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1% Chapitre : Les protéines ; synthése, composition et structure

Les protéines, macromolécules complexes qualifiables de biopolymeéres, sont les plus
abondantes des molécules organiques des cellules et constituent souvent plus de 50% du poids
sec des étres vivants. Elles jouent un réle fondamental dans la structure et les fonctions
cellulaires et c’est par elles que I’information génétique s’exprime (Tableau 1). Elles sont
intimement liées a tous les phénomenes physiologiques d’ou leur nom substances venant en

premier (en grec protos signifie premier).

Elles sont constituées par une ou plusieurs chaines polypeptidiques qui sont des co
polymeéres d’environ une vingtaine d’acides aminés appartenant a la série L. Ces acides

aminés sont liés entre eux par des liaisons amides : les liaisons peptidiques.

Tableau 1 : exemples de fonctions assurées par les protéines

Fonctions Exemple de protéine

Le collagéne est une protéine fibreuse de la peau qui lui procure sa
solidité et sa résistance.

L'actine est une protéine qui permet aux cellules musculaires de se
contracter et de faire bouger les muscles.

L'amylase est une protéine présente dans la salive qui permet de
Catalyse digérer I'amidon, entre autres. Les protéines de cette catégorie portent
le nom d'enzymes.

La caséine est une protéine du lait qui constitue une réserve d'acides

Structure

Mouvement

Réserve NP ! . ) e

aminés nécessaires au développement des jeunes mammiféres.

L'hémoglobine est une protéine qui transporte le dioxygéne dans le
Transport g P a P Y

sang.
Communication et L'insuline est une hormone protéine qui régule le taux de glucose dans
régulation le sang et permet son entrée dans les cellules aprés un repas.
Reconnaissance et Les anticorps sont des protéines qui reconnaissent les corps étrangers
signalisation et déclenchent les réactions de défense immunitaire de I'organisme.

Il n'existe que 20 acides aminés qui peuvent entrer dans la composition des protéines.
C'est donc la séquence de ces acides aminés de chaque protéine qui détermine sa structure et
sa fonction.

Pour former une protéine, les acides aminés se lient entre eux par une liaison covalente
qui résulte de I'association du groupement amine (NH;) d'un résidu avec le groupement acide
carboxyligue (COOH) du résidu suivant. C'est une réaction de condensation qui libére d'une

part le dipeptide forme par I'association des acides aminés et d'autre part une molécule d'eau.



I. Synthése des protéines

La synthése des protéines est le processus de fabrication des protéines a partir de
I'information portée par les génes. En d'autres termes, il s'agit de I'acte par lequel une cellule
assemble des acides amines ensemble afin de former des protéines, selon l'information

contenue dans I'ADN.

Au niveau du ribosome, situé a la surface du réticulum endoplasmique, la cellule
synthétise les protéines a l'extérieur du noyau, donc dans le cytoplasme. Cependant, comme
les chromosomes ne peuvent sortir du noyau, la cellule doit trouver le moyen d'exporter
I'information contenue dans les genes dans le cytoplasme. Pour ce faire, la cellule doit
transcrire I'information de I'ADN dans une autre molécule qui va jouer le rdle de messager : il
s'agit de l'acide ribonucléique messager (ARNmM). Lorsque cette molécule est dans le
cytoplasme, les ribosomes vont traduire I'information qu'elle contient pour ensuite former les

protéines.

Ainsi, la synthése des protéines résulte de I’expression de I’information génétique. La
séquence en nucléotides d’un géne, portée par une molécule d’acide deésoxyribonucléique
(ADN), code la séquence en acides aminés d’une protéine donnée. Elle se déroule au sein de la

cellule en deux étapes : la transcription et la traduction.

e Transcription

La transcription d’un gene est la copie de sa séquence en nucléotides, située sur un des deux

brins de la molécule d’ADN, en Acide RiboNucléique messager (ARNm), molécule dont la

séquence porte alors la méme information génétique que le gene transcrit. Elle se déroule dans

le noyau de la cellule (figure 1).
e L’ARN messager

L’ARNm est la molécule intermédiaire entre 1’information génétique, localisée dans le noyau
chez les eucaryotes, et les protéines synthétisées dans le cytoplasme de la cellule. L’ARNm est
un acide nucléique comme 1’ADN, mais il présente plusieurs différences : il est formé d’une
seule chaine de nucléotides dont le sucre est le ribose (on parle alors de ribonucléotide) ; et la

base azotée uracile (U) remplace la thymine (T).
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Figure 1 : Schéma de I’étape de transcription
o Mécanisme de la transcription

La transcription repose sur la complémentarité des bases. L’enzyme ARN polymérase, en se
déplagant a I’intérieur de la double hélice d’ADN, catalyse 1’assemblage de ribonucléotides,
formant I’ARN messager, selon la séquence complémentaire du géne transcrit. Exemple : la
séquence ATGCAT d’un brin d’ADN sera transcrite, sous forme d’ARNm, en séquence

UACGUA.

e Traduction

La traduction est le “décodage” de l’information génétique portée par I’ARNm en une
protéine. Ce mécanisme repose sur le code génétique. Elle a lieu dans le cytoplasme. Dans
cette étape interviennent les ARN messagers en provenance du noyau, les ribosomes, et les

acides aminés puisés par la cellule dans son environnement (figure 2).
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Figure 2 : Le noyau cellulaire
o Le code génétique

Ce code établit la correspondance entre trois nucléotides successifs appelés triplet ou codon de
I’ARN messager et un des vingt acides aminés entrant dans la composition des protéines. Le
code génétique est universel : il est le méme chez tous les étres vivants. Un codon correspond

a un seul acide aminé.

« Mécanisme de la traduction

La traduction débute toujours par le codon d’initiation AUG qui correspond a 1’acide aminé
méthionine. Les ribosomes, complexes moléculaires du cytoplasme, “avancent” le long de la
molécule d’ARNm et “enchainent” les acides aminés selon I’ordre dans lequel se succédent les
codons correspondants : c’est 1’élongation, la protéine se fabrique. Lorsque le ribosome
rencontre I’un des codons STOP, la traduction s’arréte : c’est la terminaison. La protéine est
synthétisée (figure 3, A et B). La séquence compléte, une fois terminée, la protéine passe dans

le réticulum endoplasmique ou elle prend sa forme définitive (figure 4).
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Figure 3 : Schéma du mécanisme de la traduction
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Figure 4 : Schéma de 1’étape de la finition de la synthése des protéine

I1. Composition des protéines

11.1.Unité de base des protéines :Les acides aminés

Les protéines appartiennent a une classe de composants organiques du vivant, celle des
Protides, composés organiques contenant C H O N (50, 7, 23, 16 %) et souvent S (0 a 3 %).

Les acides aminés sont les unités de base des protéines, s’agit de monomeres ; protides
non hydrolysables (issus des protides hydrolysables dans des conditions bien définies ; HCI
6N, 24 h ou plus, 110°C).

Bien que dans la nature, il existe plus de 100 acides aminés, seulement une vingtaine
sont essentiels. Dans les cellules, les acides aminés peuvent étre a I'état libre ou sous forme de
peptides ou de protéines. Les acides aminés ont tous la méme structure de base : une fonction
amine (-NH2) et fonction acide carboxylique (-COOH). Le radical (R) est une chaine de
carbone qui varie d'un acide aminé a l'autre (figure 5), (Tableau 2). Les acides aminés sont
classés selon les propriétés de cette chaine latérale en quatre groupes : acide, basique,

hydrophile (polaire) et hydrophobe (apolaire).
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Figure 5 : principaux acides aminés

Les groupements —CHs3,—CH, =CH-ont un caractere hydrophobe. Les acides aminés
neutres accroissent 1’hydrophobicité et ceci d’autant plus que la chaine et plus longue ;
dans I’ordre décroissant, on a : Trp, Phe, lle, Leu, Pro, Val, Met, Ala. L’hydrophobicité
moyenne d’une protéine est exprimée en kjoules par résidu. Les cycles et les chaines
aliphatiques sont bien entendu plus hydrophobes que les chaines chargées ioniquement.
Ces différences joueront un role dans les structures supérieures des protéines. Plus un
résidu est hydrophobique, plus il a tendance a se "cacher" du milieu aqueux
environnant, et favorise des interactions hydrophobiques au cceur des protéines

globulaires (ce qui aide a en stabiliser la structure).
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Tableau 2 : Codes des acides aminés et leurs poids moléculaires

Acide aminé ||Code a 3 lettres||Code a 1 lettre|Poids (en g/mol)
lalanine 1Al A 89,1 |
larginine IArg IR [174,2 |
lasparagine  ||Asn IN [132,1 |
laspartate | Asp D 1133,1 |
cystéine ICys Ic [121,2 |
glutamate  ||Glu IE 1471 |
glutamine  ||GIn Q [246,2 |
glycine |Gy G 75,1 |
histidine  ||His H [155,2 |
lisoleucine il I 1131,2 |
lleucine ILeu IL [131,2 |
lysine ILys IK [146,2 |
méthionine  |[Met M [149,2 |
phénylalanine||Phe IF [265,2 |
lproline IPro P [115,1 |
Isérine Iser IS l205,1 |
thréonine  |[Thr I [119,1 |
itryptophane | Trp w 1204,2 |
ityrosine [Tyr Y 181,2 |
valine IVal v [117,1 |

Les groupements polaires, non dissociés, tels que —OH ( Ser,Thr, Tyr), =SH (Cys) et

—CO—NHj; (Asn, GIn) peuvent former des liaisons hydrogéne, notamment avec 1’eau,
d’ou leur caractere hydrophile. La cystéine apporte une autre possibilité¢ de liaison, du
fait de son oxydabilité ; il se forme une molécule de cystine avec une liaison —S—S—
entre deux Cys appartenant soit a la méme molécule, soit a deux molécules protéiques

distinctes.
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e Les groupements dissociables, tels que —COOH (Asp, Glu ) et —NH; ou —NH (Lys,
Arg, His), accentuent le caractére hydrophile et influent sur le pHi des protéines. Ils
perdent ou acceptent un proton (H*).

e Les trois acides aminés possédant un cycle aromatique absorbent le rayonnement
ultraviolet, avec un maximum aux longueurs d’ondes suivantes : Phe & 257nm, Tyr a

275nm et Trp a 278nm. Ces propriétes ont recu des applications analytiques.

I1.2. Structure des protéines

Il n’ y a pas de limite supérieure précise a la taille d’une protéine (elle peut dépasser le
million). Les protéines contiennent généralement plus de 100 acides aminés. Les molécules
plus petites sont appelées oligopeptide (moins de 20 acides aminés) ou polypeptide (20 a 100).
L'ordre des acides aminés d'une protéine est donné par le génome et constitue la structure

primaire.

La conformation est la forme tridimensionnelle de la protéine dans 1’espace (ensemble

des structures primaire, secondaires, tertiaires et quaternaires).

La structure primaire correspond a I’ordre séquentiel des acides aminés (résidus) dans une
protéine.

La structure secondaire correspond a I’organisation de la chaine dans 1’espace selon un axe
privilégie.
La structure tertiaire correspond a 1’organisation spatiale de la chaine polypeptidique selon

les trois dimensions.

La structure quaternaire est I’arrangement dans 1’espace de diverses chaines liées entre elles
par des liaisons non covalentes le plus souvent ou par pont disulfure.

La juxtaposition d'acides aminés reliés par la liaison peptidique correspond a leur
structure primaire. C'est ainsi que l'on représente linéairement sa séquence. La structure
secondaire est la conformation prise par la chaine polypeptidique, stabilisée par des liaisons
hydrogéne entre les groupes de 1’ossature et non des chaines latérales. La liaison qui est
importante ici s’établit entre H de -=NH—et O de C=0 donnant naissance une forme de feuillet
B ou d'hélice a. Cette derniére est a prendre en compte lors des études d'interaction de la

protéine, ainsi que la structure tertiaire qui correspond aux repliements des feuillets et des

12
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hélices en fonction de leurs alternances. Une quatriéme et derniere structure définit la
possibilité d'une protéine a former des polymeres avec une protéine identique (homomere) ou

différente (hétéromere) (figure 6).

Structure primaire
Séguence chainée d'acides aminés

Acides aminés
& &
liaison

/\ ionique

Feuillet plié Hélice Alpha (pont salin) .
Structure secondaire ' | ,
La séquence d'scides aminés est reliée o el
par des ponts Hydrogéne

= Feuillet plié

h ¥
r 4
b ¥
r 4
h Y

Y

Structure tertiaire
Certaines attractions apparaiz=sent

entre les hélices alpha et les pliures
Helice Alpha

Structure quaternaire
Pratéine constituge de plus d'une
chaine d'acides aminés

E. Jospard (2005)

Les quatre niveaux de structure d une ]'In’r.er.'ac‘ru
o I'origine
proteine .
proteique

Figure 6 : représentation des niveaux de structure des protéines
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2°™ Chapitre : La protéomique ; étapes de I’analyse protéomique et

techniques employees.

La protéomique consiste a étudier ’ensemble des protéines d’un organisme, d’un
fluide biologique, d’un organe, d’une cellule ou méme d’un compartiment cellulaire. Cet
ensemble de protéines est nommé « protéome ». Ce terme a été suggéré pour la premiere fois,
en 1994, par Marc Wilkins, lors du premier congrés de Sienne sur la protéomique, pour
répondre a la nécessité d'une nouvelle terminologie qui reflete I'intérét croissant pour I'étude

de I'ensemble de protéines exprimé par un génome.

En effet, le protéome est une entité dynamique et complexe. Au sein de chaque cellule,
le contenu de protéines se modifie en permanence en fonction des conditions intra ou extra
cellulaires ; étapes du cycle cellulaire, de la différenciation, de la réponse a différents signaux
biologiques ou physiques et de I'état physiopathologique. De plus, par le biais de
réarrangements qui modifient ses fonctions biologiques, un méme géne peut donner naissance
a plusieurs protéines. Le protéome contient donc un nombre beaucoup plus important de

protéines que le génome ne contient de genes.

Il existe différents types d’analyse protéomique, toute fois, On peut distinguer de fagon
conceptuelle deux grands types : la protéomique descriptive et la protéomique fonctionnelle.
Dans le premier cas, celui de la protéomique descriptive, la protéomique s'attache a identifier
les protéines extraites d'une culture cellulaire, d'un tissu ou d'un fluide biologique, leur
localisation dans les compartiments cellulaires, leurs modifications post-traductionnelles. Elle
peut également permettre de quantifier les variations de leur taux d'expression en fonction du
temps, de leur environnement, de leur état de développement, de leur état physiologique et
pathologique, de I'espéce d'origine. Elle étudie aussi les interactions que les protéines ont avec

d'autres protéines, avec I'ADN ou I'ARN, avec des substances.

La protéomique fonctionnelle étudie les fonctions de chaque protéine, et les molécules
qui au sein de la cellule s’associent aux protéines d’intérét ; elle met en évidence, également,

les différentes modifications structurales responsable des modifications d’activité.

Le suffixe ""-omique™ est de nos jours appliqué a toutes les causes pour désigner
I'étude de systéemes a grande échelle. Ainsi, I'étude du génome entier est connu sous le nom de

génomique, celles d'un grand nombre de protéines est de venu la protéomique, ou encore
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I'interactomique (étude des interactions), ou a la transcriptomique (étude de I'ARNmM)
(figure 7).

ADN
Ensemble
des génes

Génome

ARN Ensemble des ARN
messagers exprimés par un
génome Transcriptome

Protéines Ensemble des protéines
exprimées par un génome Protéome

Métabolites Ensemble des métabolites produits par un
génome Métabolome

Interactions protéine-ADN, protéine-ARN, protéine-
protéine Interactome

Figure 7 : Schéma des sciences omiques

|. Les différentes étapes de I’analyse protéomique

|.1.Extraction des protéines

L’étape la plus délicate et la plus limitante, est la phase d’extraction des protéines.
Cette extraction reste assez simple dans le cas d’un liquide biologique ; cela devient d’emblée
beaucoup plus délicat dans le cas d’un tissu. Beaucoup de protéines sont en effet hydrophobes
et donc difficiles a extraire, ce qui est également le cas de protéines trés fortement ancrées a
des structures cellulaires. Il est alors fait appel a des solutions d’extraction associant des agents
chaotropes, des détergents neutres et des réducteurs. De plus, 1’addition d’anti-protéases
permet de réduire la dégradation des protéines lors de cette phase d’extraction.

Cette étape implique typiquement plusieurs techniques telles que la centrifugation, la
microfiltration et la lyse cellulaire.

Les principales approches de lyse des cellules font appellent au choc osmotique (peut
suffire a briser la membrane cellulaire de cellules fragiles). Une certaine action mécanique
peut aussi étre ajoutée au processus: un homogénéisateur a piston permet de briser la plupart
des cellules de mammiféres. Pour les cellules de plantes, de levures ou les bactéries, toute
approche "douce" devra tenir compte de la présence d’une paroi cellulaire trés résistante ; les
protoplastes de telles cellules seront préparés en traitant ces derniéres avec des enzymes (telle
la lyticase) qui détruiront la paroi sans briser la membrane plasmique. Finalement, dans tous

les cas, une méthode brutale peut aussi étre utilisée. Le traitement aux ultrasons, une lyse
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mécanique utilisant des billes de verre ou une presse Aminco-French, comme les cycles de
congélation/décongélation, sont tous des moyens envisageables.

L’extraction s’effectuera dans une solution tampon, Le tampon de lyse répondra a
certaines exigences expérimentales. 1l devrait avoir un fort pouvoir tampon, car le contenu des
cellules peut étre a un pH inapproprié. Les enzymes lysosomiques, par exemple, libérés de leur
enveloppe et dans un milieu a pH acide, sont susceptibles de détruire les autres protéines
cellulaires. L’ajout des inhibiteurs de protéases au tampon doit, aussi, étre envisagé (Tableau
3).

Alors que I’intérieur des cellules est un environnement réducteur (a cause entre autres
de toute cette glutathione), 1I’atmosphére dans laquelle nous vivons est au contraire oxydante
(elle est riche en oxygéne). La protéine devra étre protégée d’une oxydation excessive : ¢’est
pourquoi un agent réducteur comme la glutathione, 1’acide ascorbique, le beta-
mercaptoethanol ou le dithiothreitol (DTT) pourra étre ajouté au tampon. On retrouve souvent
du glycérol dans la composition des tampons. Il stabilise les interactions protéine-protéine.

Tableau 3 : Exemple de quelques inhibiteurs de protéases employés durant I’extraction des

protéines.

Inhibiteurs Cible

PMSF Toutes les sérine protéases (trypsine, thrombine,
chymotrypsine, papaine, etc).

AEBSF Toutes les sérine protéases (trypsine, thrombine,
chymotrypsine, papaine, etc). Plus soluble et moins toxigque
gue son prédécesseur, le PMSF.

EDTA et EGTA métalloprotéases (métal comme cofacteur)
Benzamidine sérine protéases
Pepstatin A protéases aspartiques comme la cathepsine D, la rénine, la

pepsine et les protéases d'HIV.

Leupeptin sérine- (trypsine, plasmine, kallikréine porcine) et cystéine-
protéases (papaine, cathepsine B). N'inhibe pas la
thrombine ni la chymotrypsine.

Aprotinin sérine protéases, mais pas la thrombine ou le facteur X.

Chymostatin sérine protéases avec une spécificité de type chymotrypsine
(chymotrypsine, chymases, cathepsine G et des cystéine
protéases comme les cathepsines B, H et L.

Antipain Inhibe la papaine, la trypsine et la plasmine jusqu'a un
certain point. Plus spécifique pour la trypsine et la papaine
gue ne l'est la leupeptine.
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1.2. Purification des protéines

L’identification d’une protéine ou bien 1’étude de sa stucture et de ces fonctions
biologiques necessitent que cette protéines soit a 1’état pure d’ou l'intéret de I’étape de

purification en protéomique.

La purification des protéines est une série de processus successifs de simplification du
mélange complexe initial, retrait des déchets cellulaires (membranes, organites), élimination
du matériel génétique, élimination ou conservation de certaines protéines en fonction de leurs
caractéristiques chimiques (taille, charge électrique, affinité), isolation par affinité spécifique

de la protéine d'intérét.

|.2.1. Techniques mises en ceuvre en purification (fractionnement, enrichissement
et élimination de contaminants)

Les différences de propriétés physico-chimiques et biochimiques des protéines
(formes, masses moléculaires, charges ioniques, hydrophobicité et solubilité...) sont mises a

profit pour les séparer, 1’isoler et les purifier (tableau 4).

Tableau 4 : propriétés physico-chimiques et biochimiques mises en ceuvre dans la purification

et exemples de techniques correspondantes

Caractéristiques Techniques
eSolubilité 1. Solubilisation/précipitation saline
| eCharge ionique 1. Chromatographie par échange d’ions

2. Electrophoreése
3. Focalisation isoélectrique

eCaractére polaire 1. Chromatographie d’adsorption
2. Chromatographie en phase inverse
3. Chromatographie par interactions hydrophobes

eTaille moléculaire 1. Dialyse et ultrafiltration
2. Electrophorese en gel
3. Chromatographie par filtration sur gel

eSpécificité de liaison 1. Chromatographie d’affinité
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1.2.1.1. Etapes initiales : précipitation fractionnée, dialyse et ultrafiltration

A. Précipitation aux sels

Les protéines, sauf celles intégrées dans les membranes cellulaires, sont d'autant plus
solubles en solution aqueuse qu'elles sont hydratées. Cette coque d'hydratation les empéche de
s'agréger ensemble. Une trop grande agrégation les fait précipiter puisque la solvatation de ces
agrégats est proportionnellement moins grande que celle des protéines individuelles. En
ajoutant des produits déshydratants qui compétitionnent avec les protéines pour l'eau
d'hydratation, on peut donc provoquer la précipitation des protéines. Se superposant a ce
phénomeéne, les conditions ioniques d'une solution affectent aussi la solubilité des protéines.

En effet, si les protéines sont électriqguement chargées de la méme facgon, elles auront
tendance a se repousser, donc a ne pas s'agréger. Au contraire, si elles sont électriguement
neutres, cette répulsion disparait, et l'agrégation devient possible. Ce phénomene est utilisé soit
en jouant sur le pH de la solution ou avec des électrolytes.

Les électrolytes employés ici sont des sels tres solubles en milieu aqueux. Les cations
peuvent neutraliser les charges négatives des chaines latérales des acides aminés et les anions
neutralisent les charges positives. Ces protéines neutralisées ne se repousseront plus, elles
pourront s'agréger en complexes de solubilité substantiellement réduite pouvant facilement
précipiter. Au point isoélectrique (pl) les protéines sont également neutres. En amenant le pH
au pH isoélectrique de certaines protéines, on peut donc aussi précipiter celles-ci. Dans les
deux cas, pH ou électrolytes, les protéines ne précipiteront pas toutes en méme temps puisque
leur pl ou le nombre et la nature de leurs charges ne sont pas identiques. La plupart des

électrolytes combinent a la fois la déshydratation et la neutralisation des protéines

e Précipitation totale

Comme son nom l'indique les méthodes de précipitation totale des protéines visent a
éliminer I'ensemble des protéines d'une solution. Ce résultat s'obtient par des conditions plutot
draconiennes qui le plus souvent, dénaturent irréversiblement les protéines. La précipitation
totale est utilisée pour séparer les protéines des autres petites molécules contaminants, acides
aminés, sucres, etc.., ou, quelquefois, des autres macromolécules. Cette approche est donc
incompatible a des procédures visant a récupérer une protéine intacte et fonctionnelle. La

précipitation au sulfate de zinc ou au tungstate de sodium est un exemple de précipitation
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totale. Le sulfate de zinc (ou le sulfate de cadmium) en présence d'une base forte (NaOH ou
Ba(OH),) est un précipitant efficace. C'est une technique cependant un peu complexe,
particulierement si on utilise le Ba(OH) , qui doit étre conservé a l'abri de l'air. Une autre

méthode de méme type utilise du tungstate de sodium en présence d'un acide fort (H,SO,).
e Précipitation différentielle

La précipitation différentielle, ou précipitation fractionnée, est beaucoup plus douce
que la précipitation totale et préserve généralement I'intégrité fonctionnelle des protéines. C'est
donc une approche tres fréqguemment utilisée comme étape dans I'isolement des protéines. Elle
est basée sur le fait que les conditions ioniques ou de pH qui rendent les protéines insolubles
varient pour chaque espéce de protéine. On peut donc ajuster les concentrations de I'électrolyte

ou le pH pour isoler la protéine désirée.

Généralement la stratégie est trés simple. Dans un premier temps on amene la
concentration de I'électrolyte ou le pH a un niveau un peu inférieur a celui de la protéine
d'intérét. Les protéines insolubles dans ces conditions peuvent donc étre éliminées, par
exemple par centrifugation. La solution contenant les protéines non précipitées, incluant la
protéine d'intérét est récupérée. On ajoute une quantité d'électrolyte ou on ajuste le pH de
facon a ce que cette protéine devienne insoluble. On peut alors récupérer la protéine d'intérét
qui a précipité. Cette protéine est alors débarrassée de beaucoup de protéines contaminants.
Celles qui sont moins solubles que les protéines ont été éliminées dans le premier précipité,

celles qui le sont plus solubles, sont restées dans le deuxiéme surnageant.

L'électrolyte le plus employé pour la précipitation différentielle est le sulfate
d'ammonium. Ce sel est trés soluble en solution aqueuse et permet d'atteindre des forces
ioniques trés élevees. Il est tres hydrophile et compétitionne efficacement avec les protéines
pour l'eau causant leur déshydratation. Les ions sulfates et ammonium sont relativement petits
et peuvent facilement s'approcher des résidus chargés des protéines pour les neutraliser. Ce sel
a aussi l'avantage de peu dénaturer les protéines et permet de maximiser l'obtention de

protéines biologiquement actives.

Les protéines ont une solubilit¢ minimale au point isoionique (valeur du pH pour
laguelle la charge nette est nulle). Utilisant cette propriété et les variations de solubilité en

fonction de la force ionique, on peut séparer des protéines de point isoélectrique différent. I
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est également possible de réaliser un fractionnement par les solvants organiques (éthanol,

acétone, polyéthylene-glycol).

La précipitation saline, comme indiqué ci-dessus, utilise la solubilité différentielle des
protéines. Comme chaque protéine est plus ou moins soluble en solution selon sa composition,
on peut en séparer plusieurs en fonction de leur tendance a précipiter plus ou moins vite quand

on change la force ionique de la solution qui les contient.

Une force ionique élevee peut avoir deux effets sur la solubilité: neutraliser certaines
charges ioniques requises en surface pour le maintien de la solubilité, et compétitionner avec
les proteines pour les molécules d'eau disponibles en solution. Quand la concentration en sel
est assez élevée pour priver une protéine des molécules d'eau qui I'hydratent, celle-ci sort de
solution et précipite. C'est ce qu'on appelle le phénomene de salting-out.

Les protéines seront éventuellement toutes précipitées par une teneur en sel assez
élevée, mais certaines d'entre elles seront remarquablement résistantes alors que d'autres

précipiteront tres facilement. C'est cette différence de solubilité qui permet de les séparer.

La série de Hofmeister ci-dessous décrit les effets relatifs de différents ions sur la
précipitation des protéines ou la promotion de leurs interactions hydrophobiques. (L'anion
phosphate et le cation ammonium sont est les plus efficaces pour précipiter les protéines;
I'anion chlorate et le cation Ca®* sont au contraire les plus efficaces pour les remettre en

solution. Notez que ce ne sont pas toutes les combinaisons de ces ions qui donnent un sel

soluble).
précipitation PO,> > S04* > COO > Cl" > Br > NOs > CIO, Chaotropique
(salting out) NHs">Rb">K">Na">Cs"> Li*> Mg*"> Ca”" (salting in)

Le tableau ci-dessous donne les quantités de (NH4).SO,4 requises pour atteindre le
niveau de saturation a 0°C. (Le tableau indique aussi combien de sel ajouter a une solution qui

en contient déja) (Figure 8).
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% de saturation en sulfate d'armmonium & 0°C

20 25 30 35 40 45 50 55 &0 &5 770 V75 80 85 90 95 100
grammes de sulfate d'ammonium & gjouter & un litre de solution:

106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697

79 108 137 1466 197 2209 262 296 331 3468 405 444 48B4 526 570 615 662

E3 81 109 139 149 200 233 2446 301 337 374 412 452 493 534 581 427

26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592

L8] 27 85 B3 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 4469 512 557

0 27 56 84 115 1446 179 211 245 280 317 355 395 4346 478 522

0 28 56 B6 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488

D 28 57 87 1718 151 184 218 254 291 329 369 410 453

0 29 B8 B9 120 153 187 222 258 296 335 376 418

O 29 59 Q0 123 1556 190 226 263 302 342 383

] 30 &0 92 125 159 194 230 268 308 348

0 30 &1 93 127 161 197 235 273 313

0 31 &2 95 129 164 201 239 279

0 31 &3 97 132 148 2056 244

0 32 &5 99 134 171 209

0 32 66 101 137 174

0o 33 &7 103 139

0 34 &8 105

0 34 70

0 35

0

Figure 8 : Saturation du sulfate d’ammonium a 0°C (Dawson et coll., 1986).

B. Dialyse
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La méthode la plus utilisée pour changer la concentration en sels d'une solution

protéique est la dialyse. Dans une dialyse, les protéines dans une concentration de sels donnée

sont séparées d'une solution a la concentration en sels différente par une membrane poreuse.

Les pores de cette membrane peuvent avoir différentes tailles; certaines membranes ne

laisseront passer que des ions alors que d'autres laisseront méme passer de petites protéines

(jusqu'a des poids moléculaires de 50 000 Da).

Les sels auront tendance a équilibrer leur concentration de part et dautre de la

membrane. En utilisant un volume de tampon de dialyse beaucoup plus grand que celui de la

solution protéique, on changera rapidement la teneur en sels de celle-ci en la méme que celle

du tampon de dialyse. Afin d'accélérer le processus, le tampon de dialyse est remplacé par du

tampon neuf.
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A l'inverse, on peut utiliser des agents hygroscopiques pour concentrer les protéines
dans un sac a dialyse sans en changer la concentration en sels: il faut alors utiliser un tampon
de dialyse de méme composition que le tampon se trouvant dans le tube, mais contenant un
agent comme le polyethyleneglycol (ou PEG, un gros polymére hygroscopique) de taille
supérieure a la porosité de la membrane. Le PEG ne pourra pas entrer dans le tube mais il

attirera I'eau qui s'y trouve hors du tube, concentrant du méme coup les protéines.

C. Centrifugation (ultracentrifugation)

La centrifugation est une technique permettant de séparer les composés d’un mélange
en fonction de leur densité en les soumettant a une force centrifuge. Le mélange a séparer peut
étre constitué soit de deux liquides soit de particules solides en suspension dans un liquide.
Elle permet la séparation des cellules, organites et macromolécules biologiques. Le dispositif
comporte un moteur faisant tourner un axe auquel sont fixés des tubes contenant les solutions
a clarifier. La vitesse de sédimentation est proportionnelle a I'intensité du champ centrifuge. Le
résultat d'une centrifugation est I'obtention de deux fractions : le sédiment ou culot (solide, au
fond du tube), le surnageant (fraction liquide). Une sédimentation de 600 a 1000xg pendant 10
minutes, dite "simple”, permet par exemple d'extraire du sang total les hématies et leucocytes
dans le culot, et le plasma en surnageant. Une centrifugation de 15000xg permettra la
sédimentation d'organites comme les mitochondries. Pour les molécules plus petites telles que
les ribosomes, réticulum endoplasmique, il faut monter a 100 000xg, le surnageant sera alors

le cytosol.
D. Procedes membranaires

La filtration membranaire est base sur 1’application d’un gradient de force motrice qui
permet le transfert d’un solvant a traverse une membrane dont la taille des pores assure la
rétention de solutés. Les procedes de séparation par membrane sont utilisés pour séparer soit
molécules ou ions en solution (osmose inverse, ultrafiltration, électrodialyse) soit des
particules ou des micro-organismes en suspension dans un liquide (microfiltration et

ultrafiltration).
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e Microfiltration (MF)

La microfiltration est la filtration a traverse une membrane micro-poreuse avec des
pores individualisés. Elle permet de traiter des fluides contenant des matiéres en suspension et
des particules microniques dont la taille est comprise entre 0,1 al0um (levures, bactéries
colloides). Les pressions utilisées sont généralement compris entre 0,1 et 5 bars. Ce procédé

est géneralement utilisé pour la clarification des solutions.

e Ultrafiltration(UF)

Parmi les techniques de séparation des mélanges peptidiques a 1’échelle industrielle,
I’ultrafiltration est la mieux adaptée puisqu’elle permet une concentration sélective des

peptides en fonction de leur taille.

L’ultrafiltration (UF) est un procede de séparation soluté /solvant. C’est une technique
membranaire au méme titre que la microfiltration ou I’osmose inverse. Cependant, elles se
différencient par la taille des particules séparées et les conditions de travail. La taille des
molécules ou des groupes de molécules retenus par membrane d’UF va de 0,002 a 0,1 um. Les
constituants arrétés peuvent étre des bactéries, des macromolécules synthétiques ou naturelles,
des agrégats moléculaires ou des particules issues de divers procédes. Ils pourront alors étre
recyclés plutét que mise en décharge. L ultrafiltration peut également étre considérée comme
une technique de concentration & moindre cout énergétique. Les membranes ne sont pas des
filtres par leur nature et par leur mode de fonctionnement. Le filtre retient toutes les particules
de taille supérieure a sa porosité. Sa perte de charge augmente par colmatage ce qui a pour
effet de “’forcer *’ les passages restant et finalement il laisse passer des particules qu’il devrait

normalement retenir. Il faut alors le remplacer.

Une membrane évolue difféeremment. Bien sdr, le débit de filtration diminue, car les
particules accumulées a sa surface créent une résistance supplémentaire. Mais en revanche la
qualité du filtrat évolue beaucoup moins vite que dans le cas d’un filtre. Lorsque le flux est
devenu trop bas, un simple nettoyage de membrane suffit pour lui redonner ses qualités

initiales.
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Autre différence entre les filtres et les membranes, le sens de I’écoulement du
fluide a traiter. Pour les membranes, il est toujours tangentiel alors qu’il est le plus

souvent frontal pour les filtres.

Une membrane d’ultrafiltration est caractérisée par deux parametres; la
perméabilité qui présente le débit d’ultrafiltrat qui est fourni par 1 m®> de membrane
(I’unité est le 1/m?/h) et par le seuil de coupure (cut-off) qui indique la taille & partir de
laquelle les molécules seront entierement retenues. Le seuil de coupure est une masse
moléculaire (ex : seuil 15000, signifie que toutes les molécules dont la masse
moléculaire est supérieur a 15000 seront retenues a 100%). L’ultrafiltration est un
procédé peuvent fonctionner en régime discontinu, continu, en mode frontal ou avec

une circulation tangentiel. Le mode tangentiel est le plus largement utilisé (figure 9).

Ces membranes sont le plus souvent vendues sous forme d'unités de filtration (vous en
avez peut-étre déja rencontrées sous le nom de colonne Centricon), qui consistent en un tube
dont la partie inférieure est séparée de la partie supérieure par la membrane. Les protéines sont
déposées dans la partie supérieure du tube, et reposent sur la membrane; le tube est alors
centrifugé a basse vitesse pour forcer le liquide et les petites molécules a traverser cette
derniére sous le coup de la gravité. Les protéines, trop grosses, ne peuvent pas passer et restent
dans la partie supérieure; on peut ensuite soit les diluer avec un nouveau tampon et
recentrifuger (c'est une bonne technique de lavage) ou récupérer les protéines concentrées. Il

faut bien sOr ne pas centrifuger si longtemps que tout le liquide ait traversé la membrane.

ﬁ protéine
sels,
petites
molécules
membrane C)
(5
Filtration
=53
Tube =T
(O O @&

Figure 9 : Schéma d’une membrane semi-perméable d’ultrafiltration.
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¢ Nanofiltration (NF)

Elle a été décrite pour la premiére fois dans les années quatre-vingt. Le champ
d'application de la nanofiltration se situe entre ceux de l'osmose inverse et 1’ultrafiltration.
Actuellement, elle se différencie radicalement des techniques d'osmose inverse et
d'ultrafiltration grace aux nouvelles membranes mise en ceuvre. Ces dernieres posseédent leurs
propres caractéristiques, présentant une structure microporeuse avec des pores de diameétre
inférieur @ 2 nm et un matériau membranaire qui, dans la plupart des cas, porte des charges

ioniques superficielles.

La nanofiltration est systématiquement utilisée en configuration tangentielle. Elle met
en ceuvre des pressions transmembranaires comprises entre 5 et 30 bars. Le transfert de
matiére repose sur plusieurs mécanismes de séparation concurrents de nature chimique,
électrique et physique. Ce sont a la fois les dimensions des pores, et la charge des groupements
ionisés ou ionisables qui limitent le passage des substances sous I'action de la force motrice de
transfert (gradient de pression, essentiellement hydrostatique). De maniere générale, il est
admis que les problemes de colmatage sont moins sensibles en nanofiltration qu'en

ultrafiltration (figure 10).

Couche intermédiaire

asymétrigque

Matrice support tissée
ou non ussée

Alimentation
™~
[ >
552

<) ~ - v e
Couche active n

- e > >
0332 pym 40-100 pm > 100 pm

Figure 10 : schéma de la structure multicouche d'une membrane de nanofiltration.
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e Electrodialyse

L'électrodialyse est une technique qui assure I'extraction des ions contenus dans une
solution. L'appareil qui l'effectue, un électrodialyseur, est composé de nombreux
compartiments séparés par des membranes alternativement anioniques et cationiques. Lors de
I'action du champ électrique, la membrane anionique autorise le passage des anions et la
membrane cationique autorise le passage des cations. Les cations sortent du premier
compartiment en franchissant la membrane cationique et sont bloqués dans le deuxieme
compartiment par la membrane anionique. Les anions sortent aussi du premier compartiment
en franchissant la membrane anionique et sont bloqués dans le deuxieme compartiment par la
membrane cationique. Le premier compartiment a sa concentration en sel dissous qui diminue,
c'est un compartiment de dilution. Le deuxiéme compartiment augmente en sels dissout, c'est
un compartiment de concentration. Donc un compartiment en dilution le suivant est en
concentration et ainsi de suite. Une électrode & chaque extrémité de I'appareil assure le passage
du courant. A la fin du traitement on récupére a la fois de I'eau douce et du saumure,
L’électrodialyse est actuellement appliquée pour la séparation de peptides de faible poids

moléculaire.
1.2.1.2. Technigues chromatographiques
A. chromatographie par échange d’ions

Dans une colonne a échange d'ions, les protéines s’adsorbent par affinité
électrostatique a des groupements chargés de la résine. Une résine portant des groupements
positifs est dite "échangeuse d'anions", parce que des ions négatifs ou les groupements acides
d'une protéine peuvent interagir avec. Une résine portant des groupements négatifs est dite
"échangeuse de cations™ parce que ce sont des cations ou les groupements basiques d'une
protéine qui interagissent avec elle. En effet, les ions liés électrostatiquement a un support
insoluble et chimiquement inerte sont remplacés de maniére réversible par des ions en solution
(figure 11).
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Flux de salvant
l l 1 Charge globale = somme algébrique des charges des
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Figure 11 : Représentation du principe de séparation sur une colonne de chromatographie a

échange d’ions.

Les protéines sont élues d'une telle résine en augmentant progressivement la force
ionique du tampon d'élution, ou en changeant le pH de telle facon que la protéine soit moins
chargée (figure 12). Un gradient salin permet de séparer les protéines selon leur degré de
charge positive ou négative a un certain pH et est une étape de choix dans une purification.

En outre, il est possible de favoriser l'interaction de la protéine avec la résine choisie,
on aura avantage a jouer avec le pH de la solution tampon qui circule dans la colonne. Pour
une résine échangeuse de cations (monoS ou phosphocellulose, par exemple), on voudra
optimiser la charge positive de la protéine et donc travailler a un pH plus bas, formation des
groupements —NHs" et —=COOH plutot que —~NH, et —COO". Un tampon HEPES a pH 7,5 serait
approprié. A l'inverse, pour une résine échangeuse d'anions (monoQ ou DEAE), on utilisera
plutét un tampon basique comme le Tris a pH 8,2, pour favoriser la formation de

groupements —COO’ et de réduire la présence de groupements NHs".
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Figure 12 : Représentation schématisée de 1’ordre d’élution des molécules dans un échangeur

d’ions.
B. Chromatographie par exclusion moléculaire

La chromatographie d'exclusion est aussi appelée filtration sur gel ou tamisage moleculaire.
Cette technique est apparue en 1959 avec un produit nouveau : le Sephadex.

Le Sephadex est un gel de dextrane (polymeére de glucose a-1-6 produit par Leuconostoc
mesenteroides), auquel on fait subir une réticulation. Il se présente sous forme de billes
poreuses, dont la porosité dépend du degré de réticulation. Ces billes sont tres hydrophiles et
gonflent dans 'eau. Il en existe différents types en fonction de la taille des billes et de leur

porosite.

Il s'agit ici d'une séparation des protéines selon leur taille utilisant un tamis
moléculaire. Une colonne de chromatographie pour filtration sur gel est remplie d'une résine
consistant en billes creuses et poreuses. La taille des pores de ces billes est telle que certaines
protéines (petites) peuvent entrer et sortir librement ; que certaines (plus ou moins grosses)
peuvent essayer d'entrer mais avec plus ou moins de succes, alors que d'autres (trop grosses)

ne peuvent pas entrer du tout et passent tout droit (figure 13).

28



Les petites molécules peuvent pénétrer
dans les billes du gel car leur diametre est
inférieur a celui des pores du gel. Les grosses
molécules ne le peuvent pas en raison de leur
grande taille; elles sont donc exclues du gel
(d'ol1le nom de chromatographie
d'exclusion).

Les grosses molécules ont donc un trajet
plus court a parcourir pour arriver en bas de
la colonne; elles sont donc éluées les
premieéres.

Les petites molécules sont éluées ensuite
car elles ont une plus grande distance a
parcourir pour arriver en bas de la colonne.

Figure 13 : Représentation schématisée du passage de la phase mobile a travers la phase
stationnaire en chromatographie d’exclusion : les lignes fléchées en rouge, bleu et vert
représentent le parcours des molécules de grosse, moyenne et petite taille, respectivement a

travers la phase stationnaire

Cette technique est trés efficace mais nécessite une haute concentration et un faible
volume de matériel de départ parce que les protéines ont tendance a s'étaler le long de la
colonne, ce qui réduit la qualité de leur séparation si elle n'y entrent pas relativement toutes en
méme temps. Différents types de gels sont disponibles dont le choix est fonction de la taille

des protéines a séparer (Tableau 5).

Cette colonne peut aussi étre utilisée pour dessaler un échantillon. La forme d'une
colonne de filtration devrait étre étroite et longue pour une meilleure séparation. La filtration
sur gel se fait avec un tampon dont la nature ne change pas pendant la séparation, a l'inverse de

ce qui se passe dans une chromatographie d'échange d'ions.
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Tableau 5 : exemple de type de résines employées en chromatographie d’exclusion

moléculaire

Nom de la résine Capacité de fractionnement (en

Da)
type dextran
Sephadex G-10 700
Sephadex G-25 1 000- 5 000
Sephadex G-75 3 000- 70 000
Sephadex G-200 5 000- 800 000
type polyacrylamide
Bio-gel P2 200- 2 000
Bio-gel P6 1 000- 6 000
Bio-gel P-150 15 000- 150 000
Bio-gel P-300 60 000- 400 000
type agarose
Sepharose 2B 2 000 000- 25 000 000
Sepharose 4B 300 000- 3 000 000
Bio-gel A-0,5M 30 000- 500 000
Bio-gel A-15M 30 000- 15 000 000
Bio-gel A-150M 5 000 000- 150 000 000

C. Chromatographie d’interactions hydrophobes

En solution, les protéines a caractére hydrophobe cherchent davantage a s'associer
entre elles qu'a s'hydrater avec les molécules d'eau. Des résines portant des groupements
hydrophobiques (cycliques ou aliphatiques) permettent de retenir de telles protéines sur une
colonne. A l'inverse de ce qui se passe sur une colonne de chromatographie par échange
d'ions, une colonne de chromatographie d'interaction hydrophobe est chargée a haute force
ionique (qui favorise les interactions hydrophobes) et est éluée avec un gradient de sel a la
baisse. Grace a cela, on peut faire passer un échantillon frais élué (avec une haute
concentration en sel) d'une colonne d'échange d'ions directement sur une colonne d'interaction

hydrophobe, sans avoir a dialyser ou diluer (figure 14).
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Les résines les plus utilisées pour ce type de chromatographie sont l'octyl- et le phényl-
sépharose.

hycrophle OX EONX X | hycioghobe

[sel] [sel ]\ [sel]
Interactions Interactions Interactions
hydrophobes hydrophobes hydrophobes
stabilisées de plus en ne tiennent

plus plus

déstabilisées

Figure 14 : Représentation schématisée de la séparation des protéines en chromatographie

d’interaction hydrophobe.

1.3. Dosage des protéines : principes

1.3.1. Mesure de I’absorbance a L’ultraviolet (UV)

Les acides aminés aromatiques absorbent la lumiére dans I’UV. Le maximum
d’absorption a lieu a 280 nm. En outre, la liaison peptidique montre un maximum
d’absorbance a 215 nm. En mesurant, ainsi, I’absorbance, la concentration d’une protéine peut

étre calculée.

1.3.2. Dosage par colorimétrie

1.3.2.1. Méthode d Biuret

En milieu alcalin, les protéines qui possédent au moins deux liaisons peptidiques
forment avec les ions cuivre 11 (Cu ?*) un complexe bleu-violet dont Iintensité de la couleur

est proportionnelle a la concentration de la protéine (absorbance a 540 nm).
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1.3.2.2. Dosage au bleu de coomassie (BRADFORD, 1976).

C’est une méthode colorimétrique dont le principe repose sur 1’adsorption du bleu de
Coomassie G-250 sur les protéines (avec les acides aminés H K et R Y W et F). Une fois lié
aux protéines sa couleur vire du rouge vers le bleu montrant une absorbance maximale a 595
nm. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de protéines présente dans
I’échantillon. Le haut coefficient d’extinction permet d’avoir un dosage des protéines méme a

de concentrations, inférieures a 20 pg/mL.

1.3.2.3. Méthode de Lowry

Le principe repose sur le développement d’une coloration bleue foncée suite a
I’addition a la solution protéique d’un sel de cuivre en milieu alcalin puis du réactif de Folin-

Ciocalteu.

La coloration résulte de la réaction du cuivre avec les liaisons peptidiques et la
réduction de I’acide phospho-tungsto-molybdique par la tyrosine, le tryptophane et la cystéine.

Les especes réduites absorbent la lumiére a 750nm.

La concentration en protéines de 1’échantillon analysé¢ est déterminée en se référant a

une courbe d’étalonnage établie en employant une protéine de concentration connue.
1.4. Méthodes d’analyse des protéines
1.4.1. Electrophorése : principe

Il s’agit d’une séparation de solutés chargés par migration dans un champ électrique.

La migration dépend de la charge de la protéine, de sa taille et du degré de réticulation du gel.

» Pour I’électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence du SDS (SDS-PAGE :
Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), dite aussi
I’électrophorése en conditions dénaturante, ou toutes les protéines sont chargées

négativement, la vitesse de migration dépend du PM uniquement.

» Dans la focalisation isoélectrique la migration se fait selon le point isoélectrique (P1).

1.4.1.1. Electrophoreése en conditions dénaturante : SDS-PAGE
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La forte charge négative apportée par le SDS (sodium dodecyl sulfate ; détergent
synthétique) masque la charge naturelle de la protéine. Par conséquent, 1I’électrophorese de
protéines en gel de polyacrylamide contenant de SDS les sépare en fonction de leur masse
moléculaire, par effet de filtration sur gel (maillage moléculaire du gel de polyacrylamide)
(figure 15).

L’électrophorése en conditions dénaturantes nécessite, ainsi, une préparation prealable

de I’échantillon a analyser : la dénaturation.

Les protéines sont mélangées a SDS et au -mercaptoéthanol. Ce dernier réduit les
ponts inter et intramoléculaire, la réaction est favorisée par un chauffage entre 70 a 90°C

(pendant 3 a 5 min).

Q5P 3 L Mixture of

: 4
*
: 92 990" macromolecules
» )
Electrophoresis |/, i
Direction of — | S
o vJ 90
electrophoresis v
- Porous gel
/ > P J)"J ) )
1 v))p

Figure 15: Migration des protéines en fonction de leur PM.
1.4.1.2. Electrophorése bidimensionnelle (2DE)

Pour cette type d’électrophorése les protéines sont séparées selon de plans, une
premiere séparation selon le point isoélectrique (Pi) : focalisation isoélectrique suivie

par une deuxiéme séparation en fonction le poids moléculaire.
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1.4.2. Chromatographie liquide Haute Performance en Phase Inverse
(CLHP-PI)

Chromatographie liquide Haute Performance en Phase Inverse (CLHP-PI) (RP-HPLC
de I'anglais Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatography ) est une technique qui
permet la séparation des molécules en fonction de leur différence d'affinité pour une phase

stationnaire apolaire et une phase mobile plus au moins polaire.

La phase mobile est composée d’un mélange entre un solvant acqueux (acides
carboxyliques perfluorés, acide trifluoroacétique (TFA) et heptafluorobutyrique, HFBA) et
organique. (I’acétonitrile et méthanol le plus souvent) en proportion variable. La phase
stationnaire est constituée de particules sphériques de silice poreuse greffées par des chaines
alkylées, aliphatique, (C4, C8 ou C18) qui conférent & la phase stationnaire un caractére trés
hydrophobe.
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Quant la phase mobile est tres polaire (donc peu hydrophobe), les molécules
hydrophobes vont établir des interactions hydrophobes avec la phase stationnaire et ainsi étre
adsorbées. La concentration en solvant organique dans la phase stationnaire est alors
augmentée, graduellement, pour atteindre une hydrophobicité plus élevée que celle de la

phase stationnaire provoquant la désorption et 1’élution des molécules hydrophobes (figure
16).

~ 7
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- 'V:"(: // Y
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s matrix AW . ‘ J
organic / \x\ — \\‘

solvent LA L\ -

e NANNA '
Desorption

Figurel6: schéma de la phase d’adsorption et de désorption des protéines sur une colonne de

CLHP-PI

L'analyse en CLHP-PI est réalisée grace a un systéme automatique constitué d'un
contrbleur de gradient a barrette de pompe, un injecteur automatique et un détecteur a barrette
de diode et un dégazeur en ligne. Le détecteur permet la mesure de I'absorbance aux longueurs
d'ondes allant de 400-900 nm, cependant la lecture de l'absorbance a 215nm permet la
visualisation des liaisons peptidiques au sein des protéines ou bien d'un peptide. Avant
injection, les échantillons sont filtrés a travers un filtre d'acétate de cellulose 0,2 pum. Un
logiciel est utilisé pour tracer, d'acquérir et d'analyser des données chromatographiques figure
17
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Figure 17 : schéma de principe d’une chaine de CLHP

1.4.3. Spectrométrie de masse

L’¢tude des protéines a connu un essor spectaculaire au cours des années 1990, avec
I’avénement d’appareils de spectrométrie de masse compatibles avec I’analyse de ces grosses
molécules, et cela par le développement de la technique d’ionisation par désorption laser
assistée par matrice (MALDI) par karas et hillenkamp (1988) et par I’invention de la technique
d’ionisation electrospray (ESI) en 1989. Cette derniére a valu le prix Nobel de chimie en 2002,
pour moitié conjointement, a John Fenn et Koichi Tanaka "pour le développement de
méthodes de désorption-ionisation douces pour l'analyse par spectrométrie de masse des
macromolécules biologiques™ et pour l'autre moitié a Kurt Wathrich "pour le développement
de la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire pour l'identification de la structure
tridimensionnelle des macromolécules en solution”. Tous les trois ont ainsi contribué a
développer des méthodes d'identification et d'analyse structurale de macromolécules

biologiques, telles que les protéines.

Jusque-la, les scientifiques utilisaient une méthode chimique qui nécessitait de purifier
des guantités importantes de chaque protéine avant de pouvoir en déterminer la séquence en
acides aminés. Aujourd’hui, les spectrométres de masse permettent d’analyser des échantillons
biologiques complexes, pouvant contenir des milliers de protéines, dont certaines présentes en

faible quantité. Elle est employée dans 1’étude structurale des protéines et peptides, pour la
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vérification fine d’une séquence, la localisation de certaines modifications post-

traductionnelles, les études de changement de conformation et de repliement.

La spectrométrie de masse consiste a identifier des molécules en fonction de la mesure
précise de leur masse. En plus, pour identifier la séquence d’une protéines donnée, il faut
d’abord digérer les protéines de I’échantillon a étudier grace a protéases (trypsine le plus
souvent), afin d’obtenir des fragments protéiques qui sont solubles dans la solution qui est
injectée dans le spectrometre de masse. Ces peptides sont ensuite fragmentés par la machine.
Les masses de chaque peptide et des fragments sont mesurées. Elles permettent d’identifier les
peptides contenus dans 1’échantillon, en comparant les données expérimentales aux données

déja existantes dans des banques.

Les données sont restituées sous une forme que 1’on peut comparer a un puzzle. C’est
aux scientifiques de reconstituer le puzzle pour retrouver I’identité des protéines qui étaient
présentes dans I’échantillon. Ce travail est bien sir facilité par des logiciels informatiques de

plus en plus performants et des bases de données de plus en plus riches.

La spectrométrie de masse (MS) est une méthode de mesure des rapports masse sur
charge (m/z) de molécules individuelles et ionisées et de leurs produits de fragmentation.

Plusieurs informations sur le composé traité peuvent étre obtenues :
v Sa masse moléculaire ;
v La masse des fragments de ce composé ;

v' une appréciation quantitative de ce composé.

L'analyse par spectrométrie de masse d'un échantillon est constituée d'une série
d'opérations successives : les molécules a analyser sont vaporisées puis ionisées dans la source
de I'appareil. Ces ions formés sont filtrés selon leur rapport masse/charge par un analyseur, et
terminent leur course sur un détecteur. Le spectre de masse est obtenu par le traitement du

signal émis par le détecteur.

Un spectrometre de masse est toujours composé de cing parties :
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Une chambre d'introduction dans laquelle l'introduction de I'échantillon peut se faire
directement avec une seringue et un pousse-seringue ou par couplage a la chromatographie

liquide haute-performance lorsque la technique utilisée le permet.

Une source, appelée également chambre d'ionisation et de volatilisation, au niveau du quelle
I'échantillon & analyser passe a I'état gazeux (vaporisation/sublimation/désorption), suivie par
une ionisation des molécules et la décomposition des ions. Plusieurs méthodes d'ionisation
existent, le choix de celle-ci est directement lié a la nature de I'échantillon et au type d'analyses

souhaitées.

Les molécules ionisées sont entrainées vers l'analyseur (appelé également chambre de
séparation) ou niveau du quel les ions sont séparées en fonction du rapport masse/charge (m/z)

sous l'effet d'un champ magnétique et/ou électrique.

Les ions ainsi triés, arrivent au niveau du détecteur, constitué d'un collecteur d'ions et d'un
ensemble électronique de mesure et damplificateur des signaux associés aux ions de
différentes masses. Les ions viennent heurter un multiplicateur et I'énergie amplifiée est

transcrite en un signal électrique, l'intensité du signal étant proportionnelle au nombre d'ions.

La derniere partie de l'appareil correspond a un enregistreur, permettant I'acquisition des
données, qui est faite par un microprocesseur nécessitant une interface. Le r6le de celui-ci est
de transcrire sous forme digitale les signaux analogiques. Les données issues de cette

conversion sont stockées dans la mémoire de I'ordinateur pour le traitement.

Les sources, analyseurs et détecteurs existants peuvent étre associés de maniére
différente et ainsi créer une grande variété d'appareil. Le choix d'un type de source ou d'un
type d'analyseur dépend de la nature de I'échantillon a analyser et du type de données

souhaitées.

Les sources d’ions, analyseurs et détecteurs existants peuvent étre associ€¢s de maniere

différente et ainsi créer une grande variété d'appareil.
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Sources d’ionisation Analyseurs

Petites molécules volatiles

lonisation EI (Electronical Impact) }

lonisation Cl (Chemical lonisation) et non thermosensibles Analyseurs Résolution Gamme m/z
lonisation FAB (Fast Atom Bombardment) Quadripdle (Q) 2 000 8000
lonisation LS| (Liquid Secondary lon) seules < 6000 D Magnétique (EB) 20000 20,000
lonisation LD (Laser Desorption) Temps de vol (TOE) 20 000 500 000
Trappe ionique 5000 6 000

Cyclotron a résonance
des ions (FT-ICR) 1 000 000 4 000

Spectromeéetres de masse commerciaux

(@]

E1I/CI
BE

TOF

=
—— T
Es/APCI “
FT-ICR

L’analyseur en temps de vol est facilement compatible avec une source de type MALDI alors

que les sources ESI sont compatible avec les analyseurs quadripole et trappe ionique.

Spectrométrie de masse appliquée au biomolécules :

o | |

Maldi Quad-Trappe 1onique ETP
ESI (2D. 3D. Orb1) MCP
Quad-Tof
Tof
Trniple-Quad
Tof/Tof
FTICR

1.4.3.1. La technique de la désorption laser assistée par matrice

La technique de désorption laser assistée par matrice (MALDI-TOF) permet de

travailler sur une grande gamme de masses (moins de 1kDa a plusieurs centaines de kDa) avec
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une bonne préecision de mesure de masse et une mise en ceuvre relativement simple ainsi

qu’une grande rapidité d'analyse.

La techniqgue MALDI utilise en général un faisceau laser pulsé émettant dans
l'ultraviolet (U.V.) ou l'infrarouge (I.R) pour désorber et ioniser un mélange matrice
/échantillon co-cristallisé sur une surface métallique (appelée cible). L'énergie est restituée en
partie et transférée a I'échantillon qui sera alors volatilisé et ionisé par transfert de protons, soit
avant désorption dans la phase solide, soit par collision apres désorption avec la matrice
excitée ou avec d'autres molécules du plasma pour former des ions mono ou dicharges de type
[M+nH]™ (figure 18). Les ions formés sont ensuite accélérés par application d'un champ
électrique intense entre la cible et la premiere lentille électrostatique du spectrométre appelée

lentille d'extraction.

L'analyse en MALDI nécessite une premiere étape de co-cristallisation d'une faible
quantité de I'échantillon avec une grande quantité de matrice, sur une surface métallique
appelée cible, généralement, en métal inoxydable conducteur et traité en surface de maniere a

étre chimiquement inerte par rapport a I'échantillon.

La matrice va permettre d'isoler les molécules de I'échantillon les unes des autres pour
éviter la formation de complexes de taille trop importante, minimiser la dégradation de
I'échantillon par absorption de I'énergie du faisceau laser incident et améliorer le rendement
d'ionisation. L’énergie transmise par le laser est absorbée par la matrice ce qui provoque son
expansion en phase gazeuse en entrainant les molécules d'échantillon. Le choix de la matrice
dépend de la nature des molécules a ioniser, et de plusieurs facteurs : elle doit former des
cristaux incluant 1’analyte, étre soluble dans les solvants utilisées pour les macromolécules a

analyser ; absorbe a la longueur d’onde du laser utilisé.

L'analyseur en temps de vol (TOF pour " Time Of Flight™) sépare les ions en fonction
de leur vitesse lorsqu'ils se déplacent dans un tube de vol. Le mode d'ionisation MALDI
génere essentiellement des ions monochargés pour lesquels I'analyseur TOF offre une gamme

de masses théoriquement illimitée.
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Figure 18 : Schéma du principe de I’ionisation en MALDI

1.4.3.2. La technique de I’ionisation Electrospray-lonspray

L électrospray permet d’obtenir des ions en phase gazeuse a partir d’ions en solution, a
pression atmosphérique. Ce qui permet 1’analyse de mélanges directement en solution et de
couvrir une gamme de masse assez large, en générant des espéces multichargées provenant des
molécules. Avec I’arrivée en continue des échantillons en solution, 1’électrospray peut étre
couplé avec la chromatographie liquide haute performance (LC/MS) ou avec 1’électrophorése
capillaire (CZE/MS).

Cette technique se définit par I’application a pression atmosphérique d’un fort champ
électrique sur un liquide traversant un tube capillaire dans le quel coule un débit faible
(environ 1-10 pl/min). Le champ électrique provoque une accumulation de charge a la surface
du liquide, formant un faisceau de gouttes situées a 1’extrémité du capillaire, qui vont se briser
pour former des gouttelettes de plus en plus petites contenant I’espéce a analyser. Un gaz de
nébulisation (mélange O2/N,, 20/80) est injecté également au niveau du capillaire, pour aider a
la formation du spray).

L’Tonspray consiste a injecter de facon coaxiale au capillaire un débit du gaz de
nébulisation. Ce flux va aider a la formation du spray. Cela implique une désolvatation plus

rapide et une possibilité de travailler avec des débits plus importants (1 a 50 pl/min). Les
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gouttelettes chargées et désolvatées, sont ensuite séchées par un flux d’azote chauffé circulant
a contre courant, entrainant une série d’éclatement de la goutte et des ions en phase gazeuse
sont finalement produits. La production de gouttelettes a partir de 1’électrolyte en solution,
fission des gouttelettes chargées en gouttelettes de tailles plus petites, puis émission des ions

désolvatés en phase gazeuse (figure 19).

Contre électrode Echantillonneur
(aq 10 V) ~—_ [ 1

Coéne de
Taylor Bourgeonnement

des gouttelettes
N, =
- Echantillon SO o D O

-~ en solution = B
NZJ

40|00 v
-+ i
e G Vide poussé

‘ I | (10‘6mbar)
Evaporation 0 ey, % Nz POom page
StEEoIyanE Fission des 0 Am—
outtes a la [M+rlH]""'

limite de Rayleigh
Formation d’ions désolvatés par
répétition des 2 processus
précédents

Figurel9 : Schéma du principe de 1’lonspray.

1.4.3.3. Analyse de la séquence des protéines par fragmentation (MS/MS)

Cette technique permet d’identifier la séquence d’une protéine ou d’un peptide par des
opérations successive de mesure de la masse, une fragmentation des molécules analysées et

une deuxieme mesure de la masse des fragments obtenus (MS/MS).

Pour cela les spectrométres employés renferment deux analyseurs alternés par une
cellule de collision, dans laquelle les ions sortant du premier analyseur, se brisent par collision
a l’aide d’un gaz inerte comme 1’azote Nj,. Et d’une ¢énergie de collision. Les fragments

obtenus passent par un deuxiéme analyseur avant de passer du détecteur (figure 20).
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Figure 21: Schéma du principe du spectrométre en MS/MS.

Les peptides se fragmentent toujours de la méme facon, essentiellement au niveau des
liaisons peptidiques selon une nomenclature établie par Roepstorff et Fohlman en 1984 et
Biemann en 1990. Plusieurs types de fragments existent : les fragments N-terminaux et C-

terminaux, les fragments internes et les pertes de chaines latérales.

Les fragments N-terminaux sont obtenus en rompant la liaison peptidique et en
conservant la charge de I’ion sur la N-terminale du peptide : les fragments primaires obtenus a
basse énergie sont de types a, b, ¢ et les fragments secondaires obtenus a haute énergie de
type d. Quant aux fragments C-terminaux sont obtenus en rompant la liaison peptidique et en
conservant la charge de I’ion sur la C-terminale du peptide : les fragments primaires obtenus a
basse énergie sont de types X, y, z et les fragments secondaires obtenus a haute énergie de
type v et w. Ces fragments sont notés avec in indice qui précise le nombre de résidus portés
par I’ion fragments. Les spectres de fragmentations peptidiques & basse énergie donnent

majoritairement des ions de série y et b. Ainsi deux clivages consécutifs induisent la formation

43



d’ions fragments dont la différence de masse équivaut a la masse moléculaire caractéristique

d’un acide aminé (figure 21).

11 existe cependant des ambiguités lors de I’interprétation des résultats des spectres de
fragmentation. Tels que la distinction des AA isobares (Leu, lleu), de masse tres proche
(Lysine et Glutamine) et certaines combinaisons de résidus de masse égale a celle d’un autre
résidu. Cela nécessite de distinguer les AA par I’étude de la fragmentation de leur chaines
latérales (ions de série d) par spectrométrie de masse en Tandem a haute énergie.

X3 Y3 2 X3 Yo 25 X4 ¥q %

N B
R0/ R20! iR30: (R4 O
L I N T S R I R T R A

N=GC-GN--G+G-N--C-C-N-+C—C—OH
ST

——— ——— ——— _——— ——

a; b, ¢ a b, ¢ a by ¢

——

Figure 22 : Schéma théorique de la fragmentation d’un peptide (Roepstorff P et Fohlman J.,
1984)
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