en effet importants pour le bon
fonctionnement de certaines enzymes ayant un rdle dans la protection contre diverses
substances toxiques appelées radicaux libres. Ils entrent aussi dans la composition de
plusieurs enzymes et sont nécessaires pour l'utilisation normale du fer (Roeser etal.,
1970). Une déficience en cuivre (moins de 2 mg/jour) réduit la capacité des
réticulocytes a obtenir le fer de la transferrine et a synthétiser I'néme a partir du fer (III)

(Williams et al.,1976), ce qui provoque une anémie.

Comme exemples d’oxydases a cuivre dans le régne animal: la dopamine [3-
hydroxylase catalysant la production de catécholamine dans le cerveau, la lysyl

oxydase nécessaire 4 l'entretien du tissu conjonctif dans les poumons, les os et de
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I'élastine de l'appareil cardiovasculaire, la cytochrome ¢ oxydase qui intervient dans le
métabolisme oxydatif, la respiration cellulaire, le fonctionnement du cerveau et dans la

synthése de 1'héme et des phospholipides.
Autres systémes enzymatiques contenant du cuivre:

La ceruloplasmine (CP, EC 1.16.3.1) - une oxydase a cuivre, est une glycoprotéine du
groupe de 0-2 globulines avec une masse moléculaire d'environ 132 kDa (Qian et Ke,
2001). La CP constitue également un marqueur moléculaire important de divers types

de tumeurs (Senra Varela et al., 1997) et un biomarqueur de crise cardiaque.

L’hémocyanine (HC) est une protéine ap‘partenant a la famille des métalloprotéines &
cuivre (Makino, 1985), impliquée dans le transport de l'oxygene dans les tissus de
certains invertébrés incluant les mollusques et les arthropodes (Van Holde et Miller,
1995). L’HC est la principale protéine retrouvée dans ’hemolymphe (Markl, 1986 ;
Sanchez et al., 1998). Elle peut atteindre jusqu'a 90% de la teneur en protéines totales
(Salvato et Beltramini, 1990). L'HC se distingue des autres métalloprotéines connues
par la présence de 2 atomes de cuivre liés par coordination a une chaine polypeptidique
(Beltramini et al., 2005). La couleur bleue de I’hémocyanine est due aux atomes de
cuivre liés aux résidus histidine et qui sont responsables de la liaison réversible et le

transport de 'oxygéne moléculaire.

Dans le régne végétal, la laccase utilise 'oxygéne pour oxyder de nombreux composés
phénoliques par le biais d'un mécanisme radicalaire; l'ascorbate oxydase catalyse

l'oxydation du L-ascorbate en déshydroascorbate.

On peut aussi citer en exemple 1'azurine qui est un transporteur d'électrons du complexe
cytochrome b vers les cytochromes oxydases ou réductases terminales; la superoxyde-

dismutase, catalysant la réduction des radicaux superoxydes (Davis ef al., 1987).
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Les amine oxydasés a cuivre (CuAQ, EC 1.4.3.6) sont des oxydoréductases constituées
de deux sous-unités identiques (dimeres) avec une masse moléculaire de 70-95 kDa par
sous-unité (Cogoni et al., 1990; Vianello et al., 1993; McGuirl et al., 1994; Kivirand
et Rinken, 2007). Chaque sous-unit¢ contient un cofacteur, le 2,4,5-
trihydroxyphénylalanine quinone (TPQ) provenant de la modification d'un résidu de
tyrosine endogéne (Klinman et Mu, 1994) lié par une liaison covalente. Trois types
d’amine oxydase ont été classifiées comme EC 1.4.3.21 (Buffoni, 2009) chez les

mammiferes :

1) Les monoamine oxydases : oxydent préférentiellement les monoamines
primaires. et n’ont pas d'activité pour les diamines. Elles possedent un
segment transmembranaire et sont sensibles a I’inhibition des groupes
carbonyles par des réactifs spécifiques incluant le semicarbazide (Yu et al.,
2003). .

ii) Le deuxiéme type est représenté par la CuAO soluble, présente dans le
plasma sanguin (Morris et al., 1997). Cette amine oxydase sérique (EC
1.4.3.21) ou SAO ou encore la benzylamine oxydase, catalyse I'oxydation
de diverses monoamines et est probablement synthétisée dans le foie (Mu
et al., 1994). ’

iii) La diamine oxydase (DAO) est une CuAOQ, elle se retrouve au niveau de la
muqueuse intestinale, des reins et du placenta (Argento-Ceru et Autuori,
1985). La DAO intestinale se retrouve plus précisément au niveau des
villosités, ce qui suggére que l'activité de I'enzyme peut servir d'indicateur
de l'intégrité¢ de la muqueuse de l'intestin (Fogel et al., 2009; Honzawa et
al.,2011). En effet, chez les humains, l'activité de la DAO sérique augmente
durant la grossesse ou en conditions pathologiques comme dans le cas de
différents types de cancer (Agostinelli e al., 2009) ou de maladies

inflammatoires de l'intestin (Fogel et Lewinski, 2006).
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Des CuAOs ont été identifiées dans diverses sources microbiennes, animales ou
végétales telles que: Escherichia coli, Arthrobacter globiformis, Aspergillus nidulans
et Pisum sativum (Parsons et dl., 1995; Kim et al., 2002; McGrath et al., 2010; Kumar
et al., 1996). La diamine oxydase d'origine humaine a été aussi produite a l'aide des

ADN recombinants dans les cellules S2 de drosophile (McGrath et al., 2010).

1.5 Quelques oxydases aux applications biomédicales et analytiques

Des protéines & cuivre comme la ceruloplasmine et I’amine oxydase présentent des
propriétés antioxydante et aussi cardio-protectrice en condition de réperfusion post-
ischémique (Atanasiﬁ et al., 1995; Mateescu et al., 1995). A la réperfusion, I’oxygéne
peut induire la formation d’agents pro-oxydants et des radicaux libres. Les phénoménes
ischémiques au niveau intestinal peuvent avoir également des répercussions maj eures,
nécessitant des interventions médicamenteuses et méme chirurgicales. Les maladies
inflammatoires du colon, dont la maladie de Crohn MC) et la colite ulcéreuse,
nécessitent des thérapies anti-inflammatoires intensives, des immunothérapies
majeures et, dans certains cas de MC, des interventions chirurgicales avec ablation des
segments d’intestin. Dans ce contexte, ’histamine, comme agent pro-inflammatoire,

peut avoir un effet délétere.

1.5.1 Diamine oxydase, enzyme avec des propriétés biomédicales et analytiques

1.5.1.1 DAO comme alternative thérapeutique pour les dysfonctions lies a
I’histamine

L’histamine (2-[4-imidazolyl] éthylamine) est une amine biogéne naturellement

produite par différents organismes. Chez ’humain, elle est issue de la décarboxylation

de I’histidine par I’histidine décarboxylase et est stockée dans des vésicules de

mastocytes, basophiles et granulocytes (origine endogéne) ‘(Fig. 1.5, Maintz et Novak,

2007). L’histamine est présente dans tous les tissus chez les mammiféres avec de plus
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grandes concentrations retrouvées dans le foie, les poumons, la paroi de 1’estomac, la
peau. Elle peut également étre apportée par ’alimentation (origine ‘exogéne) (Fig. 1.5,
Maintz et Novak, 2007; Kovacova-Hanuscova, 2015). L’histamine est libérée par une
dégranulation des mastocytes en réponse a divers stimuli immunologiques et non-
immunologiques (activation de récepteurs FceRI par des allergénes spécifiques, les
neuropeptides, cytokines, lipoprotéines, 1I’hyperosmolarité, 1’hypoxie, les facteurs
physiques et chimiques, certains aliments et médicaments) (Casale et al., 1984;
Genovese ef al., 1996; Blunk et al., 2004; Maintz et Novak, 2007). Une fois libérée,
I’histamine est impliquée dans diverses réactions biologiques via I’activation de ses
récepteurs spécifiques (HIR, H2R, H3R, H4R) sur des cellules cibles. Selon le
récepteur activé, I’histamine est impliquée dans la contraction de fibres lisses,
notamment digestives et bronchiques (bronchoconstriction, péristaltisme, perméabilité
vasculaire, tachycardie, arythmie), dans la vasodilatation capillaire par libération du
monoxyde d’azote et dans la régulation de I’acidité gastrique (stimulation de la
sécrétion de I’acide chlorhydrique gastrique) (Fig. 1.5, Maintz et Novak, 2007).
L’histamine est également impliquée dans la réponse inflammatoire, les réactions
immunitaires, la neurotransmission, la régulation du rythme du sommeil, la croissance
cellulaire et I’angiogenése dans des modéles tumoraux induites (Maintz et Novak, 2007; |
Kovacova-Hanuscova, 2015). Dépendamment de sa localisation, I’histamine est
inactivée par des modifications chimiques (Fig. 1.4), soit par une désamination
oxydative catalysée par la diamine oxydase (DAO) ou la monoamine oxydase (MAO),
soit par la N-méthylation via I’histamine N-méthyl transférase (HNMT). Par la
désamination oxydative, I’histamine est convertie en imidazole-4-acétaldéhyde qui
sera également convertie en imidazole acétate (ImAA) (Gildon et al., 1961).
L’imidazole acetate produit est ensuite conjugué avec un ribose puis le composé est
¢liminé par I’urine. La N-méthylation de I’histamine produit la 1,4 methyl-hiStamine

suivie d’une oxydation.
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Figure 1.4: Représentation schématique du métabolisme de l'histamine. HDC :
Histidine décarboxylase ; DAO : Diamine oxydase ; MAO-B : monoamine oxydase B ;
HNMT : Histamine N-méthyltransférase (adaptée d’aprés Maintz & Novak, 2007).

L’augmentation de la quantité d’histamine due a une déficience en activité de la DAO
ou a une intoxication alimentaire pourrait conduire a des réactions pseudo-allergiques
et d’intolérance (Maintz et Novak, 2007 ; Kovacova-Hanuscova, 2015 ; Mateescu et
al.,2017). L'histaminose alimentaire, ou 'intolérance alimentaire a I’histamine, résulte
d'une dérégulation de I’homéostasie de I'histamine conduisant & son accumulation au
niveau de l'intestin due a des facteurs exogenes, comme une intoxication alimentaire
(alimentation riche en histamine) (Kovacova-Hanuscova et al., 2015). De plus, une
déficience de l’activité enzymatique de la DAO peut provoquer l’intolérance a
I’histamine. Les symptomes peuvent étre désagréables, voire graves et incluent des
maux de téte (Kaliner ef al., 1982; Thomsen et al., 1997; Thomsen et al., 2001), de la
rhinite (Druce et Kaliner, 1988; White et al., 1990), I’eczéma, ’urticaire (Kaplan ef al.,

1997), les malaises gastrointestinaux (colique, flatulence, diarrhée) et, dans des cas
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extrémes, des crises d'asthmé (Maintz et Novak, 2007) ou méme des chocs
anaphylactiques, parfois létaux. L’histamine, coﬁqme agent pro-inflammatoire,
présente aussi un effet délétere dans les dysfonctions entériques (maladie de Crohn,
colite ulcéreuse, entéropathie allergique). Plusieurs traitements incluant les
corticostéroides, les anti-inflammatoires non stéroidiens, les immunomodulateurs, les
antihistaminiques, sont utilisés afin de soulager les symptomes des dysfonctions
entériques (Mateescu et al., 2017). Ces thérapies, couramment utilisées, ne guérissent
pas les dysfonctions liées a l’histémine et ont également des effets secondaires tels que
la nausée, la somnolence, la perte de golt et de ’odorat, etc. Il en résulte la nécessité
d’envisager d’autres traitements, entre autres, ’utilisation directe de la diamine
oxydase pour traiter les histaminoses alimentaires et autres dysfbnctions associées a

I’histamine.

Il existe actuellement sur le marché une DAO d'origine animale (rein de porc)
commercialisée sous la forme de supplément alimentaire visant & soulager les
symptomes de Iintolérance 4 I’histamine. Une étude randomisée en double aveugle sur
des individus souffrant d'intolérance alimentaire a été faite dans le but de vérifier la
reproductibilité des symptomes liés a ce malaise (Komericki et al., 2011). Malgré une
grande variabilité pour établir une reproductibilité¢ des symptdmes, une réduction des
signes a été observée chez les patients qui ont consommé des capsules de DAO
(DAOSIn® ou Histame®) lors de I'étude. Masini et al. (2004) ont aussi effectué une
étude sur des cobayes des effets de la DAO dont une réaction similaire a 1'asthme
allergique qui a été induite par I’ovalbumine (il existe un consensus selon lequel
I'histamine est un médiateur essentiel de l'inflammation et de bronchospasme, deux
paramétres clés de 1’asthme allergique, Page et al., 2001). Par administration
intrapéritonéale journaliére, la DAO a généré une réduction de I’inflammation de la
colite ulcéreuse induite chez le rat par une injection intra-rectale d’acide acétique 4%
(Fogel et al., 2006). Une réduction des anomalies respiratoires et une prévention d'un

arrét respiratoire ont €té observées suite & un pré-traitement & la DAO par voie
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intrapéritonéale ou sous forme d'aérosols (Masini e al.. 2004). De plus. le traitement &
la DAO a diminué les Iésions au tissu pulmonaire causées par l'inflammation (Masini
et al., 2004) et a eu un effet contre la bronchoconstriction. La DAO a été aussi

immobilisée sur BrCN-Sepharose (Federico er al.. 2000).

Treés récemment. la diamine oxydase d origine végétale extraite a partir de pois chiches
(Lathyrus sativus) a été proposée comme agent thérapeutique afin de traiter des
histaminoses et des dysfonctions reli¢es a [ histamine ou pour améliorer les traitements
existants des maladies du colon enflammé (Mateescu er a/.. 2017). Comme supplément
alimentaire. la diamine oxydase (DAO) peut réduire les effets néfastes liés a

I"accumulation de 1"histamine (Mateescu et a/.. 2017).
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Figure 1.5 : Représentation schématique des origines (endogéne et exogene) de
I'histamine avec son implication possible dans des réactions pseudo-allergiques
(d"apres de Mateescu et al.. 2017).
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On peut donc supposer que l'utilisation de la diamine bxydase végétale comme agent
thérapeutique est envisageable. Cette approche a pour avantage d’utiliser une enzyme
d’origine végétale plus réactive et avec une 'meilleure affinité pour les diamines
aliphatiques par rapport a celle provenant du sérum bovin (Pietrangeli et al., 2007).
L’ajout de la catalase (enzyme antioxydante) a I’enzyme DAO thérapeutique est
proposé afin d’éliminer rapidement le peroxyde d’hydrogéne, un produit secondaire
(pro-oxydant) & la désamination catalysée par la DAO (Fig 1.6; Calinescu et al., 2012;
Mateescu et al., 2017). La catalase assure la décomposition du peroxyde d’hydrogéne
(produit secondaire de la réaction) augmentant le taux d’oxygene disponible, favorisant
ainsi par déplacement de I’équilibre de la réaction la dégradation de I’histamine. Les
deux enzymes thérapeutiques sont formulées avec des excipients de type
Carboxyméthyl Amidon offrant une protection aux enzymes contre le milieu gastrique

et permettant une délivrance dans 1’intestin (d’aprés Calinescu et al., 2012).

" ] Histaminase {DAQ) .
Histamine + 20, + 2H,0 > Imidazole + H,0; + NH,;

Farmulations orales . .
0, Supplémentaire] " Catalase acétaldéhyde

Figure 1.6 : Schéma représentatif de la bio-élimination par désamination oxydative de
I’histamine par la formulation composée de diamine oxydase (DAO) et de catalase
administrable par voie orale (Calinescu et al., 2012; Mateescu et al., 2017).

Plusieurs systémes ont été développés utilisant des matériaux biocompatibles, i.e.
microsphéres a base de carboxyméthyl amidon et alginate (Blemur et al., 2016) et
comprimés monolithiques de Carboxyméthyl amidon:Chitosane, afin d’offrir une
protection du principe actif (DAO végétale) contenant la catalase (ou non) face a
’acidité de ’estomac et a la protéase gastrique (pepsine) et assurer sa délivrance de
fagon efficace et sécuritaire (Calinescu et al., 2012). Le carboxyméthyl amidon et le

chitosane sont des excipients macromoléculaires.
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Les matrices hydrophyliques constituées de mélange binaires de Carboxyméthyl
amidon : Chitosane (1:1) contribuent a la stabilisation physique et chimique des formes
de dosage (Leonida et Mateescu, 2006; Calinescu et Mateescu, 2012). Ces matrices
semblent de bons systetmes pour les formulations d’enzymes thérapeutiques
administrables par voie orale (Calinescu et al., 2012). Les comprimés monolithiques
de Carboxyméthyl amidon : Chitosane offrent une protection efficace aux agents actifs

(DAO végétale et catalase) contre I’acidité gastrique (Fig. 1.7).

Bl 0% DAO . PNDAO 100°. INDAO 0%, atsleve 0%, ( atalawe 100°, ( stalaw

e ¢ -9 0@
o @ ‘9 @ ®
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Figure 1.7: Stabilité des formulations d’enzymes dans les tablettes monolithiques de
Carboxyméthyl amidon : Chitosane (vue frontale et sections) en fonction du pH
(d*aprés Calinescu et al.. 2012). Cet excipient binaire offre donc une protection
gastrique aux enzymes thérapeutiques.

1.5.1.2  Applications analytiques de la DAO pour le dosage de I"histamine

La DAO est aussi utilisée pour des applications analytiques. notamment pour
déterminer la présence de I’histamine ou d'autres amines biogenes (putrescine,
cadaverine, tyramine) dans des échantillons biologiques ou sur des produits
alimentaires. Une ingestion excessive de I"histamine peut conduire a une intoxication
alimentaire. L histamine peut rapidement s’accumuler dans les tissus de poissons et
produits de mer dépendamment des quantités d histidine qui y sont présentes et des
conditions de conservation (Male er al.. 1996). Cette amine biogene est en effet
produite aprés la mort du poisson sous 1'action de bactéries qui produisent I"histidine

décarboxylase impliquée dans la dégradation de 1"histidine. L histamine constitue a cet
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effet un indicateur majeur et rapide de la décomposition des produits alimentaires tels
~ que les poissons (Male et al., 1996; Tombelli et Mascini, 1998; Patange et al., 2005) et
elle peut s’accumuler sans toutefois altérer I’odeur et la texture de I’aliment (Lehane et
Olley, 2000). L’histamine se retrouve aussi dans les produits fermentés par les bactéries
i.e. fromage, les produits transformés ou marinés. Les bactéries impliquées dans la
formation de 1’histamine proliférent a des températures de 7° 2 10° C dans les ouies et
visceres de poisson et cette pfolifération est réduite ou inhibée a des températurés
inférieures a 5°C (Niraj et al., 2012). D’autres bactéries impliquées restent néamoins
actives entre 0 et 5°C. La production de I’histamine peut étre réduite selon le mode de
conditionnement des éliments puisque I’histidine decarboxylase est plutot active a des
températures élevées (Niraj et al., 2012). Certaines bactéries peuvent se développer
durant la conservation ‘’inadéquate’> et donc secréter ’enzyme permettant la
production de I’histamine. Certains produits alimentaires tels que les tomates, certains
agrumes et baies sont également riches en histamine mais non lié & une activité
bactérienne et d’autres produits sont capables d’induire la libération de I’histamine
dans l’orgaﬁisme (endogéne). L’intoxication & I’histamine alimentaire est également
causée par la consommation de poissons contamines (Scombroid fish poisoning) par
les bactéries suite & une mauvaise conservation. Pour cela, des techniques simples et

rapides de dosage de I’histamine dans les produits alimentaires sont trés importantes.

Les biosenseurs sont des outils analytiques permettant de faire des bio-diagnostiques,
de déterminer la présence et la concentration d’une substance spécifique (1’analyte)

dans un échantillon biologique. |

Le‘s biosenseurs avec la DAO immobilisée permettent d’évaluer de facon rapide et
efficace la présence et de quantifier des amines biogenes (histamine) et donc d’évaluer
la fraicheur des produits alimentaires (produits de mer, fromage, aliments fermentés).
Le principe de base du biosenseur de I’histamine est la réaction de désamination

oxydative en imidazole acétaldéhyde, peroxyde d’hydrogéne et ammonium catalysée.
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par la diamine oxydative. La quantité de 1’histamine peut étre déterminée soit par la
diminution du taux d’oxygene soit par une augmentation du peroxyde d’hydrogéne
produit durant la réaction enzymétique (premiére génération de biosenseurs
ampérométriques de ’histamine) (Lange et Wittmann, 2001). La concentration de
I’oxygéne peut étre mesurée par le couplage de la membrane avec la DAO immobilisée
a un senseur €lectrochimique de I’oxygéne. Le biosenseur a I’histamine basé sur la
production du peroxyde d’hydrogéne a diverses applications et offre de nombreuses
facilités notamment dans le développement de versions miniatures ou implantables de
ces senseurs. Néanmoins I’utilisation de ces capteurs peut €tre limitée par des
problémes d’interférence provenants de petites molécules electro-actives qui peuvent

influencer la détection du potentiel de peroxyde d’hydrogeéne (Niraj ef al., 2012).

Une seconde génération de biocapteurss de I’histamine a été développé utilisant des
médiateurs redox (i.e. Fc-COOH, ferrocéne carboxylique) permettant le transfert des
électrons de ’enzyme vers 1’électrode avec un systéme bi-enzymatique incluant la

‘peroxydase (HRP) (Wimmerova et Macholan, 1999).

1.5.2 Applications analytiques de la glucose oxydase

La glucose oxydase, enzyme 4 FAD (EC 1.1.3.4) hautement spécifique, est une enzyme
homodimérique constituée de déux sous-unités identiques avec le FAD comme
groupement prosthétique dans chaque sous-unité. Elle catalyse 1’oxydation du B-D-
glucose en D-glucono-d-lactone et peroxyde d’hydrogéne (Fig. 1.8). La glucose
oxydase peut étre d’origine animale, végétale ou microbienne. Une des principales
applications de la glucose oxydase est le dosage du glucose dans le sang ou les fluides
corporelles ou encore dans des bioréacteurs industriels (i.e. glycométres, bioseriseurs)
(Du et al., 2007; Courjean et al., 201 1). Elle peut aussi étre utilisée dans 1’industrie
agroalimentaire notamment dans la production et la conservation de produits
alimentaires (Bankar et al., 2009). Cette enzyme a également des propriétés.

bactéricides.
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B-D-glucose HO:  s.gluconolactone acide D-gluconique

Figure 1.8 : Réaction d’oxydation du glucose catalysée par la glucose oxydase

Le glycometre est utilisé pour doser rapidement et de fagon efficace le glucose dans le
sang ou dans d’autres fluides corporels permettant ainsi d’avoir les actions nécessaires
si le taux de sucre est élevé ou bas. Le dosage du glucose dans le sang par le glycométre
peut permettre de contrdler la glycémie et donc de prévenir I’hyperglycémie ou
I’hypoglycémie, réduire les risques li€s aux complications de diabéte ou encore
permettre aux diabétiques de vérifier 1’efficacité de leurs traitements incluant 1’insuline
(Yoo and Lee 2010). |

Le dosage du glucose par un senseur peut se faire par la mesure de I’oxygéne
consommé ou de la quantité du peroxyde d’hydrogéne produite par la:réaction
enzymatique ou encore par 1’utilisation de médiateurs immobilisés pour transférer les
électrons de la glucose oxydase vers 1’électrode. Les biosenseurs enzymatiques pour le

glucose peuvent étre subdivisés selon leur évolution :

La premiére génération de biosenseurs du glucose consiste en des réponses électriques
| dues au produit de la réaction d’oxydation qui est diffusé jusqu’au transducteur (Wang,
2001). Ces biosenseurs déterminent la quantité de glucose dans les échantillons a partir
du peroxyde d’hydrogéne produit par I’oxydation du glucose avec la glucose oxydase -
(Fig. 1.9).
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Figure 1.9 : Premiére génération de biosenseurs enzymatiques du glucose, basés sur la
mesure du peroxyde d’hydrogene produit par la réaction.

Une seconde génération de biosenseurs (Fig. 1.10) a été développée a cause de certains
inconvénients de ceux de la premiére génération (nécessité d’un potentiel élevé 0.6V
pour des mesures ampérométriques du peroxyde d’hydrogéne afin d’avoir une bonne
sélectivité, fluctuations dues a la faible solubilité de 1’oxygéne dans les fluides
biologiques, réduction de I’activité de lI’enzyme due au peroxyde d’hydrogene,
interférences avec d’autres produits tels que 1’acétaminophéne, 1’acide ascorbique)
(Reach et Wilson, 1992; Sasso et al., 1990; Zhang et al., 1994; Wang, 2001) qui
peuvent réagir avec le peroxyde d’hydrogéne provoquant ainsi une diminution
apparente de l’activité enzymatique. Plusieurs médiateurs spécifiques (ferrocéne,
ferricyanide, quinines, etc.) sont présents entre la réaction et le transducteur (1’électrode)
générant ainsi des réponses plus significatives (Cass et al., 1984; Frew et Hill, 1987).
L’utilisation de médiateurs redox €limine la nécessité de I’oxygeéne (variable) pour le
transfert d’électrons a la surface de 1’électrode (Wang, 2001). Egalement, les aspects
de diffusion qui peut ralentir le processus a la surface de 1’électrode sont éliminés. Les
biosenseurs de la seconde génération présentent aussi des limites a leurs utilisations
(compétitions €levées entre le médiateur redox et I’oxygeéne, modifications de réponses

dues aux interférences avec d’autres espéces électro-actives, etc.)
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Figure 1.10 : Biosenseurs enzymatiques de deuxiéme génération du glucose, basés sur
I’utilisation de médiateurs redox.

Pour la troisieme génération, la réaction produit elle-méme des réponses (Fig. 1.11).
Cette troisiéme génération se base sur un transfert direct des électrons du centre actif

de I’enzyme vers I’électrode.

. Substrat (Glucose)
e — "’zz
‘ Produit

(acide gluconique)
Electrode

Figure 1.11 : Biosenseurs enzymatiques de troisiéme génération pour le glucose, basés
sur un transfert direct d’électrons du site actif de la glucose oxydase vers I’€lectrode.

Les biosenseurs du glucose basés sur I’utilisation de nanotubes de carbone sont
considérés comme la prochaine génération de biosenseurs ultra-sensible et ultra-rapide
(Lin et al., 2004). La glucose oxydase est immobilisée par des liaisons covalentes entre
groupements amines de 1’enzyme et groupements carboxyles des nanotubes. La
réduction du peroxyde d’hydrogéne généré par la réaction d’oxydation du glucose par

la glucose oxydase sur les nanotubes va permettre une détection sélective du glucose.



CHAPITRE I

LES SURFACTANTS COMME MODULATEURS ENZYMATIQUES

2.1  Généralités sur les surfactants

I s’agit de composés amphiphiles constitués de deux parties de polarité différente (une
téte polaire, hydrophile et une queue hydrophobe. apolaire) capables de modifier la
tension superficielle entre deux surfaces (liquide-liquide ou liquide-solide) (Lange.
1999; Rosen. 2004). Les surfactants peuvent avoir des effets détersifs, ¢émulsifiants,
dispersifs. mouillants, moussants, antiseptiques (Tsujii, 1998; McClements, 2005). En
phase aqueuse, les surfactants peuvent s’agencer de maniere a former des structures
micellaires avec les parties hydrophiles a la surface de la structure (en contact avec
I'eau) et les cotés hydrophobes a I'intérieur de la structure (Fig. 2.1). A I'instar des
micelles. d’autres types d’agrégats peuvent également étre formés par des surfactants
en phase aqueuse, entre autres, des micelles inverses, micelles cylindriques ou

sphériques, des bicouches lipidiques (Israclachvili J., 1986).

T

Figure 2.1: Différents types de structures pouvant étre formés par différents
surfactants.




23

Les surfactants peuvent étre classés en fonction de leur nature synthétique ou naturelle
(origine animale ou végétale), en fonction de leur poids moléculaire et leur charge

ionique. Ainsi, en fonction de leurs partie polaire, on peut distinguer :

Les surfactants ioniques, chargés négativement (surfactants anioniques) ou
positivemént (surfactants cationiques) (N ékama, 2017). Les surfactants ioniques
incluent N-lauryl sarcosine, cetyltriméthyl - ammoniumbromide (CTAB) et le sodium
cholate. Le sodium dodécyl sulfate (SDS) est aussi un exemple de surfactant anionique
(Fig. 2.2) synthétique utilisé comme détergent, mais aussi comme agent solubilisant
(pour lyser des cellules et extraire les protéines d’intérét). Le SDS peut induire soit une
dénaturation ou un repliement des protéines selon les quantités utilisées et selon la
nature de la protéine. Ces surfactants sont généralement trés agressifs et dénaturants
car ils peuvent détruire les interactions inter - et intra - moléculaires protéine-protéine.
Des études quantitatives ont montré les propriétés du SDS influencant les processus de
repliement ou de dénaturation des protéines (Sehgal et al., 2005). Les acides biliaires
font également partie des surfactants ioniques mais sont moins agressifs et plus doux.
Certaines propriétés des surfactants ioniques peuvent étre affectées par la force ionique
des solutions tampons en modifiant le dégré d’ionisation de la téte polaire du surfactant
et le dégré d’hydratation locale. Par exemple la concentration micellaire critique (CMC)
de ces surfactants peut fortement diminuer lorsque la concentration en NaCl du tampon
augmente de 0 a 500 mM. Ainsi, la quantité d’électrolytes influence la capacité
d’aggrégation des surfactants anioniques.Les surfactants anioniques sont largement

utilisés dans le domaine industriel.

9
WWWW“*Q,W%M@* Na*

Figure 2.2 : Structure du SDS présentant sa téte hydrophile polaire et sa queue
hydrophobe apolaire.
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Les surfactants non ioniques ou neutres étant sans charge sur leurs groupements
hydrophiles ne sont pas ionisés en solution aqueuse (Nakama, 2017). Entre autres, les
maltosides, les glucosides, les polyvinylalcools (PVA), les polyoxyethylene glycols
(PEG), le Tween peuvent étre cités. Le polysorbate 80 (Tween 80) est un surfactant
(Fig. 2.3) et agent émulsifiant non ionique synthétique et hydrosoluble ayant plusieurs
applications ‘biochimiques. Il est utilisé comme émulsifiant pour des produits agro-
alimentaires ou encore comme surfactant et solubilisant en industrie cosmétique. Le
tween 80 a également des applications analytiques et est utilisé comme excipient,
solubilisant dans I’industrie pharmaceutique. Ces surfactants sont trés doux et non
agressifs sur les protéines. Ils dénaturent les interactions lipides-protéines et lipides-
lipides mieux que les interactions de type protéine-protéine. Les surfactants neutres a
courtes chaines (i.e., C7-Cio) sont moins dénaturants que ceux a longues chaines (i.e.,
C12-C14) (Seddon et al., 2004). Certaines propriétés des surfactants non ioniques ont
sensibles a la température. La température influence en effet la capacité des surfactants
a former les micelles. Il est donc important de connaitre la température et ’intervalle

de concentration pour lesquelles ces surfactants peuvent s’aggréger.

oA
O /\),OH
HOM 0 1 /\a,OH

wx+y+2=20

Figure 2.3 : Structure du Tween 80 présentant sa téte hydrophile polaire et sa queue
hydrophobe apolaire (d’aprés Contois, 2010). .

Les surfactants ampholytiques ayant les deux types de charge (anionique et cationique;

Nakama, 2017) dans leurs groupements hydrophyles sont électriquement neutres
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comme les surfactants non ioniques mais ont la capacité de dénaturer les interactions
protéine-protéine et sont donc moyennement doux. Leurs propriétés sont sensibles au
pH et sont dépendantes des électrolytes. On peut citer en exemple le
dodécylphosphocholine, le lauryldiméthylamineoxyde. La lécithine (présente dans le
jaune d’ceuf, les graines de tournesol, de colza ou de soja) fait partie des surfactants

ampholytiques (Fig. 2.4). Il s’agit d’une substance naturelle essentielle a 1’organisme

(source diététique. de choline, utilisée dans le traitement de certains désordres
neurologiques), mais elle est également utilisée comme émulsifiant, additif alimentaire
ou encore comme stabilisant dans les industries pharmaceutique, agro-alimentaire et
cosmétique. C’est un mélange de plusieurs glycérophospholipides dont Ia
phosphatidylcholine, la phosphatidyléthanolamine, le phosphatidylinositol, 1’acide
phosphatidique & des proportions diffe’rentes en fonction de la source de lécithine.
Malgré une faible hydrosolubilité, la 1écithine est un excellent émulsifiant. En milieu
aqueux, ses phospholipides peuvent former diverses structures telles que des liposomes

>

des micelles.
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Figure 2.4 : Structure de la lécithine pfésentant sa téte hydrophile polaire et sa chaine
hydrophobe. '

Il y’a également des surfactants polymériques synthétiques (des homopolymeres tels
que le polyvinylalcool) ou naturels (macromolécules globulaires telles que la BSA ou

fibrillaires telles qué la caséine).
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Les caractéristiques telles que la longueur de la chaine alkyl, le degré d’insaturation ou
de branchements, la présence de groupements aromatiques sur leur partie hydrophobe
influence également les propriétés des surfactants (capacité d’agrégation de
monomeres de surfactants). La longueur de la chaine hydrophobe du surfactant affecte
I’hydrosolubilité des monoméres et provoque la formation de micelles trés compactes
(Rosen, 2004). La présence d’insaturation et de branchements peut réduire la capacité

de compaction des monoméres.

La téte hydrophile et la taille de la chaine hydrophobe peuvent affecter ensemble
I’action des surfactants. Il s’agit de *"HLB value’’ (Hydrophobic-Lipophilic Balance)
avec des valeurs variant de 0 a 40. Cette valeur HLB est un ratio fractionnaire de la
partie hydrophobique et celle hydrophylique qui permet donc de déterminer 1'équilibre
existant entre la partie hydrophile et la partie lipophile d’un surfactant. Les surfactants
ont une hydrosolubilité trés faible lorsque leur HLB e‘st inférieure a 10. Une HLB
comprise entre 10 et 40 indique des surfactants qui se solubilisent rapidement dans
I’eau. Le SDS a par exemple une HLB de 40. La HLB est 16,7 pour le Tween 20 et 15
pour le Tween 80. Le Tween 20 (polyoxyethylene sorbitan monolaurate) et le Tween
80 (polyoxyethylene sorbitan monooleate) possédent le polysorbate comme téte
hydrophyle mais différent au niveau de leur queue hydrophobe ce qui influence leur
valeur HLB. Le Tween 20 est constitué d’un acide gras C12 a chaine linéaire saturée
alors que le Tween 80 a un acide gras a chaine linéaire insaturée (C18 :1) dans sa
structure. Le Triton X-100 a une HLB de 13,5 et 12,4 pour le Triton X-114. Les Triton
sont assez similaires mais se différencient au niveau du nombre de monomeére par
micelle formé (9,6 pour le Triton X-100 et 8 pour le Triton X-114) et au niveau de la
distribution de taille des groupements polaires polyethyléne glycol (PEG). Le Triton
X-100 necessite donc un peu plus de monomeres pour la formation des micelles par
rapport au Triton X-114. Aussi le point de turbidité, la température a partir de laquelle
les micelles s’aggregent, de Triton X-100 est de 64 °C et celui de Triton X-114 est de

23 °C. 1l existe également une corrélation entre la valeur HLB et la capacité de
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paquetage des surfactants (Umbreit et Strominger, 1973; Krugliakov, 2000). La
capacité des surfactants a former des micelles trés compactées augmente lorsque la
valeur HLB diminue. Plus I’hydrophobicité d’un surfactant augmente, plus ses

monomeéres auront tendance a former des micelles lamellaires.

Un autre paramétre des surfactants est la CMC (Critical Micelle Concentration). 11
s’agit dela concentration a partir de laquelle ils vont s’agréger en micelles (structures
non covalentes). Lorsque la concentration totale de surfactants est en dega de la CMC,
ils sont libres en solution mais par ajout de surfactants, les micelles peuvent commencer
a étre formées (Rosen, 2004). La CMC d’un surfactant diminue dépendamment de
’augmentation de son hydrophobicité. La polarité des surfactants affecte leurs CMC.
Ainsi, les surfactants ioniques ont une CMC plus €levée que celles des non ioniques. -
Ceci est due au phénomeéne de répulsion électrique, les tétes polaires de monomeres
voisins ayant tendance a se repousser. Les surfactants ampholytiques ont des CMC plus
faibles que les ioniques. La présence d’électrolytes peut aussi modifier la CMC d’un
surfactant car la concentration en sels dans le tampon par exemple peut altérer la

capacité de compaction des monomeéres.

Les agents surfactants peuvent &étre utilisés pour diverses applications dans les
domaines agroalimentaire, pharmaceutique, en génie chimique pour des synthéses, etc.
Comme additifs alimentaires, ils peuvent donner une texture particuliére aux produits |
alimentaires, préserver la dispersion des ingrédients dans les produits et modifier la
viscosité des aliments. Les surfactants peuvent également étre utilisés comme détergent
ou agent solubilisant pour I’extraction de protéines mais aussi comme agents

 stabilisants (Tsuji, 1998).
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2.2  Interaction protéines-surfactants

L utilisation de surfactants comme stabilisants de protéines, d’enzymes ou autres
principes actifs a été proposée en suivant les modeles d’interaction phospholipides-

protéines membranaires dans les cellules (Helenius et Simons, 1975; Jones, 1975).

Les phospholipides sont des lipides membranaires amphiphiles composés d’une partie
polaire hydrophile et de deux chaines aliphatiques hydrophobes. Ils sont constitués de
mono ou di-esters phosphoriques. Les phosphoglycérides, les acides phosphatidiques,
les sphingomyélines font partie des phospholipides (Cooper et Geoffrey, 2000). La
majorité des phospholipides sont des phosphoglycérides dont la partie hydrophile
s’organise autour d’un résidu glycerol-3-phosphate estérifié par une molécule polaire.
Les phospholipides sont des composants essentiels des membranes cellulaires au
niveau desquelles ils s’organisent en bicouche phospholipidique avec le cholestérol
(Singer et Nicolson, 1972). La bicouche est organisée de maniére a ce que les parties
hydrophobes soient & I’intérieur de la structure et les tétes polaires hydrophiles forment
les deux surfaces de la bicouche (Singer et Nicolson, 1972).‘ Les phospholipides
assurent la fluidité membranaire et permettent le passage des molécules (Horton et al.,

1994).

Les protéines interagissent avec la membrane par des liaisons électrostatiques, des
liaisons hydrogéne et des liaisons Van der Waals au niveau de domaines
caractéristiques de protéines ou de lipides. Ces interactions étant faibles, elles sont

facilement rompues par des variations de conditions telles que le pH.

Les systémes surfactants-protéines ont été suggérés dans les domaines d’utilisation de
protéines et d’enzymes a grande échelle afin de stabiliser la structure tridimensionnelle
des protéines, augmenter leur activité catalytique, faciliter la diffusion des substrats et

des produits (Bam et al., 1995; Mondovi ef al., 1992; Arakawa et Kita, 2008). Les
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surfactants peuvent interagir avec les protéines dépendamment de plusieurs parametres

tels que le pH, la force ionique, la température, la nature de la protéine, la longueur de

la chaine hydrocarbonée et la nature du groupement hydrophile du surfactant. Selon .
leur nature et la quantité utilisée, les surfactants peuvent dénaturer les protéines ou
stabiliser leurs structures tridimensionnelles (Moosavi-Movahedi, 2005). Les protéines

ou enzymes peuvent subir des dommages chimiques (oxydation des résidus acides

aminés ou autres modifications chimiques) et/ou des dommages physiques (agrégation,

dépliement, etc.) conduisant & leur dénaturation et inactivation. Ces deux types de

domrhages ne sont pas toujours indépendants. Les surfactants sont ajoutés -aux

protéines afin de prévenir les dommages durant les processus de purification, de

filtration, de nébulisation, de lyophilisation et de stockage (Carpenter et al., 1996;

Chang et al., 1996; Jones et al., 1997, Randolphe et Jones, 2002). Par leur nature

amphiphile, les surfactants peuvent adapter leur orientation spécifique en milieu

aqueux et interagir avec les protéines. Les surfactants neutres sont les plus utilisés pour

stabiﬁser les protéines par rapport aux surfactants anioniques qui sont plus dénaturants

(Loughheed et al., 1983; Twardowski et al., 1983; Chawla et al., 1985).



CHAPITRE III

LES VITAMINES ET LEURS ROLES BIOPROTECTEURS

Les vitamines (étymologie : « amines nécessaires a la vie », méme si toutes les
vitamines ne sont pas des amines) sont des substances organiques (sans valeur
énergétique propre, mais essentielles a I’ organisme) retrouvées chez les animaux et les
plantes. Les vitamines doivent étre apportées par I’alimentation car 1’organisme
humain ne peut en produire en quantité¢ suffisante (Bender, 1992). Environ treize
substances sont considérées comme vitamine. Ce sont des groupes de molécules trés
hétérogénes chimiquement et de masse moléculaire basse. Certaines vitamines ont des
structures semblables 4 d’autres composés organiques (i.e. vitamine C et sucres,
vitamine D et hormones stéroides, vitamine B12 et porphyrines). Les besoins
journaliers en vitamines ne sont que de quelques fractions (microgrammes & quelques
milligrammes) contrairement aux autres nutriments appdrtés a l'organisme pour la
production de 1’énergie ou encore pour la synthése d’autres composés de 1’organisme
(protéines, lipides, glucides). Ceci s’explique par le fait que les vitamines agissent pour
la plupart comme des cofacteurs ou coenzymes pour plusieurs réactions enzymatiques.
Les vitamines doivent étre apportées & 1’organisme en faibles quantités par
I’alimentation ou par d’autres sources (par 1’exposition de la peau aux rayons solaires
ultra-violets pour la vitamine D, a partir de la flore microbienne intestinale pour la

vitamine K ou encore la niacine qui est synthétisée a partir du tryptophane).

La nomenclature des vitamines est obtenue a partir des dénominations chimiques de

leur molécule mais des notations abrégées sous forme de lettres sont également utilisées.
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Les vitamines peuvent généralement étre subdivisées en deux groupes selon leur
solubilité (Tableau 3.1). Le groupe des vitamines hydrosolubles (vitamines du
complexe B et la vitamine C, les apports excédentaires sont éliminés par 1’urine et elles
ne sont généralement pas stockées de fagon prolongée a I’exception de la vitamine B12)
et le groupe des vitamines liposolubles (rétinol, vitamine D, tocophérol et

phytoménadione, absorbées en méme temps que les maticres grasses puis stockées).

Avant d’étre impliquées dans leurs différentes fonctions (coenzymes, cofacteurs),
certaines vitamines subissent des modifications mais d’autres vitamines sont actives

sous leur forme naturelle (i.e. vitamines antioxydantes telles que les vitamines C et E) -
(tableau 3.1).

3.1 Fonctions des vitamines

Diverses fonctions’de vitamines ont été déterminées suite aux études de certaines
maladies métaboliques (Munnich et al., 1987). Certaines pathologies disparaissent par
un important apport de vitamines, il s’agit de « vitamino-dépendances ». Ceci peut étre
due a une déficience en activité catalytique d’une enzyme ayant pour coenzyme un
dérivé d’une vitamine spécifique dont le métabolisme ou la biodisponibilité sont
modifiés. Les besoins en vitamines ont été précisés suite aux études cliniques de «
vitamino-déficiences ». Les vitamines sont des substances essentielles et limitantes car
’organisme est incapable d’en produire et donc un besoin ou une déficience en une
vitamine peut induire une maladie métabolique (Munnich et al., 1987, Huang ef al.,
2007). Le tableau 3.1 présente diverses fonctions des vitamineé et des maladies qui

leurs sont lides en cas de déficience.

Les vitamines ont diverses fonctions et interviennent dans plusieurs réactions

biologiques et physiologiques.
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3.1.1 Vitamines comme effecteurs enzymatiques

Fonction coenzymatique (Ball, 2008) : beaucoup d’enzymes nécessitent la présence
d’une molécule de faible poids moléculaire pour leurs activités catalytiques. Le
coenzyme peut étfe lié de facon covalente a I’enzyme (groupement prosthétique, i.e.
FAD) ou peut jouer le rdle de cosubstrat (i.e. NAD dans des réactions d’oxydoréduction,
pyridoxal phosphate pour les transaminations) (Lehninger, 1982). La pyridoxine
(vitamine B6) est un des exemples de vitamine fonctionnant comme coenzyme. La
forme active est le pyridoxal phosphate (PLP) synthétisé par la pyridoxal kinase
présente dans plusieurs tissus. Le pyridoxal phosphate agit comme cofacteur des
décarboxylases et des transaminases (Friedrich, 1988). La premiére étape de ces
réactions est la formation d'une base de Schiff entre la fonction aldéhyde du PLP et la
chalne terminale (groupement S-amihe) de la lysine sur I’enzyme. Ainsi le PLP doit
étre présent au voisinage immédiat des sites catalytiques des enzymes impliquées dans

le processus de transamination ou de décarboxylation. Le PLP fut longtemps considéré

~ comme cofacteur de I’amine oxydase sérique (Buffoni, 1990). Il est aussi utilisé comme

suppléments alimentaires (vitamine B6) par les patients souffrants de dysfonctions

liées a I’histamine (Martner-Hewes et al., 1986; Maintz et Novak, 2007).

3.1.2 Vitamines comme antioxydants

Transport de protons ét d’électrons : I’acide ascorbique par exemple est un agent
réducteur agissant comme antioxydant (Ball, 2008; Peel, 2006) et capable de réduire
1’oxygéne moléculaire et les cytochromes a et c. Il intervient dans différentes réactions
telles que la synthése du collagéne, la synthése de la noradrénaline. La vitamine C est
aussi utilisée comme supplément alimentaire pour réduire les effets nocifs associés aux

dysfonctions liées a 1’histamine (Johnston, 1996).

Stabilisation des membranes : la vitamine E existe sous deux formes. Il s’agit de

vitamines liposolubles fonctionnant comme de puissants antioxydants (Ball, 2008)
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dans les membranes cellulaires et les lipoprotéines plasmatiques. L'effet antioxydant
se fait par réaction avec un ion peroxyde. Les besoins en vitamine E augmentent en cas
d'apport de grandes quantités d'acides gras poly-insaturés car les réactions de

peroxydation interviennent au niveau des doubles liaisons des acides gras.

Certaines vitamines, telles que les vitamines A et D ont des fonctions hormonales en
agissant par un mécanisme similaire a celui des hormones stéroidiennes (liaison a un
récepteur cytosolique ou a un récepteur nucléaire entrainant ensuite une modification

de la synthéese protéique, Reichrath et al.,‘2007) .

Tableau 3.1 : Vitamines et leurs formes actives

P . . p ‘ T ; 1
Molécules Vitamines Formes actives . Fonctions/Conséquences |
’ d’une carence '

Vitamines hydrosolubles

Thiamine Vitamine B1 Thiamine diphosphate Cofacteur de divers
(Thiamine pyrophosphate, | enzymes impliquées dans le
PP) . métabolisme des glucides,

+ dans la voie des pentoses

phosphate (transcétolase),

dans le cycle de Krebs

(alpha-cetoglutarate
deshydrogenase) .

. Béri-Béri, Encéphalopathies

| de Wernicke-Korsakoff

Riboflavine Vitamine B2 | Flavine Mononucléotide | Fonctions antioxydantes
(FMN), Flavine Adénine | (FAD comme cofacteur de . |
Dinucléotide (FAD) glutathion réductase),
$ ! chafne de transport des
i | électrons (FAD) .
] : Lésions cutanées (stomatite, |
. glossite, perléche) et des

; . muqueuses
Acide Vitamine B5* | Coenzyme A, Acyl- Synthése de certaines
pantothénique - Carrier Protein (ACP) hormones, métabolisme

| acétyl et d’autres acyl sous
| forme de coenzyme A.
b Anomalies neurologiques,
arrét de la croissance
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Pyridoxine
pyridoxamine

pyridoxal

Vitamine B6

Pyridoxal phosphate

| (transamination,

Cofacteur enzymatique dans
le métabolisme des acides
aminés, amines

décarboxylation), synthése
de la vitamine B3.
Polynévrites, 1ésions
cutanées; convulsions

Niacine

~ Acide folique

Vitamine PP
ou B3*

Nicotinamide Adénine
Dinucléotide (NAD"),
NAD phosphate (NADP*) |

- Cofacteurs d’enzymes
- métaboliques

Pellagre, maladie de
Hartnup

Vitamine B9

Tétrahydrofolate

. nucléiques, méthylation de
" I’ADN, ARN et des

1 “Anémie mégaloblastique,
glossite, stomatite angulaire

Syi;thése des purines,
pyrimidines, acides

protéines..

Cobalamine

Vitamine B12

Méthylcobalamine,
Adénosylcobalamine

Métabolisme des acides

nucléiques, cofacteur de la
méthionine synthase et de la
méthylmalonyl-coA mutase.
Anémie mégaloblastique,
myélopathie, neuropathie

Acide ascorbique

Vitamine C

Acide ascorbique

déhydroascorbate

| poly-infections, pétéchies

H

Réactions 'd’oxydo- !
réduction, antioxydant, ‘

e antiscorbutique, . :
i stimulations des défenses

naturelles et immunitaires. |
Scorbut, maladie de Barlow, |

Biotine

Vitamine H ou . |

B8

- dépendantes, métabolisme

Carboxylases biotine-

des acides gras, glucides,
acides aminés.

| Ataxie, alopécie, dermatite |
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Vitamines liposolubles

Rétinol

Vitamine A

Rétinol (regulation de
’expression génique),
rétinal (rthodopsine), acide
rétinoique

Synthése de la‘rhodopsine, |

améliore la vision, favorise
la multiplication et la
division cellulaire
(croissance) morphogenése
embryonnaire.
Xérophtalmie, cécité,
héméralopie, tératogenése

Calciférol

Vitamine D

1,25-
dihydroxycholécalciférol,
1,25(0H),D,

Métabolisme e

phosphocalcique (favorise

i I’absorption du calcium et
. du phosphore).

Rachitisme, ostéomalacie,
hypoparathyroidie .

k Tocophérol

Vitamine E

D-alpha-tocophérol
et autres dérivés

Antiaﬁiydant

‘Anémie hémolytique du

nouveau-né, neuropathie
avec ataxie

Ménadione (forme
~'synthétique)
Phylloquinone

Ménaquinone-n

Vitamine K1 |  Vitamine K réduite

Carboxylation post~
traductionnelle des'
protéines vitamine-K
dépendantes (facteurs de
coagulation, protéines
impliquées dans le
métabolisme osseux).
Syndrome hémorragique du
nouveau né




CHAPITRE IV

PRESENTATION DU PROJET

La stabilisation des enzymes est d’un grand intérét en raison des diverses applications
industrielles, analytiques, pharmaceutiques des enzymes. Les protéines, enzymes ou
autres principes actifs peuvent perdre leur activité durant les processus d’extraction-
purification ou encore pendant le stockage. Les techniques de stabilisation permettent
de maintenir une activité catalytique efficace et élevée des enzymes sur de longues
périodes dans les divers domaines d’application. Plusieurs procédés de stabilisation ont

été développés et certains peuvent étre trés coliteux.

La diamine oxydase est une enzyme thérapeutique prometteuse qui, par sa fonction
catalytique (inactivation de I’histamine), a été proposée récemment comme traitement
pour divers types de pathologies liées & la dérégulation de ’homéostasie de I’histamine
(histaminoses alimentaires) et pour améliorer les traitements existants des maladies
inflammatoires de l’intestin. Or, il est important que la DAO garde une activité
catalytique élevée sur une longue période, sans toutefois abimer des tissus a cause du
H20,. D’autre part, des contractions intestinales induites par I’histamine peuvent étre
douloureuses surtout quand elles sont associées a ces pathologies. La réaction catalysée
par la DAO produit le peroxyde d’hydrogéne qui est un agent pro-oxydant pouvant
endommager les cellules et tissus (Juiarie et al., 2017) et pouvant aussi réduire
’activité catalytique de I’enzyme (Pietrangeli et al., 2000). La catalase a été ajoutée a
la formulation afin de décomposer le peroxyde d’hydrogéne (Calinescu et al., 2012;

Mateescu et al., 2017). Nos résultats préliminaires ont montré que la catalase est une
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enzyme qui est instable et rapidement inactivée par les protéases intestinales. Ainsi le
peroxyde d’hydrogéne produit par la DAO ne peut étre décomposé et donc peut

inactiver I’enzyme thérapeutique ou encore endommager les cellules.

La glucose oxydase est une eﬁzyme, qui par sa fonction d’oxydation du glucose est
largement utilisée dans le domaine industriel, agro-alimentaire, analytique,
pharmaceutique et médical. Toutes ces applications nécessitent des enzymes trés
actives et hautement stables (Matos ef al., 2012). Le peroxyde d’hydrogéne, le produit
secondaire a I’oxydation du glucose catalysée par GOX,'peut inactiver ’activité de

I’enzyme et donc réduire son efficacité.

L’objectif principal de ce projet de maitrise était de stabiliser I’activité de la diamine
oxydase en I’associant avec des surfactants ou avec des aptioxydants non-
enzymatiques et d’augmenter ainsi son activité catalytique. Un autre objectif était de
vérifier si ces procédés de stabilisation fonctionnent avec la glucose oxydase et ainsi

étre généralisés.

L’hypothése du projet était que des surfactants biocompatibles peuvent interagir avec
des résidus hydrophobes de certains acides aminés des enzymes, induisant une
modification conformationnelle qui pourrait mieux exposer les sites actifé et ainsi
facilitant ’accés du substrat et activant les enzymes. Considérant que des oxydases
générent comme produit de réaction du peroxyde d’hydrogeéne et que celui-ci peut
engendrer une inactivation de I’enzyme, nous avons émis I’hypothése que des
antioxydants capables de décomp(;ser le peroxyde d’hydrogéne pourraient avoir un

effet stabilisant des oxydases.

Dans cette optique, des investigations analytiques et de stabilisation ont été faites en
utilisant des agents émulsifiants et des vitamines aux propriétés antioxydantes. Deux

techniques de stabilisation ont été envisagées :



i.  Isolement des enzymes dans des structures d’inclusions formées par les
surfactants utilisés et permettant la diffusion des substrats et produits: Sodium
dodécyl sulfate. polysorbate 80 (synthétiques) et la lécithine (produit naturel)
offrant une protection physique aux enzymes contre le peroxyde d hydrogéne,
contribuant ainsi au maintien de leur structure tridimensionnelle (Fig. 4.1).

Enzyme
1"?!:-".
\-\h_' -
=
Téte hydrophile, polaire
®e
& / Queue hydrophobe, apolaire

Figure 4.1 : Modification du microenvironnement. isolement et
stabilisation de la structure tridimensionnelle de I'enzyme par les
surfactants.

Le rdle des surfactants sur les activités des enzymes : des études précédentes avaient
montré ['effet thermostabilisateur du polyvinyle alcool (PVA). un polymére
synthétique avec des propriétés de surfactant neutre sur la diamine oxydase d origine
porcine (Befani et al.. 1989; Mondovi ef al.. 1992). Aussi I"effet positif du SDS (2 %)
sur |"activité catalytique de la DAO avait été ¢tudi¢ (Ahmadifar ef a/., 2017) d’ou notre
choix de trois types de surfactants ayant des propriétés chimiques et physiques

différentes afin de stabiliser les deux oxydases étudiées.

il.  Protection des enzymes par le piégeage direct du peroxyde d " hydrogéne par les
antioxydants non-enzymatiques utilisés (pyridoxal phosphate. Trolox ou

ascorbate de sodium).



[Page manquante]
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Figure 4.2 : Principe de la zymographie modifiée et corrélation avec les mesures par

spectrophotométrie
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ENZYMATIC ACTIVITY
determined by zymography
(gel containing peroxidase and SDS)
= + + +

el
Oxidase ~—— — — — Gel overstained B e e e W
Coomassie Blue
treated (+) or no (-) ——
CORRELATION .
Similar enzyme quantities Band Intensity — f
) " VS
Product
& & +SDS e Oxydase
‘&9 @ quantitation
B P~ . —— |
r_; =R ERE W= BSAto establish
| - | === standard curve
ENZYMATIC ACTIVITY

determined by spectrophotometry
dosage of H,0, or NH;

Intrinsic specific activity of oxidases treated with
or without surfactants or antioxidants

Figure 4.3 : Procédure de zymographie (d’aprés Ahmadifar et al., 2017). Cette
procédure permet de déterminer I’activité oxydasique en absence ou en présence de
surfactants (basée sur la détermination du peroxyde d’hydrogéne produit par la DAO

ou la GOx) ou des antioxydants et par le dosage spectrophotométrique du NH3 par la
DAO.
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L avancement du projet peut étre suivi par le schéma suivant (Fig. 4.4) :

Oxydases (DAO, GOx) J

Protection physique contre H,0,

Processus de stabilisation parles surfactants
des enzymes et modulation
de leur activité catalytique Protection des enzymes par

élimination directe de H,0, avec des
antioxydants

Oxydases plus stables
et plus actives

Evaluation de la
stabilisation des enzymes

Dosage spectrophotométrique du H202 par la
peroxydase (DAO, GOx)
Dosage spectrophotométrique du NH3 par GDH (DAO)

Nouvelle approche
zymographique

v
Zymographie de
DAO en absence ou
en présence de
surfactants et
incubée dans le SIF
avec la pancréatine

¥ v v
SDS-PAGE ymographie de
avec DAO traitée

coloration | [ avec le H,0, en
au Bleu de absence ou en
Coomassie présence de

surfactants

Y
Calibration de Iactivité
de DAO et GOxen
absence ou en présence
de surfactants:
méthode
spectrophotométrique
avec la peroxydase

Zymographie de DAO et
GOx en absence ou en
présence de surfactants
et I'analyse de l'intensité
des bandes par
densitométrie

Zymographie de DAO
et GOx soumis au
stress oxydatif en
absence ou en
présence
d’antioxydants

Tracer la courbe
standard du BSA:
'intensité des bandes
en fonction des
concentrations de BSA

¥
Tracer la courbe standard
de I'activité de la DAO et de
GOx en fonction de
I'intensité des bandes
|

Analyse de I'intensité des bandes de DAO
ou de GOx par densitométrie

Détermination de
I'activiteé spécifique
intrinseque des oxydases

Figure 4.4 : Présentation schématique des différents volets du projet de maitrise



CHAPITRE V

STABILISATION DES ACTIVITES CATALYTIQUES DES OXYDASES
EVALUEE PAR LA ZYMOGRAPHIE. LE CAS DE LA DIAMINE OXYDASE
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L’une des problématiques liées a l’utilisaﬁon des enzymes pour diverses applications
dans les domaines biotechnologique, pharmaceutique, analytique ou encore dans
I’industrie agro-alimentaire est leur manque de stabilité et perte d’activité durant les
procédés d’extraction-purification ou encore pendant le stockage. Dans ce projet,
Pactivité et la stabilité de deux oxydases ont été étudiées en utilisant deux conditions:
(i) ajout de surfactants anionique (sodium dodecyl sulfate, sels biliaires), ampholytique
(1€cithine) ou neutre (tween 80) comme de possibles stabilisants pouvant offrir une
protection physique contre le peroxyde d’hydrogéne produit par les oxydases et (ii)
élimination directe du peroxyde d’hydrogéne ou des radicaux libres par des
antioxydants (pyridoxal phosphate; Trolox ou I’ascorbate de sodium) protégeant ainsi
I’enzyme face a I’oxydation ou I’agrégation. L’activité catalytique et la stabilité des
enzymes ont été augmentées en fonction du type et des quantités de surfactants utilisés,
les meilleurs résultats étant obtenus avec la lécithine. Le traitement des enzymes par
les antioxydants a également augmenté leur activité catalytique dépendamment de la
structure et de la capacité antioxydante des agents utilisés. Les meilleurs résultats ont

été obtenus avec le Trolox et le pyridoxal phosphate.



Stabilization and modulation of oxidases enzymes: evaluation by zymographic
approach

Mireille Djatougbévi Koudoufio!, Tien Canh Le!, Paola Pientrangeli?, Lucia
Marcocci?, Mircea Alexandru Mateescu!”

Department of Chemistry, Centres CERMO-FC & Pharmaqam, Chaire de recherche en dysfonctiohs '
entériques, Université du Québec a2 Montréal, C.P. 8888, Succursale Centre-Ville, Montréal H3C 3P8,
Canada

IDepartment of Biochemical Sciences "A Rossi-Fanelli", Sapienza University of Rome, Italy P.le A.
Moro 5, 00185 Rome, Italy

* Corresponding author Mircea Alexandru Mateescu

Department of Chemistry, UQAM, CP 8888, BranchA. Montreal (Québec) H3C 3P8, Canada
Phone: --1 (514) 987 4319

Fax: --1 (514) 987 4054

E-mail : mateescu.m-alexandru@ugam.ca

# Ce manuscrit est en voie de soumission dans ‘’The Journal of Agriculture and Food Chemistry”’

(JAFC, ACAS)



46

Abstract

One of the principal limits to the use of enzymes in biotechnology, pharmaceutical and
foods industry is their insufficient stability and loss of their catalytic activity during
processing. In this study, two strategies were approached to increase stability and
activity of two largely used oxidases: (i) the addition of anionic, zwitterionic, neutral
surfactants (sodium dodecyl sulfate, lecithin, Tween 80 or bile salts) as potential
stabilizers affording physical protection to enzymes against various haréh conditions,
including hydrogen peroxide (a product of catalytic activity of oxidases), and (ii) direct
elimination of hydrogen peroxide by antioxidants (pyridoxal-5’-phosphate, Trolox or
sodium ascorbate). Stability and activity of enzymes investigated by zymography and
spectrophotometry assays were increased dependently on the chemical characteristics
of surfactants used, the best results being obtained with lecithin. The investigated
antioxidants were found to protect the oxidases against hydrogen peroxide and to
enhance their activities. Trolox and pyridoxal-5’-phosphate induced the highest

improvement of oxidase activities.

Keywords: Diamine oxidase, glucose oxidase, surfactants, antioxidants, enzyme

stabilization, zymography.
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5.1. Introduction

Enzymes have many applications in food, pharmaceutical, medical and analytical fields
(Li et al., 2012; Huisman et al., 2013). Several factors such as pH, temperature and
proteases can affect the stability and the activity of enzymes during the production
processing, storage and handling (Peterson et al., 2017). These factors constitute major
limitations in various fields of enzyme applications (Takemori ef al., 1967; Stepankova

et al., 2013). Numerous strategies of stabilization are used to improve the shelf-life of
the enzymes and their catalytic efficiency. Crystallization or immobilization of
enzymes on natural or synthetic supports (Takemori et al., 1967, Martinek etal., 1977,

Brennan et al., 2003; Datta et al., 2013; Stepankova et al., 2013; Mohamad et al., 2015)

may afford their better stabilization. Chemical modifications for immobilization may

include covalent attachments, intramolecular cross-linking, ionic complexation with

polymers (Torchilin et al., 1978; Wong et al.,1992; Nordwald et al., 2013; Stepankova

et al., 2013). However, although the stability of enzymes may be increased, their
activity can be lowered due to their chemical modification. The addition of salts,

polyols, polyelectrolytes, organic osmolytes may also contribute to increase stébility

of enzyme (Triantafjllou et al., 1997; Costa et al., 2001; Brennan et al., 2003;

Stepankova et al., 2013). In addition, surfactants may influence the intrinsic properties

of ank enzyme modifying its micro environment without covalent modifications. The

enzymes may also be microencapsulated into micelleé or reversed micelles, with

enhanced stability (Martinek et al., 1989; Stepankova et al., 2013).

Diamine oxidase (DAO, also known as histaminase) is a copper-containing enzyme
(EC 1.4.3.22) of microbial (Cooper et al., 1992), vegetal (Scoccianti et al., 1990;
McGuirl et al., 1994; Pietrangeli et al., 2007) or animal (Mondovi et al., 1967) origin.
Localized mainly in kidney, placenta, intestinal mucosa, DAO is involved in the
oxidative deamination of various endogenous or exogenous polyamines and biogenic

amines, in particular histamine, originating from decarboxylation of histidine by
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histidine decarboxylase (Mateescu et al., 2017). Histamine is widely distributed and
involved in different important biological processes (regulation of gastric acidity,
activity of smooth muscles, neurotransmission, inflammatory and immunological
reactions, Mateescu et al., 2017). Apart of its endogenous origin, exogeneous histamine
may be introduced in organism by diet (foods particularly rich in histamine are
scombroid fishes, sauerkraut, fermented daify products, some fruits or Vegetables) and
certain foods or drugs may induce histamine realising. It is also an important mediator
in allergié response and a possible ethiopathological agent of enteric dysfunctions such
~as food allergies, gastric ulcers, inflammatory bowel diseases, ulcerative colitis
(Mateescu et al., 2017). Due to its capacity to catabolize histamine, DAO is considered
also a promising therapeutic enzyme and recently, a novel approach was proposed to
treat histamine-related dysfunctions with DAO extracted from a vegetal source
(Mondovi et al., 2013; MateescuA et al., 2017; Mateescu et al., 2018). Currently, pig- -
kidney DAO food integrators are commercialized (capsules) on the market under the
name of DAOSIN® and G.I. Hist Support™ as dietary supplements to prevent food

intolerance provoked by histamine intake.

Glucose oxidase (GOx) is a FAD enzyme (EC 1.1.3.4) that catalyzes the oxidation of
glucose into gluconolactone. It is considered as the basis of many analytical and
industrial applications particularly for glucose assays in biological samples (e.g. in
blood for diabetes), in food and beverage and to monitor biotechnological processes
involving glucose consumption or production. It is used as additive to improve

foodstuffs preservation by oxygen removal (Wong et al., 2008).

Both DAO and GOx, as well as other oxidases, generate hydrogen peroxide as product
of their catalytic activity. Although H2O is not a free radical, it is a strong pro-oxidant
and in the presence of metal, it may produce highly toxic hydroxyl free radicals ((OH)

and initiate oxidative démages to tissue and cell structures (Jumarie et al., 2017). It was
also found that H>02 may decrease the activity of enzymes by oxidation of amino acid

residues (Pietrangeli ef al., 2000; Bao et al., 2003). Thus, DAO orally administered to
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reduce the level of exogeneous histamine is susceptible to be degraded by the produced
H,0; and also by the pancreatic proteases in the intestinal tract, justifying the interest
to associate stabilizers and activity enhancers. Protection of enzymes by surfactants or |
by neutralization of hydrogen peroxide using antioxidants seems appropriate to
preserve the enzyme activity and prolong their life-time. The main objective of this
report was to evaluate the stability and the activity of diamine oxidase (DAO) and of
glucose oxidase in presence of surfactants such as polysorbate sorbitan (Tween 80),
sodium dodecyl sulfate (SDS), bile salts (BS) and lecithin or of antioxidants as sodium
ascorbate, pyridoxal-5’-phosphate and Trolox. Since the presence of antioxidants
disturbs current dosages Based on HO; detection, the determination of enzyme
acti\}ities was carried out electrophoretically by a zymographic procedure proposed for
the assay of various oxidases (Ahmadifar et al., 2017; Le Tien et al., 2018). Its principle
is based on a coupled reaction with peroxidase included in SDS polyacrylamide gel
used for the electrophoretical assay of DAO and GOx enzymes. After zymographic
electrophoresis run, polyacrylamide (PAA) gels may be incubated in developing
solution containing substrate of oxidase (putrescine for DAO or glucose for GOx) and
a chromogenic substrate of peroxidase (o-phenylenediamine) to obtain coloured
stained bands on gels in presence of H202 produced in-situ by the corresponding

oxidation reaction (Calinescu et al., 2009; Ahmadifar et al.,2017; Le Tien et al., 2018).

5.2. Materials and Methods
5.2.1. Materials

Diamine oxidase from Lathyrus sativus was purified as described by Jumarie et al.,
- 2017 and present a specific activity of 12.25 U DAO/mg of solid. Glucose oxidase
(Aspergillus niger, 26.82 U/mg solid), horseradish peroxidase (HRP type I, 52 U/mg
solid), pancreatin (from porcine pancreas, 4X), pepsin (from porcine gastric mucosa,
882 units/ mg protein), putrescine (1,4-diaminobutane dihydrochloride), B-D-glucose,
sodium ascorbate, pyridoxal-5’-phosphate monohydrate, 6-Hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox), bile extract porcine, Tween 80,
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ortho-phenylene diamine (0-PDA) dihydrochloride, N,N,N’,N’-
tetramethylethylenediamine (TEMED), hydrogen peroxide (HzOz), the Ammonia
assay kit and Bradford reagent were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Acrylamide, N,N’-methylene-bis acrylamide and protein weight standard
(Broad range) were from Bio-Rad (Richmond, VA, USA). The reagents were chemical

grade and used as received without further purification.

Table 5.1. Composition and characteristics of buffers (mM) used in this study

 comprnetatan Upen W pudsrem G M metale Sémwaleted Gt Semmadated lateitingd
phangdate bafler it bafter, pht 4.1 Phasd, plt Fladd, pil 6.4 (SIF)
T20ME) 1.2 (MGF) v i a3 ted w il
rapple i@t mid hm e lin
ol
K:HPO, 46.7
KH2PO4 33 50.0
NaCH3;COO ’ 50.0
NaOH : , 13.2
NaCl ‘ 342
HCI1 50.7
Pepsin : 0.32 %
Pancreatin ) 1%
pH 7.2 5.1 1.2 6.8

5.2.2. Methods
5.2.2.1.Treatment of DAO/GOx with different surfactant agents

Treatment with surfactants

Enzyme samples containing i) no surfactants agents (control); ii) SDS 2 % (w/v); iii)
polysorbate 2 % (w/v); iv) lecithin 0.1 % (w/v), were prepared and the activities of
DAO and of GOx in presence or in absence of surfactants were determined by

spectrophotometry and by zymography.

There is a growing interest on orally administered DAO enzyme for treatment of

various intestinal dysfunctions (Calinescu et al., 2012; Mondovi et al., 2013; Mateescu
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et al.,2017; Mateescu et al., 2018). For these reasons, this investigation was continued
on the stability of this enzyme in simulated gastric and intestinal fluids and in the

presence of denaturating hydrogen peroxide produced by oxidase reaction.

The effect of surfactants on the enzyme activity in the presence of H202

To determine the effect of surfactants on DAO against H>O», enzyme samples were
incubated in hydrogen peroxide at different concentrations (0.03 % and 0.06 %) during
1 hour. Enzyme contained: i) no surfactant (negative control); ii) no surfactant + H20>
(positive control); iii) SDS 2 % (w/v) + HzOz; iv) Tween 2 % (w/v) + H20z, v) lecithin
0.1 % (w/v) + H20s. After 1h incubation at 37 °C, activity of DAO was assayed by
zymography. |

Protective effect of surfactants in simulated gastric (SGF) and intestinal (SIF) fluids

The simulated gastric fluid (SGF) was prepared following the USP 24 & NF 19 method
(Tab. 5.1). The SGF, pH 1.2, was then supplemented with pepsin (0.32 %). The
simulated intestinal fluid (SIF, pH 6.8) was obtained following the USP 24 method
(Tab. 5.1). It was supplemented with 1 % pancreatin (a commercial pancreatic
preparation containing hydrolytic enzymes including trypsin and chymotrypsin
proteases). DAO samples in buffer or in buffer containing surfactants were incubated
in SGF (with 0.032 % of pepsin following USP recommendations) for 5'min or for 1 h
at 37°C. Separately, samples were incubated in SIF (with pancreatin) for 2, 6, 24 h at
37 °C and the retained activity of enzyme was assayed by zymography. The enzyme

activity of negative control (no agents, only buffer) were considerate as 100 %.

5.2.2.2 Treatment of DAO/GOx with antioxidant bioactive agents

Enzyme samples were treated with different antioxidants, at concentrations of 0.2, 0.5,

1 mM for PLP; 0.01, 0.03, 0.06 mM for Trolox and 0.2, 0.5, 1 mM for Sodium
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ascorbate. The enzyme activities were determined by zymography and by

spectrophotometry (ammonia kit assay for DAO).
5.2.2.3. Determination of DAO and of GOx enzymatic activities
5.2.2.3.1 Spectrophotometric assays of enzyme activities

Quantitation based on the released H,O,

The amount of H02 produced by DAO or by GOx were quantified by a horseradish

peroxidase-coupled reaction.

For DAO assay, the determination medium was prepared as follows: 640 puL of 50 mM
potassium phosphate buffer pH 7.2 (PB) were mixed with 10 pL of horseradish
peroxidase (HRP solution 0.1 mg/mL, 5.2 U mL™), 50 uL of 30 mM o-PDA (prepared
in PB) as chromogenic substrate of peroxidase and 200 uL of 30 mM putrescine (in

PB) as substrate of DAO.

For GOx activity, the assay mixture contained 640 pL of 100 mM acetate buffer pH
©5.5,10 pL HRP (0.1 mg/mL, 5.2 U mL! in the same acetate 'buffer), 50 uL of 30 mM
0-PDA (in 50 mM acetate buffer pH 5.5) as substrate of peroxidase and 200 pL of 30
mM glucose (in 50 mM acetate buffer pH 5.5) as substrate of GOx.

For each determination, the assay mixtures were pre-incubated for 5 min at 37 °C. Then,
a volume of 100 pL of DAO or of GOx solutions at different concentrations, treated or
not with surfactants were added to start the reaction, followed for 5 min, at 37 °C. The
| assay reactions were then stopped by adding 100 pL of 4 M HCI and the Optical
Density (OD) related to the formation of H,O, was read at 484 nm using an Ocean

Optic© fiber optic spectrometer.
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The concentration of H2O, produced by the catalytic activity of DAO or of GOx was
evaluated referring to standard curves obtained under same experimental conditions

with serial concentrations of commercial H2O» up to 20 uM final concentration.

One enzyme unit of DAO or of GOx was considered as the amount of enzymes that

causes the generation of 1.0 pmol of H,O; per minute.

The current measurement of an oxidase enzymatic activity via H2O; is susceptible of
interferences in presence of antioxidants. To avoid this, we have determinate the DAO
activity by measuring the NH3 (the other product of oxidative deamination of amines
by DAO).

‘Quantitation based on the released NH3

The NH3 assay with the Ammonia kit (Sigma-Aldrich) was done, as indicated by the
manufacturer, following the oxidation of NADPH in a coupled reaction in which NH3-
released from deamination of putrescine by DAO reacts with alpha-ketoglutaric acid
(KGA) under the catalysis of L-glutamate dehydrogenase (GDH), to form oxidized
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP™). | ‘

Briefly, to 1 mL of ammonia assay reagent (containing 3.4 mM KGA and 0.23 mM
NADPH), 200 pL of 30 mM putrescine (prepared in PB) and 10 puL. of GDH (enzyme
reagent) were added and incubated for 5 min at 37 °C. Then, 100 uL of DAO in
presence or not of antioxidants were added and the rate of decrease of absorbency
(AA/min) was followed at 340 nm for 10 min. For DAO samples containing
antioxidants, the rate of NADPH oxidation due to the antioxidants alone was subtracted
from the rate of NADPH oxidation due to the enzymatic release of NH3 and to the.

antioxidants.
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One enzyme unit of DAO was considered as the amount of enzyme that causes the

oxidation of 1.0 umol of putrescine NADPH) per minute at pH 7.2 and 37 <C.

The influence of surfactants or antioxidants on the activity of enzymes was monitored

by spectrophotometry and by zymography procedures.
5.2.2.3.2. Determination of DAO and GOx enzyme activities by zymography

- Enzyme activities were also determined by zymography using entrapped peroxidase in

SDS-PAA gels, as described by Ahmadifar et al., 2017 and by Le Tien ef al., 2018.

Entrapment of peroxidase in SDS-PAA gel for zymography

The running 10 % SDS-PAA gel forming solution for peroxidaée entrapment contained:
1 mL of HRP (1 mg/mL), 1.7 mL of 30 % acrylamide/bis-acrylamide (29:1), 1.3 mL
of Tris-HCI 1.5 M (pH 8.8), 50 pL of 10 % SDS, 10 uL of TEMED and 1 mL of
distilled water (Ahmadifar et al., 2017). The polymerization was initiated with 50 pL
of 10 % ammonium persulfate (APS).

The stacking gel (not containing peroxidase) Waé prepared by mixing 500 pL of 30 %
acrylamide/bis-acrylamide (29:1), 380 uL of Tris-HCI 1 M (pH 6.8), 30 pL of 10 %
SDS, 2.1 mL of distilled water, 3 pLL of TEMED and 30 pL of 10 % ammonium
persulfate solution (APS) for a total volume of 3 mL of stacking gel buffer (Ahmadifar
etal.,2017).

Electrophoresis run

The gel were then loaded with 10 pL of molecular weight standard (Broad Range) or
with 20 uL of solutions containing 1 volume of DAO (0.2 mg/mL, 200 pg of extract)

or of GOx (0.2 mg/mL) with or without surfactants or antioxidants and 1 volume of
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SDS loading buffer (prepared with‘5.3 mL distilled water, 1.7 mL Tris-HCI 0.5 M pH
6.8, 2 mL 10 % SDS and 1 mL glycerol). The electrophoresis was then run using a
Mini-Protean (Bio-Rad) device for 2 h at room temperature at 120 V, with
electrophoresis running buffer (0.025 M Tris base, 0.192 M glycine and 0.1 % SDS)
prepared by dissolving 3.0 g of Tris base, 14.4 g of glycine, and 1 g of SDS in 800 mL
of distilled water; adjust the pH at 8.8 and complete to 1 L.

Quantitation of DAO and of GOx enzymatic activity on polyacrylamide zymography

gels

At the end of the electrophoresis run, the gels were transferred in a solution of

methanol:water (1:1 v/v) for 5 min, then rinsed with distilled water and incubated 5
‘min in dark at 25 °C under mild agitation with the developing solution (to reveal the
enzyme activities). The developing solution contained 30 mM enzyme substrate
(putrescine in PB or B-D glucose in 50 mM acetate buffer) and 30 mM of the peroxidase
substrate, 0-PDA (in PB, pH 7.2). The DAO or GOx activities were measured by
densitometric analysis of bands of each sample (freated or not with surfactants or
antioxidants). The gels were then scanned and the densities of the bands were evaluated
by the imageJ software (Win64, version 1.47, National Institutes of Health, USA),
considering as blank, a sector of the gel with no bands. This value was subtracted from
the values of DAO or GOx bands in order to correct the results by elimination of the
background noise in zymographic analysis. The activities of treated DAO or GOx were
expressed in enzymatic unit (EU) and also in percentages reported to not-treated
(control) enzyme samples considered as standard (100 %). The same gel was then
restained with Coomassie brilliant blue G-250 for 1 hour under mild-agitation for the

electrophoretic pattern (quantitation and molecular Weights) and purity of enzymes.

The enzymatic activity of each sample on zymography was calculated by referring to
standard, spectrophotometric method, as reported (Ahmadifar et al., 2017). Thus,

densitometric intensities of zymography were converted into DAO enzyme units by
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correlation df DAO bands intensities with the concentration of hydrogen peroxide
obtained by spectrophotometry (described in section 5.2.2.3.1) with the same
concentrations of DAO, following Le Tien et al., 2018. A standard curve of
densitometric intensities versus concentratiohs of hydrogen peroxide (not shown)
allowed the determination of catalytic activity of DAO and of GOx with or without
modulators of enzyme activities (Ahmadifar et al., 2017).

Protein concentrations were determined by plotting densitometric intensities of DAO
or of GOx bands (of zymographic gels restained with blue brilliant Coomassie) on a
standard calibration curve obtained with serial concentrations BSA run on SDS-PAA
gel 10 % under the same electrophoretic conditions. For samples containing surfactant
or antioxidant agents, BSA should be added with the corresponding concentration of

agents.
5.2.2.4. Statistical analysis

The data were presented as mean + Standard Devitaion (SD) and analyzed statistically
by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni's multiple
comparisons test. Graph Pad Prism software version 7.00 (Graph Pad Software Ihc.,
San Diego, CA) was used. Significant differences (p < 0.05) between the mean values

of the triplicate samples were determined for various assays.

5.3. Results and Discussion

Enzyme stabilization by surfactants has many advantages and may be useful for
industrial and food applications. Such stabilization processes were shown by
surfactant-protein interactions following models of biological membranes based on

- proteins stabilized by phospholipids (Helenius et Simons, 1975; Jones, 1975).
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5.3.1 Effect of surfactants on diamine oxidase activity

Several characteristics such as ionic charges and degree of hydrophobicity of
surfactants can affect their ability to stabilize enzyme. Most of surfactants are
amphiphilic (with polar head and non-polar hydrophobic tail. both of them able to

interact with proteins, Moosavi-Mohavedi. 2005).

The influence of various concentrations of surfactants on DAO activity were assayed
retaining those giving the best enhancement of enzyme activity. The effect of
surfactants on activity of DAO was revealed by analysis of band intensities of DAO on
zymography gels (Fig. 5.1 A). Optimal retained concentrations: 2 % for both SDS and
Tween 80 and 0.1 % lecithin were found to induce and increase of 1.2 to 1.7 times of
DAO activity (Fig. 5.1). The increase of DAO activity was significantly higher with
neutral (Tween 80) and zwitterionic (lecithin) surfactants in comparison with
negatively charged surfactant (SDS and bile salts). At surfactant concentrations higher
than optimal, a slight decrease in activity of DAO was observed, probably due to a

conformational alteration of enzyme generated by the surfactant-protein interactions.

P ene
_ ‘ I l
PB

2% SD$S 2% Tw 0.1%Lec

=}

N

[=]

o
]

PB sDS ' Lec

bands (% of control)
- -,
o I
=3 o

o
o

Daensitometric intensities of DAO

o

Figure 5.1. Effect of surfactants on diamine oxidase activity evidenced by Zymography
(A) on SDS-Polyacrylamide (10 %) gel with entrapped-peroxidase and graphical
representation (B) of surfactant effect from the densitometric intensities (%) of DAO
(gel A). considering the activity of DAO bands in the absence of surfactants as 100 %.
Samples of 0.2 mg/ml of DAO were treated with surfactants (2 % SDS. 2 % Tween.
0.1 % Lecithin) or not (50 mM PB). Data represent mean + SD n=3 different
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experiments, with significance showed as *P<0.05 compared with the control sample
and ****P<0.0001 compared with the control sample (PB).

Similar results were obtained by using the spectrometrical method, in presence of
different surfactants, activity of DAO was enhanced for 1.5 — 1.8 times. Densitometric
intensities of zymography (Fig 5.1) were then converted into DAO enzyme units (Table
5.2) by correlation of DAO bands intensities with the concentration of hydrogen
peroxide (Table 5.2) obtained by spectrophdtometry with the same concentrations of
DAO as described by Le Tien et al., 2018. Protein concentrations were determined by
plotting densitometric intensities of DAO bands (obtained by image analysis of
zymography gel, fig. 5.1A) on a standard calibration curve obtained with BSA at serial
concentrations run under the same electrophoretic conditions. For samples containing
surfactant agents, BSA was added with the corresponding concentration of agents and

a quantity of 2.4 pg of protein was obtained.

Table 5.2. Intrinsic specific activity (ISA) of diamine oxidase untreated (100 %) or
treated with surfactants (following Le Tien ef al., 2018). Results are presented as
mean values + SD (n = 3).

DAO in PB 4475056 100

DAQ in 2 % SDS . 7122053 159.32 + 8.32
DAO in 2 % Tween 7724035 17842 1 346
DAO in 0.1 % Lecithin '797+0.15 | 17283 +5.15

DAO was stabilized by surfactants used in the present experiment and its activity was
markedly improved, particularly with Tween and Lecithin. According to their structure,
surfactants can be ionic (anionic, cationic), zwitterionic or non-ionic. The SDS is

classified as an anionic surfactant and tend to be harsh and denaturing agent due to its
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ability to disrupt intra and inter molecular protein-protein interaction. With SDS (5 %
- 10 %), enzyme denaturation is fast but at low concentrations, SDS may induce the
compaction and activation of proteins as reported (Zardeneta and Horowitz, 1994;
Moosavi-Mohavedi. 2005). In our conditions, the DAO activity was improved with
low and medium SDS concentrations. Bile salts are also ionic surfactants (milder than
SDS, Seddon et al.. 2004). They also exert an activation of DAO (Fig. 5.2). This aspect
seems important considering the presence of bile salts in intestinal lumen and fits well
with data of Tchoumi er al.. 2018 showing in simulated intestinal fluid (SIF) a
protection of DAO afforded by cholic acid.
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Figure 5.2. Effect of Bile salts on DAO activity evidenced by Zymography (A) on
SDS-Polyacrylamide (10 %) gel with entrapped-peroxidase and graphical
representation (B) of Bile salts effect from the densitometric intensities (%) of DAO
(gel A). considering the activity of DAO bands in the absence of Bile salts as 100 %.
Samples of 0.1 mg/ml of DAO were treated with bile salts (0.1 %. 2 %. 4 %, 8 %. 10
%) or not (50 mM PB). Data represent mean + SD n=3 different experiments, with
significance showed as *P<0.05. **P = 0.025 and ****P<0.0001 compared with the
control sample (50 mM PB) and no significance with 0.1 % BS.

Lecithin (classified as zwitterionic surfactant) is electrically neutral but has the ability
to interfere in protein-protein interactions and contributes to a certain stability against
denaturating factors. Lecithin afforded more protection to DAO enzyme and increased

its activity more than SDS (Figs. 5.1 and 5.2) but at much lower concentration. Activity

of DAO was also improved when treated with Tween (Fig. 5.1). As a non-ionic
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surfactant, Tween is a mild and non denaturating agent. The size of alkyl chains
(hydrophobic tail) can affect chemical properties and the effect of surfactants.
Increasing hydrophobic tail induces a higher aggregation capacity and a good ability to
stabilize enzymes (Rosen, 2004) as obtained with lecithin. Compared with the other
surfactants used, lecithin has the longest hydrophobic tail, explaining the lower optimal
concentration (0.1% versus 2% for SDS and Tween). This low optimal concentration
shows the efficiency of lecithin as tensioactive agent which is probably due to its low
HLB (Hydrophilic-Lipophilic Balance) value. This may explain a high packing
parameter (which increases with decreasing HLB, Umbreit and Strominger, 1973;
Krugliakov, 2000) and the low CMC (Critical Micellar Concentration) that is the
concentration of surfactants above which monomers self-assemble into micelles
(Rosen, 2004). With smaller quantities of lecithin (low solubility in water and low HLB
= 8), there is a rapid micellization with optimal enzyme micro-encapsulation. The SDS
has the highest HLB value (40, readily soluble in water) due to the ionic groups
explaining the 2 % as optimal concentration to entrap and thus protect the enzyme into
micelles, similar to optimal concentration of Tween (with HLB = 15, a non-ionic and

mild surfactant).

Hydrogen peroxide, a prooxidant, may have a damaging effect on proteins in solutions
via oxidation of amino acids residues (Cheng et al., 2016). This process may have a
major impact in the stability of oxidases that produce H203. It was previously shown
by Pietrangeli et al., 2000 that the activity of DAO is decreased when enzyme is
incubated in hydrogen peroxide and this effect is now evidenced by zymography (Fig.
5.3, lanes 3 and 4). Enzyme loses 25 % of its activity when incubated in 0.03 % H2O..
In contrast, no major loss of DAO enzymatic activity was noticed due to H2O, when
treated with 0.1% Lecithin or 2 % Tween (Fig. 5.3, lanes 5 and 6) and only a loss of

12 % in activity was observed in the presence of 2 % SDS.
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Figure 5.3. Protective effect of surfactants on DAO activity against H>O2. Zymography
(A, B, C) with Coomassie restaining (A’, B’, C’) of 0.2 mg/ml of diamine oxidase
incubated in hydrogen peroxide (0.03 % and 0.06 %) during 1h after treatment with
surfactants (2 % SDS, 0.1 % Lecithin, 2 % Tween) or with 50 mM PB, pH 7.2 (control)
on SDS-Polyacrylamide (10 %) gel. Graphical representation (D, E, F) of DAO
treatment with H02, with or without (100 %) surfactants. Data represent mean + SD
n=3 different experiments, with significance showed as **P = 0.0029 and
*#%4P<0.0001 compared with the control sample (50 mM PB).

It is of interest to note that even Coomassie restaining (Fig. 5.3 A’, B’, C’) showed a
decrease amount of DAO exposed to 0.03 % and 0.06 % of H20; in the absence of
protective surfactants (lanes 3, 4), whereas the intensities of bands of DAO under

surfactants protection (lanes 5, 6) were similar to that of control (lane 1).

The oxidative deamination of histamine catalyzed by DAO and oxidation of glucose
catalyzed by GOx produce hydrogen peroxide which may decrease or inactivate the
enzyme activity (Pietrangeli et al., 2000; Bao et al., 2003). Surfactants protect oxidases
against produced hydrogen peroxide by a kind of micro-entrapment of enzyme in

structures formed with the tensioactive agents. Similar result was obtained with glucose
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oxidase (GOx) when treated with surfactants (Fig. 5.4). Best protection was found with

zwitterionic and non-ionic surfactants. lecithin and Tween followed by SDS.

3.2. Effect of surfactants on GOx activity

As for DAO. in the case of GOxX. an enhancement of catalytic activity was obtained
when GOx was treated with surfactants (Fig. 5.4). The GOx activity was enhanced 1.9
times with lecithin. 1.8 times when treated with 2 % SDS and 1.6 times with Tween
(Fig. 5.4.B). Previous studies reported a similar increase of stability and of GOx
activity induced by SDS (Matos ef al.. 2012). Some differences in activity
improvement by each surfactant on DAO and GOx may be explained by different

percentages of various charged or uncharged amino acids residues. in each enzyme.
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Figure 5.4. Effect of surfactants on glucose oxidase activity evidenced by Zymography
(A) and graphical representation (B) of densitometric intensities (%) of bands of GOx
with or without surfactants. Samples of 0.2 mg/ml of glucose oxidase were treated with
surfactants (2 % SDS. 0.1 % Lecithin. 2 %Tween) or with 50 mM acetate buffer, pH
5.2 (control) on SDS-Polyacrylamide (10%) gel. Data represent mean + SD n=3
different experiments. with significance showed as ***P = 0.0001 and ****P<0.0001
compared with the control sample (50 mM acetate bufter).

It appears that the used surfactants may create a kind of micro-encapsulation,
stabilizing the DAO or GOx enzyme but still allowing diffusion of substrate inside and

product outside the enzyme environment. This modified micro-environment may offer
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a physical stabi}ization of enzyme conformation with the effect of enzyme activation.
In addition to micellar concentration, surfactants may interact directly with various
functional group or non-polar region of the enzymes. Lecithin (zwitterionic surfactant)
may interact with positively, negatively or uncharged amino acids residues in enzymes
whereas neutral Tween may interact with non-polar segments of the enzymes. Both
were found to improve the enzymatié activities of DAO and of GOx (Fig. 5.1 and 5.4)
with Lecithin as the most efficient enzyme activity enhancer. A stabilization was also
observed with bile salts that also enhahce enzyme activity (Fig. 5.2). These interactions
between enzymes and emulsifiers may stabilize enzymes and prevent hydrogen

peroxide-induced protein damages.
3.3. Stability of DAO treated with surfactants in SGF and SIF

DAO was previously formulated together with catalase using the carboxy-methyl
starch excipient for gastric protection and intestinal delivery (Calinescu et al., 2012).
DAQO is not stable in acidic SGF (Simulated Gastric Fluid, pH 1.2) and the same result
was observed in presence of surfactants (no protection of DAO in SGF by surfactants,
Fig. S$5.1). Even if DAO is more stable in simulated intestinal fluids (SIF) when
incubated in SIF for 6 h, a decrease of activity was found, due to digestive enzymes
(pancreatin containing trypsin and chymotrypsin). Differently, when the enzyme was
treated with surfactants prior to incubation in SIF, a protection of enzyme was noticed
(Fig. 5.5) significantly with lecithin and Tween, showing that surfactants may offer a

certain physical protection of enzyme against intestinal proteases.
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Figure 5.5: Protective effect of surfactants on DAO in SIF with pancreatin.
Zymography (A) of 0.2 mg/ml of diamine oxidase incubated in SIF (with pancreatin)
during 6h. 37° C after treatment with surfactants (2 % SDS. 0.1 % Lecithin, 2 % Tween)
or with PB. pH 7.4 (control, 100 %) on SDS-Polyacrylamide (10 %) gel and (B)
graphical representation of densitometric bands of DAO treatment with SIF. with or
without surfactants. Data represent mean + SD n=3 different experiments. with
significance showed as **P = 0.0039 and ****P<0.0001 compared with the control
sample (50 mM PB).

3.4. Effect of antioxidants on Diamine oxidase activity

Treatment of DAO with different antioxidants generated an improvement of the
enzyme activity, depending of the antioxidant scavenging capacity and on its chemical
nature (Fig. 5.6 — 5.8). DAO was treated with increasing concentrations of various
antioxidants and a corresponding enhancement of activity measured by zymography
and by spectrometrical assay based on NHj (instead H>0z) because the antioxidant,
acting on H>O», will interfer with the dosage based on H>0>. An optimal antioxidant
concentration was retained to markedly improve the enzyme activity. These retained
concentrations were: 0.5 mM PLP. 0.074 mM Trolox and 1 mM Sodium ascorbate

(final concentrations).

Treatment with pyridoxal phosphate (PLP) induced an improvement of DAO activity
of 1.5 times (Fig. 5.6 B) with the highest concentration of PLP (1 mM). The same result

was observed when the ammonia by-product was assayed using ammonia kit assay for
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spectrophotometrical determination of the enzyme activity (Fig. 5.6 C). This kit is for
the quantitative, enzymatic determination with L-glutamate dehydrogenase (GDH) of
ammonia in food and in biological samples. Ammonia reacts with a-ketoglutaric acid
(KGA) and reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) under
catalysis of L-glutamate dehydrogenase (GDH) to form L-glutamate and oxidized
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADP™). The reaction rate was followed
by measurement of the decrease in absorbance at 340 nm, due to the oxidation of
NADPH which is proportional to the ammonia concentration. L-Glutamate

dehydrogenase reacts specifically with ammonia released by deamination of putrescine

by DAO).
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Figure 5.6. The effect of PLP on DAO activity showed in Zymography (A) of 0.2
mg/ml DAO samples untreated (DAO in PB with 0 mM PLP) or treated with different
concentration of PLP, on SDS-Polyacrylamide (10%) gel. Densitometric intensities of
DAO bands (gel A) with intensities of bands at different antioxidant concentrations (B)
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and DAO activity in presence of several concentration of PLP using ammonia kit assay
(C). Data represent mean + SD n=3 different experiments, with significance showed as
**P = 0.0092 and ****P<(0.0001 compared with the control sample (0 mM of PLP).

The second antioxidant (Trolox) used induced a similar effect as PLP but at a much
lower concentration (Fig. 5.7). An activation of enzyme activity of 1.4 - 1.5 times was
found just with 0.06 mM of Trolox (15 times lower than the optimal concentration of

PLP) (Fig. 5.6 B).
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Figure 5.7. Effect of Trolox antioxidant on DAO activity as found in Zymography (A)
with 0.2 mg/ml DAO samples treated or not with Trolox at different concentrations, on
SDS-Polyacrylamide (10 %) gel. Graphical presentation of densitometric intensities of
bands (B) and DAO activity (C) in presence of several concentrations of Trolox using
spectrophotometric ammonia kit assay (n=3). Data represent mean = SD n=3 different
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experiments, with significance showed as ****P<(0.0001 compared with the control
sample (0 mM of Trolox).

Sodium ascorbate improved the activity of DAO (Fig. 5.7) but less than pyridoxal
pyridoxal and Trolox. Activity of DAO was slightly improved (1.14 times) with the
optimal concentration of sodium ascorbate (1.9 mM) (Fig. 5.8 C). The same result was
obtained with the spectrophotometrical ammonia kit assay. An explanation of this
lower activation may be the sodium salt form of ascorbate acid used to enhance its
solubility (Sodium is known to interact with the catalytic site of enzyme, Le Tien ez al..

2018).
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Figure 5.8. Effect of sodium ascorbate on DAO activity. in Zymography (A) of DAO
treated or not with different concentrations of Sodium Ascorbate (0.2 mg/ml DAO in
PB) on SDS-Polyacrylamide (10%) gel. Densitometric intensities of zymography
bands (gel A) versus ascorbate concentration (B) and spectrometric determination (C)
of DAO activity in presence of different concentrations of Sodium Ascorbate using
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ammonia kit assay (n=3). Data represent mean £ SD n=3 different experiments, with
significance showed as ****P<0.0001 compared with the control sample (0 mM of
sodium ascorbate).

An optimal concentration for each non-enzymatic antioxidant was retained for the
increase of DAO activity (Fig. 5.9) monitored by zymography. Trolox. at a lower
concentration (0.074 mM) induced a better enhancement (Fig. 5.9) of enzyme activity
(1.6 times) than pyridoxal phosphate (1.3 times) and sodium ascorbate (1.2 times) at 1
mM. These results show that higher antioxidant capacity may induce a greater increase
of enzyme activity and a better protection of oxidase against produced H20:. It is worth
to mention that PLP induces an enhancement of DAO activity (Fig. 5.9) even if its

antioxidant capacity is low (Tab. S5.1).
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Figure 5.9. Effect of various agents with antioxidant properties at their optimal
concentration on DAO activity as showed by Zymography (A) on SDS-Polyacrylamide
(10%) gel of 0.2 mg/ml DAO (in PB) and densitometric intensities (B) of zymography
bands versus the antioxidant treatment. Data represent mean £ SD n=3 different
experiments. with significance showed as **P = 0.0074. ***P = 0.0007 and
*#3%P<(0.0001 compared with the control sample (DAO in PB).

The H202decreased DAO enzyme activity. probably by oxidation of certain amino acid

residues. Moreover. H>O» may also induce the oxidation of Topaquinone (TPQ). the
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principal cofactor of copper-containing amine oxidases, which is involved in catalytic
oxidation of biogenic amines. Treatment with antioxidants could directly and readily
reduce the level of produced hydrogen peroxide and scavenge certain free radicals,
prote'cting thus the enzyme against oxidative damage. The putative involvement of
various antioxidants with different scavenging capacities was investigated in terms of
oxidase activity and protection against H>Oa. In fact, Trolox (the agent with highest
antioxidant capacity, Table S5.1) induced a better enhancement of enzyme activity in
comparison with pyridoxal phosphate and with sodium ascorbate (Figs. 5.6 —5.9). The
PLP induced an increase of DAO acﬁvity, despite its weak antioxidant capacity
(Gliszczynska-Swiglo, 2006). PLP was considered as cofactor for several enzyme
systems (Bender, 2003). In fact, PLP may form Schiff-base with several amino acids
as intermediates in transamination (Bender, 2003). Furthermore, for many years PLP
was also considered a cofactor of amine oxidases (Blaschko et Buffoni, 1965; Buffoni,
1990). The modulation of DAO activity ny PLP, here reported, may be more related to
its structure and capacity to interact with biogenic amines (DAO substrates), rather than
to its antioxidant properties. In fact, in terms of antioxidant properties, it was found
that Trolox and sodium ascorbate have a higher antioxidant capacity than PLP (Table
1S). Thus, PLP may not only protect the DAO enzyme as antioxidant, but also
participate during the oxidative deamination as a helper (as TPQ does for the
enzymatical process). The oxidation of amines by amine oxidases involves the
formation of a Schiff-base followed by proton abstraction and hydrolysis to give a
reduced aminodiphenol form of the TPQ. The reduced TPQ forms a Cu(I)-seniiquinone
intermediate which is reoxidized by the dioxygen (O2) to Cu (II), releasing H20, and
regenerating TPQ (McGuirl et al, 1994; Kumar ef al., 1996). The PLP may react with
biogenic amines in a similar way to the interaction with amines in transamination.
Antioxidants may enhance the activation 'cycle of Topaquinone. Moreover,
antioxidants may decompose the produced hydrogen peroxide acting as positive
modulator of oxidases activity (similar results were obtained with glucose oxidase, Fig.

S5.2).
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Surfactants and vitamins with antioxidant properties may have a role in stabilization

and modulation of oxidases with therapeutic or biotechnological applications.

Among surfactants, lecithin — a natural phospholipid, appeared as the tensioactive agent
with perspectives to be used for orally administered enzymes, contributing to “in situ”

protection against released hydrogen peroxide.

Among other antioxidants, pyridoxal phosphate was found as a good enhancer for the

diamine oxidase activity.

Synergic effect on DAO activity was not found when these 2 agents (antioxidants and
surfactants) were combined (Fig.S5.3). The enzyme activity was inhibited by the
combination with SDS and PLP.

These observations may be of interest for further formulations including lecithin and

pyridoxal phosphate as stabilizers and enhancers of oral therapeutic enzymes.
List of abbreviations:

APS, ammonium persulfate; Asc, sodium ascorbate; B.S, Bile salts; DAQO, diamine
oxidase; GDH, L-Glutamate Dehydrogenase; GOx, glucose oxidase; KGA, a-
ketoglutaric acid; Lec: Lecithin; NEAs: non-enzymatic antioxidants; PB, Potassium
Phosphate Buffer; PLP, pyridoxal-5’-phosphate; SDS, sodium dodecyl sulfate; SDS-
PAGE, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis; TPQ,

topaquinone; Tro, Trolox; Tw, Tween.
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] PB-5GF SDS-SGF  lec- SGF Tw- PB  PB-SGF SDS5-SGF lec-SGF  Tw-SGF

Figure S5.1: Effect of surfactants on DAO in SGF with pepsin. Zymography (A, B)
of 0.2 mg/ml of diamine oxidase incubated in SGF (with pepsin) during 5 min (gel
A) or 1 h(gel B), 37° C after treatment with surfactants (2 % SDS, 0.1 % Lecithin,
2 % Tween) or with 100 mM Potassium PB, pH 7.4 (control, 100 %) on SDS-
Polyacrylamide (10 %) gel.
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Figure S5.2: Effect of various antioxidant at their optimal concentration on GOx
activity as showed by Zymography (A) on SDS-Polyacrylamide (10 %) gel of 1 uM
GOx (control: GOx in 50 mM acetate buffer, pH 5.5) and graphical representation (B)
of densitometric intensities of zymography bands versus the antioxidant treatment.
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Data represent mean + SD n=3 different experiments, with significance showed as **P
= 0.0053 compared with the control sample (GOx in 50 mM acetate buffer).
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Figure S5.3: Effect of antioxidants PLP, Trolox, sodium ascorbate at their optimal
concentrations combined with surfactants on DAO activity as showed by Zymography
(A, C, E) on SDS-Polyacrylamide (10 %) gel of 0.2 mg/mL. DAO and graphical
representation (B, D, F) of densitometric intensities of zymography bands versus the
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treatments. Data represent mean + SD n=3 different experiments, with significance
showed as *P = 0.0138 compared with the control sample (DAO in PB).

Table S5.1: Antioxidant capacity of each antioxidant using Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity (TEAC), measurement with Trolox (used as standard).

The TEAC method consists in measuring of the 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) diammonium salt radical monocation (ABTS ™) reduction with a decoloration
induced by the scavenger to be analyzed (Konan ef al., 2016). The antioxidant capacity is
measured using the ABTS Discoloration Assay. the results were expressed in equlvalents
of Trolox considered as a standard reference scavenger.

A TEAC value was assigned to sodium ascorbate and PLP (to scavenge the ABTS'™)
by comparing their scavenging capacity to that of Trolox. TEAC value found for PLP
was 2.56 U Trolox/mg of PLP and 5.29 U Trolox/pg of sodium ascorbate for sodium
ascorbate. '

## Les références citées dans ce manuscrit sont trouvables a la liste des références
(section Bibliographie, page 92).



CHAPITRE VI

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les oxydases sont des enzymes impliquées dans la régulation de divers processus
physiologiques mais elles sont également ’utilisées pour diverses applications dans les
domaines pharmaceutique, médical, analytique, agroalimentaire(Mano, 2012, Dijkman
etal.,2013), Comme la plupart des enzymes, leur utilisation est limitée par une certaine
instabilité et une perte d’activité catalytique dans le temps, dues au processus de
dénaturation ou encore par la présence d’inhibiteurs (Randolph et Jones, 2002).
Plusieurs techniques de stabilisation sont utilisées a cet effet (Stepankova ef al., 2013).
Certaines de ces techniques dépendent de la nature des enzymes et peuvent également
étre couteuses. La diamine oxydase est une oxydase a cuivre récemment proposée
comme agent thérapeutique pour traiter les pathologies liées a 1’histamine (Mateescu
et al., 2017). De récentes études ont également montré les effets antispasmodiques de,
la DAO en cas de contractions excessives et douloureuses lies & I’histamine. Suite &
une délivrance intestinale de cette enzyme, le peroxyde d’hydrogéne généré comme
~ produit secondaire peut endommager les tissus et aussi réduire l’activité de
I’enzyme(Pietrangeli et al., 2002; Jumarie et al., 2017). La catalase a été proposée pour
une formulation bi-enzymatique administrable par voie orale (Calinescu et al., 2012;
Mateescu et al., 2017) mais la catalase n’est pas trés stable en milieu intestinal d’ou la
nécessité d’utiliser d’autres approches afin de protéger 1’organisme et les enzymes
thérapeutiques. Dans ce- contexte, les surfactanté (SDS, 1écithine, Tween 80) et les
antioxydants non-enzymatiques (PLP, Trolox, Ascorbate de sodium ; en remplacement
de la catalase) ont été proposés afin de stabiliser la DAO thérapeutique; ¢liminer le
peroxyde d’hydrogéne et si possible augrhenter son activité catalytique. Le choix des

surfactants repose sur des études préalables (Mondovi et al., 1997; Moosavi-Movahedi,
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2005; Ahmadifar et al., 2017) révélant que ces agents peuvent générer, en fonction de -
leur nature et des quantités utilisées, soit une dénaturation ou une stabilisation de la
structure tridimensionnelle des protéines. Les antioxydants ont été choisis selon leur

capacité antioxydante mais également en fonction de leurs structure et fonctions.

La glucose oxydase est une oxydase 2 FAD largement utilisée pour des applications
analytiques et agro-alimentaires(Du ef al., 2007; Bankar et al., 2009; Courjean et al.,
2011). Toutes ces applications nécessitent une enzyme trés active et stable. Le
peroxyde d’hydrogeéne généré pér I’oxydation du glucose par la glucose oxydase
inactive également I’enzyme (Bao et al., 2003). Pour cela un autre objectif de ce projet -
était de vérifier si les approches proposées pour la stabilisation de la DAO fonctionnent

également avec la glucose oxydase.

La methode d’évaluation de la stabilisation des deux oxydases et de la modulation de
leur activité catalytique a été la zymographie (Calinescu et al., 2012; Ahmadifar ef al.,

2017; Le Tien et al., 2018.)

L’activité des enzymes a été augmentée (plus de 1,6 fois) en présence des surfactants
(Fig. 5.2, Tableau 5.1). La stabilisation et la modulation des activités catalytiques
dépendent de la nature et de la quantité de surfactant. La lécithine, produit naturel, a la
partie hydrophobe la plus importante de tous les 3 surfactants utilisés avec une HLB
faible. Pour cela, seulement 0,1 % Iécithine était necessaire pour stabiliser les enzymes
comparativement a 2% pour le SDS (anionique) et le tween (neutre) qui ont une HLB
plus élevée. Au-dela de 0,1 %, les structures formées par la lécithine sont treés

compactes réduisant la diffusion des substrats.

Le Tween et la lécithine ont plus d’effets stabilisants sur la DAO en comparaison avec
le SDS. Le SDS, étant anionique, est plus agressif que les deux autres surfactants et a

tendance a dénaturer rapidement les protéines mais avec 2%, il y a une augmentation
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de I’activité catalytique des enzymes (Fig.5.1 ; 5.4), possiblement suite & une meilleure
exposition de son site actif et facilitant ainsi I’accés du substrat. Il n’est pas exclut une
interaction des surfactants avec des résidus hydrophobes des acides aminés entourant
le site actif et ainsi mieux exposant le site actif de I’enzyme. Ces résultats confirment
en effet les travaux publiés par Tchoumi ef al., 2018 montrant 'que des biomolécules

peuvent stabiliser et augmenter I’activité de la DAO.

La glucose oxydase est mieux stabilisée par la 1écithine et le SDS (Fig. 5.4) confirmant
ainsi que la nature de 1’enzyme (pourcentage et localisation des acides aminés chargés.

ou neutres) peut influencer sa stabilisation par les surfactants.

Les surfactants en milieu aqueux peuvent interagir avec les enzymes offrant ainsi une
protection physique a ’enzyme et aussi modifiant le microenvironnement. Ces effets
protectifs des surfactants sur la DAO ont été observés également avec la BSA qui est
un surfactant polymérique naturel et d’autres biomolécules contenues dans les sels
biliaires (Tchoumi et al., 2018). L’activité catalytique des enzymes se trouve donc

augmentée en présence des surfactants.

En milieu gastrique, la DAO est inactivée par I’action protéolytique de la pepsine et du
pH (acidité gastrique). Les surfactants n’ont pas d’effet protecteur sﬁr laDAO en milieu
gastrique (Fig.S5.1). Cependant, certains excipients développés pour la libération
intestinale offrent une résistance gastrique a I’enzyme thérapeutique (Calinescu ef al.,
2012).

En milieu intestinal en présence de la pancréatine, les surfactants, surtout le tween et

la lécithine, offrent une protection a I’enzyme (Fig. 5.5).
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Le peroxyde d’hydrogeéne est un pro-oxydant qui provoque I’oxydation des résidus
acides aminés des protéines ou des enzymes pouvant ainsi les inactiver (Pietrangeli et
al., 2000 ; Bao et al., 2003).

Les activités catalytiques de la DAO et de la GOx sont augmentées en présence de
trolox et d’ascorbate de sodium, deux antioxydants avec des capacités antioxydantes
élevées (Table S5.1, Fig. 5.8 et S5.2). Le trolox peut empécher 1’action du peroxyde
d’hydrogéne produit par la désamination de I’histamine et donc protége la diamine
oxydase de I’oxydation. L’ascorbate de sodium a moins d’effet modulateur sur la DAO
mais stimule plus Pactivité de la GOx (Fig. 5.9 et S5.2). L’effet modulateur et
stabilisateur des antioxydants dépend de leur structure et de leur capacité antioxydante.

Les antioxydants peuvent également protéger I’enzyme face a d’autres radicaux libres.

Le phosphate de pyridoxal (PLP) a des fonctions de coenzyme pour des décarboxylasés
et transaminases (Bender, 2003). Il forme des intermédiaires (base de Schiff) avec des
acides aminés et des amines modifiant ainsi les vitesses des réactions enzymatiques.
Le phosphate de pyridoxal a été longtemps considéré comme cofacteur de 1’amine
oxydase sérique (Blaschko & Buffoni, 1965; Buffoni, 1990). Ensuite, la topaquinone a
été reconnue comme coenzyme des amines oxydases a cuivre. Cependant, nos résultats
montrent qu’en présence de PLP, I’activité de la diamine oxydase est augmentée (Fig.
5.6 et 5.9). En plus, le PLP est pris comme supplément alimentaire (vitamine B6) par
des sujets afin de rehausser I’activité de la DAO (Martner-Hewess et al., 1986; Maintz
'et Novak, 2007). Le PLP peut donc interagir avec des résidus lysine de la DAO
augmentant ainsi la vitesse catalytique. Le PLP a également une activité antioxydante
¢liminant le peroxyde d’hydrogéne ce qui protége 1’enzyme face a 1’oxydation et

’agrégation.
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Les enzymes sont donc protégées par les surfactants mais le peroxyde d’hydrogéne
produit n’est pas éliminé. Les antioxydants non-enzymatiques protégent les enzymes

par le piegeage direct du peroxyde d’hydrogéne.

La combinaison de ces deux types d’agents, surfactants et antioxydants, n’a pas d’effet
synergique sur I’activité oxydasique. Des combinaisons (SDS-PLP) ont plutdt un effet
inhibiteur sur I’activité de la DAO (Fig. S5.3). Cependant, les combinaisons entre la
lécithine et le PLP puis le Tween et le Trolox semblent augmenter [’activité
enzymatique de la DAO (Fig. S5.3) mé&me si cette augmentation n’est pas significative

pour la lécithine et le PLP.

En conclusion, ce projet de recherche avait pour but d’élaborer des systémes afin de
protéger la DAO, enzyme thérapeutique, et I’organisme contre le peroxyde
d’hydrogene. L.’autre objectif était de stabiliser et d’augmenter son activité avec des
surfactants et des agents antioxydants et, si possible, d’étendre ces applications a la
glucose oxydase. Compte tenu de leur structure et quantité, les surfactants ont un effet
stabilisant sur les deux enzymes et augmentent leur activité catalytique. Les
antioxydants protégent également ’activité de ces deux enzymes par élimination
directe du peroxyde d’hydrogéne empéchant ainsi I’oxydation des enzymes. Egalement,
par la réduction des ponts disulfures, d’éventuelles agrégations des enzymes sont
prévenues. Ces procédures utilisées pour la stabilisation sont moins coliteuses
comparativement a d’autres procédés et cette approche peut étre étendue a d’autres
enzymes de fype oxydase dont la réaction produit le peroxyde d’hydrogeéne. Ces
travaux et les résultats obtenus montrent I’importance des surfactants et des vitamines
aux propriétés antioxydantes comme effecteurs dans la stabilisation et la modulation
des activités d’enzymes thérapeutiques ou d’autres enzymes aux applications

biotechnologiques.
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La lécithine (produit naturel) et le phosphate de pyridoxal (vitamine B6) pourraient étre
utilisés dans le futur comme ajouts a la formulation de 1’enzyme thérapeutique
administrable par voie orale. De point de vue réglementaire, cet aspect est faisable, la
lécithine et la vitamine B6 faisant partie des produits GRAS (Generally Recognized As
Safe).
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Introduction are mostly mmml in central nervous system and in
Eiiatidia fs  biologically sctive sookindec e biogene the enterie nervous system end 14 is expressed in bone

ic amine generated by the alpha-decarboxylation of the
amine scid histidine by histidine decarbosylase. This bio-
genic amine i widely distributed and is involved in vari-
ous important biological processes (regulation of gastric
acidity, sctivity of smouth muscles as well an inflammato-
ry and immunclogical reactions) through the activation
of one or more of the four specific histamine receptors
H, H2, H3, H4 on target cells [1,2]. In general, H1 and
H2 receptors are present in the vascular amooth muscle
cells (S8MCs) and endothelial cells, H3 and H4 receptors
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maerow, liver, lung, splece, small intestine snd colon,
Histamine: friend & foe and its signalling issues

Histamine can act as vasodilutor and as vasoconsiric:
tor of smooth muscle such ¢ wterdne and gat smooth
musele (351 As o vasoactive blogenic amine, histamine
i able touct oy HE-HA receptors sctivating the € profein
and trigger signals modalating vasomotricity. Histamine
may strongly incrense vosculas permesbifity snd regulate
the blood pressure. Histamine muay slso Induge tachycar-
dhin wod werhythming depending on thesctivated receptor
and Jocation of target cells (8], Furthermor, histaming
also mediates nesrotranymission in the centead nervous
spstern, [7), immunomodidation [8], hematopoiesis 5],

well profiferation [10} snglogencsis in tumour models
i, adenocarcinome of stomach or large bowel {11-13],
1t alio promotes mucosal amd gastric seid seorstion. As
constrictor of smooth muscle, histamine activates F11 re
ceptors located on SMCx (smooth mascle calls) Induciug
peristalsis [2.14]

Origin of histamine

Eadogenous erigin: Histamine i produced by the or-
ganisn itselfand is prosent bn mony Hssues, Histamine is
maostly generated in gasteic enterochromalfin-dike (ROL)
celly, histuminergie neurons, basophiles and mast eslis
[15,16] which store 1t i intracellulr vesicles (Figuoe 1),

* Histamine is relensed as result of allergens and other ex-
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openous fctors, For inshance slergens, of o fiest aller-
e event, will trigger speeific antibodies (Jgl) that will
sapidly act on basephiles and on mast cells. At a subse
quent allergic event, the alleren will be recognised by
theTgh antibodies retained by the basophil and mast cells
Indhueing degranulation of histamne vestles with hisi-
orine refesse, which will induce deastic allegic phenomens
(Figuee 1), Pestdes allergens, mast colls degranudation
oy also be medisted by non-insmono sl such os
nenropeptides [17], byperosmolarity {18], lipoproteing
sund platelt sctivating factor [19], sdenosine [200. In adidi-
tion 1o these mechanisins, varous medications and many
apgents such as opistes [21,23]; muscle relaxants 23] plas-
soa expanders and radiocontrast materials [24] o5 welk
s physival fackors (Lo, extreme temperature, vibrations}
[25,35] can be responsible of istamine release. All these
mentioned allergens, chemical and physical factors are
responsible of deleterfous histamine able to induce allee-
e phenomena including anaphiylastic shock and possie
bly death.

Most recent knowledge on histamine funciions was
avquired in the last decade. Histamine s normally catub-
ofized by copper diamine axidase (DAO} und FAD (Fls-
vin-Adenine-Dinucleotide) monoamine axidase (MAQ)
and also by histamine N-methyhransforase (HNMT), These
enzymies are Tocalized ut colluler level, but histamine ix
wiable toensily enter the intracellokae space except when
the transport is mediated by organie cationde temsport
ers {001 as deseribed by [27] Ouasavenra, et o, The OCT
facilitate in and out processes from extracellular space
into the cells and from cells 1o plasina or other exters
sl fluids Figare 1), Por nstance the access of biogenic
amines {as cationle agents) from plasms inte the wdls
can be mediated by OCT, *thus histamine may be con-
verted in products that will be eliminated {Fipuse § and
Pigure 2). Histamioe not metabolised can be eliminated
wig OCT into the intestinal lumen, Cannot be excluded
the secess of exogenous histamine via OCTs disposed
on Enterocyte’s fight junctions. In this case, an excess
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of histamine histamine muy be a ﬂsk for pméanliergie
phenomena,

Bxogenous orighn: Histamine may often be present in
certaln foods, particulardy fish, cheese, dairy products, some
{ruits and fermented food items (some wines, beers, sauer-
ket [6,28,29), Hiis almost impossible to remove histaming
present in food through freesing or cooking 15 This in-
gested exogenous histamine can generate & condition called
food histaminosis and the spmptoms are similar to those
induced by allergonic factors; this is why food-histaminosis
Is considered ns a pseado-allergy with duration of 3.4 days
awd for which there is no cursent breatment. ’
Amine oxidases and physiological catubolisin of
histamine

The dianmine oxidue (DAO, also known as Histami-
nse), is a copper-cnzyme (BC 1.4.3.22) prosent in different
tissues (kidney, placenta) and Tn intestinal mucosa where is
abundant {36]. It regulates cells proliforation vis degrada-
tion {oxidative deamination) of pelyamines (koown to be
involved i control of protein synthesis, growth, differenti-
ation agnd cells proliferating mechanism [31,32]. DAO also
inactivabes the emkagmuuaml Wmm xcess of dictary
histamine provesting “pse reactions such as
food histaminosis (Figure ?f}

Histamine can be metabolised principally by two pro-
cesses, vis oxidative deamination by DAQ copper-enzyme
or by monoamine oxidase (MAO, a FAD-enzyme) and
via histamine N-methyl transferase {BENMT) by hista-
mine methylation [6,33,34], These mechanisms depend
on the localisation of histamine and peacrate different
eod prociucts, Stored i seeretory granules steuctures ag-
sociated to plasma membrane of cells, DAO proteln is
released in cireulation via beparis and by immunitary
stionukation inducing degrenulation, DAO activity 1s ¢l
cvated in intestinal mucoss and villosities, kidney snd
placenta [6,35], HNMT is a cytosolic enzyme which in-
activates intracelbular histamine [13].

Intoxication with histamine: 1t is o food histamin:
osis caused by ingestion of a bigh content of histamine
[15,36]. Common symptoms of histaminosis include head-
ache, arrhythmia, tachycardia, anxiety, abd
inal crarmps, diardsen and nasal congestion, Other condi-
tions such as reduction of diamine oxidase activity or
the presence of factors inducing degranalation of mast
cells can also increase histamine toxicity. For instance,
it the ¢ase of scombroid fish poisoning, in addition to
thie high level of histamine, the decomposition process
of fish msay also release other biogenic amines {cadav-
erine, putrescine} which can further potentiate toxicity
“through inhibition of intestinal diamine oxidase [15,37].
Ine addition to histamine-sich foods, many other foods
may increase histamine release via allergenic factors by

mast cells degranulation (Figure 1) andlor inhibition of
DAO activity. A fragility of duodenal mast cells with ele-
vated degranulation snd histamine relense was shown in
subjects with pseudo allergic history [6].

Role of histamine in enteric dysfunctions

In gastrointestinal tract, histamine is involved in var-
ious physiological processes such as inflammatory re-
sponses, regulation of intestine] motifity and gastric acid

secretion [36,39]. Tt s also implicated in gastrointestingl

aitments such us gasteic wleers, Inflarmmatory Bowel Dis<
cases, uleerative colitls and food allergles [2].

Histarnise asd gastric acidity < Due to stimulation by me-
distors {inchuding bistamine and gastrin), parictal cells of
stomuch secrete gastric acid (hydrochloric acid, pH 1.2-3.8),
with the role to solubilize ingested foeds and to induce the
velense of pepsin [40,41]. Histamine released from ECL cells,
stimulates gasteic acid secretion throvugh activation of hista«
winke receptors H2 e parietel colls [4243]. Histamine may
contritste to the formation of duodenal uleers by increasing
pastric ackd release [4445]. Receplors H2-antagonlsts are
able to inhibit gastric scidity and are used in treatment of
peptic uloers [46.48],

el " ae Tiats wu‘wmmm (}B
the endothelium, the hist ctivation of Hl=seaeptors
stimidates PLC {‘%oup!mﬁipm £}, the key enzyme re
spanisible for the hydrolysis of phosphatidglinositol 4,5-bi-
sphosphate (PIPZ) to 1,2-diacylglycerol (IDAG) and inesitol
145-trisphosphate (1P3) intracellulae messengers. The DAG
stimulates protein kinase C (PKC) implicated in vasocon-
striction, and [P3 triggers the release of calcium (Ca®) Sons
from reticulum endoplssmic to cytosol [49] forming caled-
il cadmodulin complexes and sctivating endothelial nitric
oxide syathase (ENOS) [50]. The nitric oxide (NO) binds to
the sGC (soditm Guanylyl eyclase) increasing tie level of
cUMP and vasorelaxation, The NO s also oxidized to per-
oxynitrite anions (ONOCY), which stimulates nuclear fic-
tor kappa B (NEKB) to (pro) inflammatory mediators and
enhunces cyclooxypenase-2 {COX-2} pmmdendm and
thromboxane A2 (TX2).

Histamine intolerance: Histamine released Bom gran-
ulocytes and transported in blood stream is usually rap-
idly inactivated, This mechanism is effective in healthy
body but can be disrupted by: 1) & strong release of his-
tamine (histamine intoxication) and ii) a low activity of
the DAC due to some food contents (biogenic amines) as
well as enteric dysfunctioas (e, intestinal inflammatory
conditions and damaged enterocytes, known as related
toalow fevel of DAO). Low DAQ activity can also be due
to genetic predisposition [15].

Prugs-induged histaminosis: Some drags bave the ¢
pacity fo inhibit the DA activity or livour the redease of
histamine and enhance histanaine intolerance [6,5153).

Meteescu st 8, J Gestrosntarot Res 2017, 1(13:34-41
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’ vel Hucases am cuecent treals
mentt IBD) is o group of disorders (Croha's discase, Ub
cerative colitie) charscterised by severe inflammation
and potential aleeration of sections of the gastrointest-
al tract. In Crohn’s disease the inflammation common-
Iy affocts the small intesting and/or colon but may attain
any uren of gastrointesting] teact foom mouth to anus, In
wleerative colitis the inflasmation i mostly Hmited to
the coloa. Both can increase the risk of colorectal cane
cer, Degranudation and numbee of must cells is strongly
increased in mucoss of the ilewm and of the colon of pa-
tients with JBD [34.55].

Histamine seleased from mast cells and that dliminated
from: plosma vin OCT [27,56] as well a5 that from food
intake may enhance the foflammation Jevel and marked-
ly contribute to severity of IBD [58]. Anthinflammatory
dheaggs as Santivosalicylic acid (5-ASA, mesalarine), cot-
ticosteroids, NSAIS {(non-steroidal unt-inflaoumntory
drugs), immane-suppressor drags {nflixinad, eyco-
sporing avathiopring) and antibiotics are cuzrently used
for 1B trestment [57]. Furthermore, certain drugs bave
side’s effects such as loss of sense of smell, drowsiness,
sausen, vomitiog dizzdness and urinury disorders, Some
vegietal supplements as curcumin [58,58]; Cissampelos
glaberrima 160] and recently conmabix [61,62] were found
to produce significant cinical benefits to putients with
TBD, without side cffects. These treatments reduce symp-
toms, oy provide remission for various durations, Tt
till not afford complete rocovery (civsaglaberdimine and
trilobinine-two allkaloids) wre plant antihistaminic,

1t i worth fo note that in pastrointestingl discases In-
cluding Crol's disense and ulerative colitis, the lew
< und activity of Dinmine osidase is reduced, Teading
to 4 fower degradution and secumulation of histaming
{pro-inflammatory factor) [63-65].

Novel Approach of Histaminase: Catalose in
Teeatiment of IRD :

‘The presmises of the novelapproach ares 1) In IBD, the
fevel and activity of Diamine oxidase is reduced, leading

' mamwzxdmg&f i

pro<inflammutory agent [63,65] b} Crrrent teeatsments
target histaminie receptons to reduce allergic effeets bt
cangot reduce the level of bistamdboe ln the infestingl Ja-
men; €) An oral Pig-Kidoey DAQ supploment Is com-
mercially available us Histame' or DAOSIN' capeules
recommniended for food histaminosis and histamine-re-
Inted intestinal dysfunctions {58}

Recently, 0 aovel approach [57,68] was proposad 1o
treat histamine-relied dysfunctions with a vegetsl DAG
extract from White Peo. (Lathprus sativas). Another re-
cent study on vegetal DAC alone o in combination with
catulase, showed that H,0, produced by DA and his-
tinine ut concerdeations higher than 1 mM s 1ok to
thie Cuoer-2 cells aoed that in the presence of catadase, the
DACkinduced incrcase of histamine toxicity was abol-
ished [69], Theseresults support the hypothesis that edd-
ing culnfuse to formulation of DA will protest againat
1,0, produced by DAO (H0, may achas pro-oxidant),
Cataiaw 15 & homostetemesic ennvime (B L1116) able
to rupidly decompose H,0, [#].

The novel approach of oral sdministration of cune
bined DACuud cotaluse (Figure 3) uppears of interest for
the treatment of foed histaminosis and of bistamine-re-
Tated enterie dysfisnctions and also to aeticnte the treat-
raent of THD: Crohn's disease (pasticulady Heocolitis,
jejunolieitis} and ulecrative colitls [5771). Conoerning
the ammenia by-product of DAO generated during the
axidative desamingtion it is knewn that it may pley vard
ous deleterious effects as Newrotosie [ 78] und ax an agent
cansing colon maconnd cell damage [73] Further stud-
ies nre needed to evaluste the smounts of NE, released
following the administration of I3AO pills related to the
amount generated by intestinul bacteria and that elimd-
pated {intestinal absorption and by feces), This approach
based on a vegetal DAO associated 1o Catalise is ow in
development and the bivactive enzymes will be frmu-
Tated for oral adudnistration as monolithic tablets cons
ceived For lower intestine and colon delivery [65,62,724].

Histamine + 20y <+ 2ZH0O

Histaminase (DAO)

Supplementary O3 T

Oral Formulations | acetaldehyde
 Catalase

| Imidazole + HyOs + NH;

Figure 3: Repregsentation of histamine eoxidative biselimination by orally administered DAD and colalase. Catalase dacomposes
the H.0, by-produet of DAO and snhances the ‘amount of available oxygen favouring the histamine decomposition by
contribufing to o possibie shift of DAD resstion equilibriven, The bwo therapeulic enzymes are formulated with CM-slarch
extipients able to afford gastro-protection and intestinal defivery of active enzymes (T1L
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ANNEXE B : POSTER N°65 AU SYMPOSIUM DU RESEAU UQ SUR LA
RECHERCHE BIOMEDICALE ET BIOPHARMACEUTIQUE (10-11 MAI 2018),
MONT-GABRIEL (QUEBEC), CANADA

Stabilisation et modulation des activités catalytiques des enzymes oxydasiques,
évaluation par I’approche zymographique.

Mireille Koudoufio, Canh T. Le, Lucia Marcocci, Paola Pietrangeli, Mircea Alexandru
Mateescu '

Les oxydases jouent plusieurs roles importants dans 1'organisme et sont utilisées pour
des applications biotechnologiques, analytiques, alimentaires. Plusieurs processus de
stabilisation sont utilisés car ces enzymes ne sont généralement pas stables, tendent a
se dénaturer et perdent leurs activités. La diamine oxydase (DAO, encore appelée
histaminase) catalysant la désamination oxydative de I'histamine a été proposée comme
agent thérapeutique alternatif pour des histaminoses alimentaires et comme supplément
alimentaire pour prévenir les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin. Des
excipients pharmaceutiques ont été proposés visant une délivrance intestinale de la
DAO. Le peroxyde d’hydrogéne généré comme produit secondaire & la désamination
de I’histamine pourrait endommager des cellules ou tissus mais aussi réduire 1’activité
de I’enzyme. D’ol la nécessité d’élaborer des systémes pour protéger I’enzyme
thérapeutique et ’organisme. L'objectif principal dans cette étude a été de stabiliser la
DAO en utilisant différents agents émulsifiants (protection par isolement) et
antioxydants (protection par réduction du peroxyde d’hydrogéne). L’activité de la
DAO est principalement déterminée par la méthode zymographique. Les résultats
montrent que ’enzyme est non seulement plus stable mais aussi que son activité a été
améliorée avec une augmentation significative de plus de 170 %, particuliérement avec
la lécithine et la vitamine E. Des résultats similaires ont été obtenus pour la glucose
oxydase. Pour des formulations futures, la lécithine et la vitamine B6 seront proposées
comme ajouts dans les formulations de DAO, en étant non toxiques, d’origine naturelle
et considérées comme GRAS (Generally Recognized as Safe).
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ANNEXE C : POSTER N°85 AU SYMPOSIUM DU RESEAU UQ SUR LA
RECHERCHE BIOMEDICALE ET BIOPHARMACEUTIQUE (10-11 MAI 2018),
MONT-GABRIEL (QUEBEC), CANADA

Controle de la motilité intestinale par I’histaminase végétale et modulation de
son activité par le phosphate de pyridoxal.
Rodolphe Soret, Armelle Nérée Tchoumi, Mireille Koudoufio, Lucia Marcocci,
Paola Pietrangeli, Nicolas Pilon, Mircea Alexandru Mateescu

L’histamine, une amine biogeéne issue de la décarboxylation de I’histidine. En réponse
a une stimulation par des allergénes, I’histamine est libérée et ainsi régule divers
processus biologiques et physiologiques tels que les réponses immunitaire et
inflammatoire. L’ histamine peut aussi contrdler 1’acidité gastrique et des contractions
musculaires du tractus gastro-intestinal. Une fois produite, I’histamine est dégradée par
des systémes enzymatiques incluant la diamine oxydase (DAO, histaminase). Les
contractions intestinales excessives peuvent étre liées aux dysfonctions liées a
I’histamine. .

Objectifs : Le principal but de cette étude était d’investiguer 1’effet de la DAO
d’origine végétale sur la motilité intestinale exacerbée par 1’histamine. Un autre
objectif était d’évaluer I’effet bénéfique de la vitamine B6 sur I’activité de la DAO.
Hypotheése : La désamination oxydative de I’histamine par la DAO pourrait réduire la
quantité d’histamine chez les patients souffrants de 1’intolérance a I’histamine et donc
diminuer les contractions intestinales douloureuses a I’instar des antihistaminiques
couramment utilisés.

Méthode : Le tissu obtenu suite 4 la dissection de la partie distale colique de souris
femelle FvB (4-5 semaines), a ét€ placé dans la chambre de motricité et traité avec
différentes concentrations d’histamine pour stimuler la motilité. Ensuite, différentes
concentrations de DAO ont été ajoutées pour évaluer 1’effet antispasmodique en
absence ou en présence de pyridoxal phosphate (vitamine B6).

Résultats : La DAO limite la motilité intestinale exacerbée par 1’histamine et le
pyridoxal phosphate augmente cette action bénéfique de la DAO.

Conclusions :La DAO apparait donc comme une enzyme thérapeutique prometteuse
comme antispasmodique en cas de dysfonctions entériques liées 4 I’histamine.
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