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INTRODUCTION GENERALE

Les puces a ADN sont devenues un outil indispensable dans le domaine de la
recherche en biologie et devraient rapidement étre utilisées comme outils de
diagnostic médical [1]. Leur conception est relativement bien maitrisée et les
recherches actuelles portent essentiellement sur IPamélioration de leurs
performances (sensibilité, fiabilité ...), et leur adaptation a des problémes
spécifiques. Aujourd’hui, quelgues années aprés celui des puces a ADN, a
commencé a émerger le concept de puces pour la protéomique, que nous
appellerons "puces protéomiques".

Ce domaine est dynamisé par la perspective de l'analyse a « haut débit» du
protéome, c’est a dire 'ensemble des protéines synthétisées a partir du génome. Le
défi de la protéomique consiste a trouver des moyens d'analyser les protéines
actives a I'échelle du protéome et de connaitre avec quels composants de la cellule
elles interagissent (ADN, ARN, autre protéines, molécules). Ces puces devraient

donc servir a identifier, en parallele, des milliers de protéines.

Une puce protéomique est essentiellement constituée d’'un réseau de plots répartis
sur un substrat, généralement en verre, sur lequel sont greffées, soit des protéines
complétes (ex : anticorps), soit des protéines modifiées ou partielles (ex : protéines
recombinantes, épitope d'anticorps), soit des oligopeptides ou méme des ADN. Ces
molécules "sondes" (ou récepteur) servent alors a capturer des protéines "cibles" (ou
ligand) par interaction affine. On parlera ainsi de puces a protéines, a anticorps, ou a
peptides. Les applications, issues de [I'étude de n’importe quel systéme
ligand/récepteur, permettent [lidentification, la purification, la caractérisation
structurale et la détermination des propriétés fonctionnelles des protéines, I'analyse
des interactions intermoléculaires et la recherche de marqueurs de processus

pathologiques.

Si les puces protéomiques semblent des outils potentiellement trés intéressants pour
l'analyse des protéines [2], leur mise en ceuvre sera longue et difficile. Les
recherches sur les puces a ADN ont permis d'aborder et de dépasser certains
verrous technologiques (chimie de surface, machines de dép6t de sonde, synthése
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in situ de sondes, systémes d'hybridation) concernant les acides nucléiques. Cette
expérience a d'ores et déja permis d'orienter les recherches pour les puces a
protéines. Toutefois, la difficulté de mise en ceuvre de puces a protéines est sans
commune mesure avec les puces a ADN [3]. Ce fait tient a la différence de nature et
de comportement de ces deux classes de biomolécules. Alors que I'ADN peut étre
considéré, du moins pour un fragment comportant un nombre relativement restreint
de nucléotides, comme un polymere linéaire, robuste et au comportement
relativement prévisible, il n'en est pas de méme des peptides et des protéines. Le
grand nombre des acides aminés constitutifs (combinatoire sur 20 acides aminés,
alors que I'ADN ne posséde qu'une combinatoire sur 4 nucléotides) et leurs
différences structurales conduit a une importante variété de structures, certaines
posant d'importants problemes de synthése, en particulier a cause de leur
insolubilité. De plus, la nécessité de protéger les chaines latérales lors de la
synthése peptidique et l'utilisation de solvants organiques rendent difficile la
prédiction des problemes susceptibles d'étre rencontrés. L'altération ou la
modification de tout ou partie d'une structure peptidique aura pourtant des
conséquences importantes sur les propriétés de la molécule synthétisée ou
immobilisée, en particulier au niveau de leur structure tridimensionnelle et des

interactions avec leur environnement.

L’équipe Nanochimie & Biotechnologies de I'INL possede depuis plusieurs années
un savoir-faire en matiére de silanisation de verre et de silice, d'immobilisation de
biomolécules (oligonucléotides, ADN, PNA, peptides) et de synthése directe
d’oligonucléotides sur puce.

L’ensemble des supports utilisés au cours de cette thése a été silanisé par un silane
comportant un acide carboxylique terminal, selon un protocole couramment utilisé
dans notre plate-forme. Ce type de surface a ensuite été modifié selon les besoins
au cours de la thése. Trois types de modifications ont été mises en ceuvre :
activation des groupements acides en fonctions esters, amination de surface par
couplage d’'une diamine, et greffage de polymére d’anhydride maléique (de type
P(AMMVE)). Nos travaux ont également bénéficié d’un protocole déja mis au point
pour immobiliser des oligopeptides protégés [4]. Ce protocole a été validé avec des
peptides simples (Gs, Hg), non reliés a une problématique biologique définie. La
méthode consiste a activer I'extrémité C-terminale d’un oligopeptide, pour la coupler
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sur des supports aminés. Les chaines latérales du peptide étant protégées, seule
'extrémité C-terminale peut réagir avec la surface. Ceci permet de contrller le site
de couplage des peptides sur la surface. Enfin, une étude préalable, basée sur les
réactions classiquement utilisées en synthése peptidique, avait permis d’établir les
premiéres étapes de couplage d’acides aminées par la chimie des Fmoc pour la
mise en ceuvre de synthéses peptidiques complétes sur nos puces (travaux de

Pascale Hazot, non publiés).

L’objectif général de la présente these était d’explorer des méthodes de fabrication
de puces protéomiques, en s’appuyant sur les savoir-faire préalables de I'équipe.
Notre objectif n’était pas de fabriquer des puces de moyenne ou haute densité, mais
d’identifier des voies générales de fabrication a I'’échelle macroscopique : chimie de
surface, validation de méthodes de couplage ou de synthése de biomolécules, mise
en oeuvre d’interactions protéine/ligand a linterface liquide/solide. Les criteres de
qualité des voies de fabrication explorées étaient les performances analytiques des
prototypes: seuil inférieur de détection, sensibilité, spécificité, répétabilité, ainsi que
les quantités de réactifs mises en ceuvre pour la fabrication et I'analyse. Il était donc
important de comparer nos prototypes a des méthodes classiques telles que I'ELISA
et le Western blot. Afin de pouvoir tester nos prototypes dans des conditions proches
de conditions réelles, il était nécessaire d’employer un modéle biologique permettant

I'analyse de sérums.

Le premier chapitre de ce mémoire est une étude bibliographique. Il présente d’abord
des notions fondamentales sur les acides aminés, les protéines et les peptides. Il
aborde ensuite une présentation des protéines histones, le modéle biologique utilisé
au cours de la thése, et les questions d’auto-immunité. Enfin, il traite de I'état de 'art

en matiere de puces a peptides et de puces a protéines.

Le second chapitre regroupe les réactifs, matériels et méthodes utilisés au cours de
la thése. En matiére d’élaboration, il présente les différentes voies de
fonctionnalisation chimique et biologique de supports abordées au cours de 'étude :
immobilisation de peptides sur lames de verre aminées, synthése peptidique directe
sur lame de verre aminé, immobilisation de protéines sur lames de verre comportant

des esters actives, et immobilisation de protéines sur lames de verre modifiées par
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AMMVE. Il indique également les méthodes de caractérisations utilisées au cours de
la thése: les méthodes classiques ELISA et Western blot, et différentes

caractérisations des puces faisant intervenir des mesures de fluorescence.

Le troisieme chapitre rassemble les résultats obtenus sur les puces a peptides. Dans
un premier temps, le modéle biologique choisi (peptide H3 / anticorps anti-histone
H3) est validé par ELISA, puis le comportement des lames aminées pour
'immobilisation du peptide H3 protégé est étudié. Dans un deuxieme temps, la
stabilité des supports fonctionnalisés vis-a-vis du traitement de déprotection du
peptide H3 immobilisé est évaluée. Enfin, la synthése directe sur puce du peptide H3
est présentée et caractérisée avant et aprés déprotection, par rapport au peptide

immobilisé.

Le quatriéme chapitre concerne le développement de puces a protéines. Les
protéines utilisées sont les histones H1 et H3. L’interaction entre H1 ou H3 et un
anticorps commercial anti-H3 est d’abord étudiée par ELISA, puis aprés
immobilisation des protéines histones sur lames de verre fonctionnalisées. Les lames
testées sont des lames comportant des groupements esters activés, et des lames
fonctionnalisées avec un polymére (AMMVE). Nous montrons ainsi dans quelles
conditions les supports modifiés par AMMVE fournissent les meilleures
performances analytiques pour la détection d’anticorps anti-H3 commercial. Dans un
dernier temps, des sérums humains sont testés sur les lames AMMVE optimisées.
Les performances analytiques de ces lames sont comparées a des analyses par
ELISA et Western blot des mémes sérums.
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CHAPITRE |1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

l. Introduction

Le développement de tests immunologiques, qu’ils soient classiques tels que
'ELISA ou le Western blot, ou bien miniaturisés tels que ceux utilisant les biopuces,
nécessite la compréhension des phénoménes d'immobilisation des protéines, ou des
peptides, sur support solide et des interactions antigene-anticorps. Ainsi, aprés un
rappel sur les structures et les propriétés physico-chimiques des acides aminés et
des protéines (notamment les protéines histones et les anticorps), la synthése
chimique de peptide en phase solide sera présentée. Puis, cette étude
bibliographique décrira le principe des tests ELISA et Western blot, utilisés pour la
détection d’anticorps anti-histones au cours d’une maladie rhumatologique, le lupus
érythémateux systémique (LES). Enfin, les méthodes d’élaboration de puces a
peptides et a protéines seront présentées, ainsi que leurs domaines d’application.
Une attention particuliére a été portée aux différentes stratégies d’immobilisation des
protéines et des peptides, étape clé dans la fonctionnalisation biologique des puces.
Quelques techniques de détection classiques des interactions entre sondes et cibles,
dont certaines utilisées au cours de cette these, seront également brievement
décrites.

Il. Acides aminés, protéines et peptides

II.1. Acides aminés

Les acides aminés sont les éléments constitutifs des protéines et des
peptides. Ce sont des molécules organiques qui possedent une fonction amine
primaire et une fonction carboxyle (acide carboxylique). Leur structure générale est

représentée sur la figure 1.1.

H3N+\ /0
cH—C
R/ \o'

Fig.l.1. Structure générale des acides aminés (sauf la proline).
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Vingt acides aminés constituent les unités de structure de base de toutes les
protéines des organismes vivants, et jouent des rbéles métaboliques importants pour
le fonctionnement des cellules. lls sont répertoriés dans le tableau 1.1. Des dérivés
de ces aminoacides se trouvent aussi a I'état libre et ont souvent des roles

métaboliques importants
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Caractére de ia chaine Anminoacide Structure Masse Point pK, | pK, | piG
latérale (Abrévistions & 3 lettres, Molaire Isodlectriqie
ot &1 fottre)
(g.mok) 9
0
Glycine H _
@ly, Gy ° 75,07 6,06 23 | 978
“H,N
[+}
Alanine HE
(Ala, A) o” 89,09 6,01 2,35 9,87
HN
[}
HE
Valine : \CH
(val, ) HGc/ o 117,15 6,00 239 | 974
“HN
H.C o
Leucine
cH—CH _
(Leu, Ly Z\HI\O 131,17 6,061 2,33 | 9,74
HC P
&
GlHa [+}
Isoleucine CH,—CH—CH )
e, 1) o 131,17 6,05 2,32 9,76
Hydrophobe “HaN
[
Meéthionine CH— g _fCHz _
(Met, M) © 149,21 5,74 213 | 9,28
“HN
[}
Phénylalanine Q_ Csz)La'
(Phe, F) 165,19 549 2,20 | 9,31
*HN
[]
Tryptophane CH, B
(Trp, VW) | " I e 204,23 5,80 246 | 9,41
H “H,N
[
Proline L
(Pro, P} HN CH, 115,13 6,30 195 | 1064
|
HEe CH,
o
Sérine HO—CH,
(Ser, 8) o 105,09 5,68 219 | 9,21
“H,N
‘liﬂa [<]
Thréonine Ho—CH
(Thr, T) o 119,12 5,60 200 | 9,10
“H,N
o
Asparagine N—CO—CH, :
(Asn, N o 132,12 541 2,14 8,72
*H,N
[]
Glutamine HN—Co—tCHp B
(CIn, Q) o 146,15 5,65 217 | 9,13
Neutre ‘”3"0
Cystéine HS —CH, _
(Cys, C) e 121,16 5,05 1,92 | 10,70 | 8,18
BN
[}
Tyrosine HO < > cH, )
(Tyr, V) o 181,19 564 220 | 9,21 | 1046
“HN
Hydrophile o
Lysine “HN —f CHp _
(Lys, K} ° 146,19 9,60 2,16 9,06 | 10,54
*HN
*H,N o
Arginine \c— NH—(- CH, -
(Arg, R) / O 174,20 10,76 1.82 8,99 | 1248
NH, N
Basique
Histidine CH, _
(His, H) ot e
M NH
N *HN 155,16 7,60 1,80 | 9,33 | 6,04
[]
Aspartate -00C —EH,; _
(Asp, D) e 133,10 2,85 1,99 | 9,00 | 3,90
“H,N
o
Acide Glutamate 00C—{CH, by o
(Glu, EY 147,13 3,15 2,10 9,47 | 4,07
“H,N

Tableau I.1. Classification des vingt acides aminés.
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I.1.1. Propriétés physico-chimiques des acides aminés

11.1.1.1. Propriétés ioniques

Tous les acides aminés ont deux groupements ionisables, un groupement carboxyle
et un groupement amine primaire, liés au Ca ; ce sont des composés amphoteres.
Selon le pH de la solution, le groupement carboxyle peut céder un proton et le

groupement amine peut en fixer un :

0 K o)

P (Ky) P
R—C_ ~ R—c¢C + H
OH o
R—NH, + H R — NH;*

(Ky)

K1 et K sont les constantes de dissociation correspondants aux deux équilibres :

RCOOIMT  _ [RNHI[H]
" [R-COOH] 2 [R-NHyT

Ainsi, pour une solution d’'un acide aminé, en passant d’un pH acide a un pH alcalin,

on obtient les transformations suivantes :

R R R
| -H | Lk | )
*H,;N — CH— COOH H,N — CH— COO HN—CH—coo (1)
+H* +H*
“cation” (K, “zwitterion” (K.) “anion”
pH acide pH alcalin

A pH acide, 'acide aminé est sous forme de cation (charge nette = +1), et a pH
basique, il est sous forme d’anion (charge nette = -1). En passant par une certaine
valeur de pH, les molécules d’acide aminé sont sous une forme dite zwitterion, et la

charge totale de la molécule est nulle. Cette valeur de pH correspond au point

40



CHAPITRE | ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

isoélectrique (pl ou pHi) de I'acide aminé. La solubilité d’'un acide aminé est minimale
a son pH; et elle dépend des propriétés de sa chaine latérale.

Les valeurs de pKj, pK: et pKs données dans le tableau I.1, correspondent, aux pH
de demi-dissociation des protons des groupements carboxyle et amine liés au Ca et
des fonctions ionisables des chaines latérales. Par exemple, pour l'arginine, les
valeurs de pK (1,82; 8,99 et 12,48) correspondent respectivement aux pH de demi-
dissociation des protons des groupements carboxyle et amine liés au Ca, et du

groupement amine de la chaine latérale (goupement guanidique) :

*H,N 0 +HE.N

’ 0

AN

/C— NH—{CH, oH \\c—NH—(-CHZ s _

o182 °
NH, N pKy=182 N, "
*H,N 0 HN 0
\\c_NH—fCHZ)ﬁ)-L i} >\c—NH—f CH%\HL(J'
0
pK,=8.99 Né pK;=1248 NH,
NH, NH,

La fonction amine de la chaine latérale de la lysine ou de I'histidine esr également
protonée a des valeurs de pH inférieures a leur pK (pK (¢-amine) de la
lysine ~ 10,54 ; et le pK du noyau imidazole de I'histidine = 6,04). Si une protéine est
riche en Lys, Arg et His, a pH physiologique, ces résidus conférent une charge nette
positive a la protéine.

Les fonctions carboxyles de la chaine latérale des acides aspartique et glutamique
peuvent aussi s’ioniser. A des pH supérieurs a leur pK, ils sont chargés
négativement.

De méme, les groupements thiol (-SH) de la cystéine et phénol de la tyrosine
peuvent s’'ioniser en perdant un proton en milieu alcalin.

Selon le pH d'une solution protéique, les groupements ionisables des chaines
latérales déterminent donc la charge nette de la protéine. La macromolécule pourra

étre chargée positivement, négativement ou avoir une charge nette nulle (a son pH).
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1l.1.1.2. Caractere hydrophile ou hydrophobe

Les acides aminés peuvent étre classés selon les caractéristiques de leur
chaine latérale (hydrophobe ou hydrophile), comme le montre le tableau 1.1 On
distingue, les acides aminés a chaines latérale hydrophobe non polaire aliphatique
(Gly, Ala, Val, Leu, lle, Met) ou aromatique (Phe, Trp et Pro).

La glycine est I'acide aminé dont la structure est la moins complexe, sa chaine
latérale ne consistant qu’en un atome d’hydrogene. La méthionine est I'acide aminé
a chaine latérale aliphatique le plus réactif, grace a son groupement thioéther avec le
doublet électronique de l'atome de soufre. Il peut aussi accepter des liaisons
hydrogenes. La proline est le seul acide aminé qui posséde une fonction amine
secondaire liée au Ca. Parmi les acides aminés a chaine latérale hydrophobe
aromatique, le tryptophane est capable d’absorber la lumiere ultraviolette (UV) a
280 nm, grace a son noyau indole. La présence de cet aminoacide dans les

protéines peut permettre leur dosage spectrophotométrique a cette longueur d’onde.

On distingue aussi, les acides aminés a chaine latérale hydrophile polaire neutre
(Ser, Thr, Asn, Gin, Cys et Tyr), basique (Lys, Arg, et His) ou acide (Asp, Glu).

Les résidus d’acides aminés hydrophiles se trouvent généralement a la surface des
protéines, ils réagissent en solution avec le milieu environnant aqueux. La cystéine a
un caractére polaire grace a son groupement thiol (-SH), donneur de liaisons
hydrogéne. Le noyau phénol de la tyrosine peut absorber la lumiére UV a 280nm et

peut, comme le tryptophane, permettre le dosage des protéines.

Les acides aminés a chaine latérale hydrophobe non polaire peuvent interagir par
des liaisons de type van der Waals ou par interaction hydrophobe, par exclusion des
molécules d’eau de leur milieu environnant. Par contre, les acides aminés a chaine
latérale hydrophile polaire peuvent s’associer par des liaisons ioniques ou
hydrogéne. Le caractere hydrophobe et la polarité des chaines latérales des acides
aminés influent sur la solubilité des protéines et sur leurs interactions avec d’autres

protéines ou biomolécules.

Par ailleurs, les groupements carboxyle et amine et les autres fonctions
réactives des chaines latérales (ex: thiols, hydroxyles...) des acides aminés
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conferent aux protéines la possibilité de réagir avec différents groupements

chimiques fonctionnels.

11.1.1.3. Réactivité des groupements carboxylates

Le groupement carboxylate libre lié¢ au Ca d’un acide aminé, ou celui de la
chaine latérale du glutamate ou de l'aspartate, peut étre activé en ester ou en
carbonyle, capables de réagir avec des groupements chimiques fonctionnels. Les
esters activés peuvent réagir avec des fonctions amines primaires et former des
liaisons amides, ou avec des hydrazines pour former des dérivés hydrazides. Les
intermédiaires carbonyles réactifs peuvent réagir avec des fonctions alcools ou thiols
et former, respectivement, des liaisons ester ou thioester, (fig.1.2).

J’k - 0]
Pk " ° JL
S ’ 3
H3C/\N = =N~_~_-N Carboxylate
H>cH, Ry,

N Carbonyle diimidazole
(CDI)
Carbodiimide
(EDC)

N=
N |_\NH + Co,
HO— J—

o
NHS
(en présence d'un carbodiimide)

& A X
CH, 0N R N\-_

! R
H_.’C/\\N N~ N N
H>cH,

Intermédiaire ester active Intermédiare NHS ester active Intermédiaire carbonyle activé

ZI

NH~" \R.

Amide Dérivé hydrazide Ester Thioester

Fig.l.2. Activation du groupement carboxylate et formation d’intermédiaires capables de réagir avec
différents groupements fonctionnels [5].
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1l.1.1.4. Réactivité des groupements amines

Les groupements a-amine primaire déprotoné et les groupements amine des
chaines latérales de la lysine et de I'arginine, peuvent subir des acétylations et des
alkylations (fig.1.3). La réaction d’acétylation s’effectue par attaque nucléophile du
groupement amine sur un groupement acyle actif. L’alkylation s’effectue par transfert

d’'un groupement alkyle sur 'amine nucléophile avec perte d’'un atome d’hydrogene,
(fig.1.4).

Fonction amine primaire déprotonée
(Exemple de la lysine: a-amine ou £-amine)

o]

o

Acyle activé

R/\.X

Alkyle

R ~NH R NH ]
o" )

NH
NH Oj
I( R
Amine alkylee Amine acylée
Formation d’'une amine secondaire Formation d’une liaison amide

Fig.l.3. Réactions d’alkylation et d’acylation des fonctions amines [5].
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Attagque nucléophile

0/—\ 0-
Dérivé d'aminoalkyl acylé
N NS o

:NH,—R'
} NH

. Alkylamine primaire |
Acyle activé R

Réaction intermédiaire

Fig.l.4. Mécanisme de la réaction d’acylation par attaque nucléophile de I'amine primaire[5].

1.1.1.5. Réactivité des fonctions chimiques autres que les

groupements amines et carboxyles

Les groupements thiols de la cystéine : la cystéine est le seul acide aminé qui
contient un groupement thiol ou sulfhydryle. A pH physiologique (pH = 7,4), ce résidu
est protoné (pK ~ 8). La réaction la plus importante des groupements thiols est la
formation des ponts disulfure stables entre deux résidus cystéines d’une protéine ou

d’'un peptide (fig.1.5) :
0]
N
WYY
S 0
|
S
0
A A
NH ™~
o

Fig.l.5. Deux résidus cystéines liés par un pont disulfure.
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L’atome d’hydrogéne du groupement thiol est mobile, il est peut étre substitué par
des radicaux acyles ou alkyles formant, respectivement, des dérivés thioesters ou

thioéthers, (fig.1.6).
0 0
H H
N N
\H%’ T \HN)5/ T
s © s =

R

Dérivé thioester Dérivé thioéther
Fig.l.6. Dérivés formés par acylation ou alkylation des fonctions thiols des résidus cystéines.

Les fonctions hydroxyles alcooligues des résidus sérine, thréonine ou tyrosine,
peuvent étre estérifiées par phosphorylation. La phosphorylation des protéines
enzymatiques permet la modification de leur structure et la régulation de leur
fonction. Le groupement phénol de la tyrosine est ionisable, I'ion phénolate pouvant

également subir des réactions d’acylation ou d’alkylation (fig.l.7).

i NHN N
S ale-4
R\)J\o RN

Dérivé acylé de la tyrosine Deérive alkylé de |la tyrosine
Fig.l.7. Dérivés formés par acylation ou alkylation du groupement phénol des résidus tyrosines.

1.1.1.6. Formation d’une liaison amide entre deux acides

aminés
Deux acides aminés peuvent se lier entre eux par une liaison amide qui
s’établie entre le groupement a-carboxyle de l'un et le groupement a-amine de
lautre, avec élimination d’'une molécule d’eau. Cette liaison covalente dite liaison
peptidique, lie entre eux les aminoacides consécutifs qui constituent les séquences
des peptides et des protéines. Les quatre atomes de carbone de la liaison peptidique
sont coplanaires. Le plan de la structure de cette liaison est donc rigide, ce qui

empéche la rotation des atomes qui I'entourent, alors que l'orientation des autres
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liaisons qui entourent les atomes de carbone Ca, reste libre. La figure 1.8 montre
deux aminoacides liés entre eux par une liaison peptidique, formant un dipeptide :

Fig.1.8. Liaison peptidique entre deux acides aminés.

Les fonctions amine primaire et acide carboxylique du Ca des résidus d’aminoacides
étant engagées dans des liaisons peptidiques, les chaines latérales conférent alors

leurs propriétés de réactivité chimique aux protéines.

I1.2. Protéines

Les protéines sont des macromolécules constituées de séquences d’acides
aminés liés entre eux par des liaisons peptidiques. L’ordre dans lequel sont
enchainés les acides aminés d’'une protéine est déterminé par la séquence des

génes de ’ARNm (acide ribonucléique messager).

I1.2.1. La biosynthése des protéines

La synthése des protéines consiste en deux étapes importantes: la
transcription des génes de 'ADN (acide désoxyribonucléique) en ARN messager
(ARNm) et la traduction de 'ARNm en séquences d’acides aminés. Chez les
eucaryotes, la transcription se déroule dans le noyau de la cellule, et la traduction se
déroule dans le cytoplasme, au niveau des ribosomes (fig.l.9). Chez les procaryotes,
ces deux étapes s’effectuent dans le cytoplasme, ces organismes unicellulaires ne
possédant pas de noyau séparé du cytoplasme par une enveloppe nucléaire.

Chez les eucaryotes, les genes sont constitués d’exons (séquences codantes) et
d’introns (séquences non codantes). La transcription du gene de I’ADN double brin
aboutit a la production d’un transcrit primaire ou précurseur de TARNm (pré-ARNm),
molécule d’ARN simple brin. Le pré-ARNm subit des excisions (élimination des
introns) et des épissages (réunion des exons), ainsi que d’autres modifications post-
transcriptionnelles, pour donner TARNm mature. Cette étape de maturation est trés
délicate, une erreur au niveau de I'épissage pouvant conduire, lors de la traduction, a

une protéine tronquée, différente, active ou inactive.
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f = N, =
oY 2
Chromosomes SRR AW

Protéines ’fﬁi'& @s‘?@

histones ; Noyau
WAV AT AY e
ADN 5w o0 N0, ¥
NIVIVTN
TRANS CRIPTION
pré-ARNm o, S kY
intron Acide aminé
Protéine en
cours de
synthése ARN,
e — Anti-codon
TRADUCTION

Ribosome Cytoplasme

«——Cellule

Fig.1.9. Représentation schématique générale de la biosynthése des protéines dans une cellule
eucaryote.

L’ARNm mature passe du noyau vers le cytoplasme ou s’effectue la traduction
au niveau des ribosomes. Le ribosome est constitué d’'une petite et d’'une grande
sous-unités qui sont dissociées et libres dans le cytoplasme, avant la traduction. |I
recoit les éléments nécessaires pour la synthése des protéines : TARNm et les ARNt
(ARN de transfert) qui transportent les acides aminés (aminoacyl-ARNt). L’ARNt est
lié d’un cbté a un acide aminé et de l'autre c6té, il posséde une séquence de trois
bases dite anti-codon complémentaire d’'un codon (3 bases) présent sur TARNm. A la
phase initiale de la traduction, la petite sous-unité du ribosome forme un complexe,
d’'une part avec ’TARNm au niveau de trois bases dites codon initiateur, et d’autre part
avec I’ARNt portant I'acide aminé initial, qui est une méthionine protégée au niveau
de sa fonction a-amine par I'acide formique. Toutes les chaines protéiques ont donc
une formylméthionine comme acide aminé initial, qui sera clivée, le plus souvent,
apres la synthése de la protéine. La grande sous-unité du ribosome s’ajoute ensuite
au complexe. Le ribosome est alors fonctionnel. |l a deux sites pour lier les ARNt, un

site A pour recevoir 'aminoacyl-ARNt, et un site P porteur de la chaine peptidique en
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cours d’élongation. L’ARNt qui porte la méthionine est logé directement dans le site
peptidique P, un nouveau ARNt portant un deuxiéeme acide aminé, vient se fixer sur
le site A. La liaison entre la méthionine et le premier ARNt est rompue et une liaison
peptidique se forme entre le (-COOH) de la méthionine et le (-NH,) du deuxiéme
acide aminé. La synthése des protéines s’effectue du c6té NHo-terminal vers le coté
COOH-terminal. Le dipeptide alors formé est logé dans le site A du ribosome et le
premier ARNt est libéré du site P. Le ribosome va avancer ensuite de 3 nucléotides
sur ’ARNm, le site A est alors libre pour recevoir un nouvel aminoacyl-ARNt. Une
nouvelle liaison peptidique se forme entre le deuxieme et le troisiéme acide aminé, et
le ribosome avance de nouveau d’'un codon sur TARNm. De nombreux cycles se
succedent, a chaque cycle, la chaine s’allonge d’un acide aminé. La traduction se
termine lorsque le ribosome arrive sur I'un des codons dits codons stops de 'TARNm
qui ne codent aucun acide aminé. Aucun ARNt ne vient donc se loger dans le site A
du ribosome. Il y aura une coupure entre le dernier ARNt et la chaine peptidique de
la protéine. Cette chaine sera alors libérée. Le ribosome se dissocie en deux sous-

unités qui pourront commencer une nouvelle lecture ’ARNm.

11.2.2. Modifications post-traductionnelles

Aprés leur synthése, les protéines peuvent subir des modifications
post-traductionnelles [6, 7]. Certaines modifications sont réversibles, comme
'acétylation de la fonction amine de la chaine latérale des lysines. C’est le cas des
protéines nucléaires qui entrent dans la constitution de la chromatine, comme les
protéines histones [8]. Cette modification joue un rble dans la régulation de la
transcription et des interactions protéines-ADN [9, 10]. Certaines protéines
enzymatiques, les protéines kinases, subissent des modifications réversibles comme
la phosphorylation de la thréonine, de la tyrosine ou de la sérine, au niveau de la
fonction alcool primaire de leur chaine latérale. La phosphorylation des protéines est
impliguée dans la régulation de presque tous les processus cellulaires, notamment le
contrdle des activités enzymatiques, la régulation du métabolisme, la transduction du
signal [11], la croissance cellulaire [12], le contrGle de la transcription des génes et

de la synthése des protéines...[13].

D’autres types de modifications sont irréversibles, comme le raccourcissement de la

chaine peptidique d’une protéine par clivage d’un ou de plusieurs acides aminés (ex :
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clivage de la formylméthionine initiale) ou le clivage du précurseur d’'une protéine. La
plupart des protéines sont syntéthisées sous forme de précurseurs dont les chaines
plus longues subissent des clivages protéolytiques pour aboutir a la protéine mature
biologiquement active [14]. D’autres modifications irréversibles peuvent aussi se
produire, comme la formation de ponts disulfures entre deux fonctions thiols (—SH)

de deux cystéines, ou I'hydroxylation de la proline ou de la lysine.

La glycosylation des protéines est aussi 'une des modifications post-traductionnelles
les plus importantes pour la stabilisation de la structure des protéines, la transduction
du signal, ou les phénomenes de reconnaissance biologique. Des résidus de sucres
sont liés de fagon covalente a la protéine aprés sa synthese. Ces glycoprotéines sont
formées par couplage covalent de polysaccharides par une liaison O-glycosidique au
niveau d’'un résidu d’hydroxylysine, de sérine, ou de thréonine, ou par une liaison
N-glycosidique, entre la fonction hydroxyle d’'un sucre et la fonction amine de la

chaine latérale de I'asparagine par exemple [15-18].

Les modifications post-traductionnelles des protéines déterminent leur structure ou
conformation spatiale, et régulent leurs activités et leurs fonctions biologiques. Etant
donné les différents types de modifications que peuvent subir les protéines aprés
leur synthése, I'étude de I'expression des génes ne suffit pas pour comprendre et
étudier la fonction des protéines et leurs activités. En effet, une faible corrélation a
été démontrée entre le niveau d’expression de 'ARNm d’'un géne et celui de la
protéine codée [19, 20].

L’analyse d’'un processus biologique doit donc aussi s’effectuer au niveau de I'étude

des fonctions et activités des protéines.
11.2.3. Structure tridimensionnelle des protéines

11.2.3.1. Structure primaire
La structure primaire d’'une protéine correspond a la séquence en acides
aminés liés entre aux par des liaisons peptidiques. L’acide aminé situé a I'extrémité
NH,-terminale (N-ter) posséde une fonction a-amine libre, et celui qui est situé du
coté COOH-terminale (C-ter) posséde une fonction a-carboxyle libre (fig.l.10).
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Fig.l.10. Séquence d’acides aminés liés entre eux par des liaisons peptidiques.

En plus des liaisons peptidiques covalentes, d’autres types d’interactions (liaisons
hydrogénes, ioniques, hydrophobes, ponts disulfures) peuvent s’établir entre les
différents aminoacides, ce qui confere a chaque protéine sa propre conformation ou
structure tridimensionnelle (secondaire, tertiaire ou quaternaire). La protéine est alors

dite native.

11.2.3.2. Structure secondaire

On distingue deux types principaux de structure secondaire : I'hélice a et le
feuillet B. La figure .11 montre une structure en hélice a, stabilisée par des liaisons
hydrogéne intra-chaines (représentées en pointillés). Les chaines latérales liées au
Ca dirigées vers lextérieur, peuvent interagir entre elles ou avec le milieu

environnant.

54 A"
{37 residus d'acides amines
parfour de spire)

Fig.l.11. Structure en hélice a.
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Pour une conformation en feuillet B, des chaines polypeptidiques paralléles ou
antiparalléles interagissent par des liaisons hydrogéne entre les fonctions carbonyles
des liaisons peptidigues d’une chaine et les fonctions amines des liaisons

peptidiques de l'autre chaine (fig.l.12).

Feuillet § paralléle Feuillet f anti-paralléle

Fig.l.12. Structures en feuillets .

11.2.3.3. Structure tertiaire

La structure tertiaire d’une protéine résulte de plusieurs types de liaisons
(hydrogénes, hydrophobes, électrostatiques, ponts disulfures) entre des résidus
acides aminés de la chaine peptidique de cette protéine. Les liaisons hydrophobes
s’établissent entre les chaines latérales hydrophobes apolaires des acides aminés.
Les liaisons électrostatiques se font entre les charges électriques des radicaux des
aminoacides. Les liaisons covalentes disulfures s’établissent entre deux résidus de
cystéine (fig.l.13).

liaison électrostatique liaison hydrophobe

, y
NH. cH,

o-To
C

+«— liaison hydrophobe

CHs

liaison ‘hydrophobe

pont disulfure

Fig.l.13. Liaisons chimiques intervenant dans la structure tertiaire des protéines.
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Les repliements dans la structure tertiaire de la protéine sont indispensables a son
activité biologique, ils forment par exemple le site actif des enzymes.

La figure 1.14 montre la structure tertiaire de la myoglobine, protéine comportant
8 hélices a et ayant un rbéle dans le transport de l'oxygene dans les tissus

musculaires grace au groupement heme.

HOOC COOH

Fig.l.14. Structure tertiaire de la myoglobine.

11.2.3.4. Structure quaternaire

La structure quaternaire d’'une protéine est l'association par des liaisons
hydrogénes, électrostatiques, hydrophobes, de plusieurs chaines polypeptidiques
identiques ou différentes. Lorsque des chaines polypeptidiques (ou sous-unités)
identiques s’associent entre elles, chacune constitue un protomére, I'association de
plusieurs protoméres forme des oligoméres (dimére : deux chaines, tétramére :
quatre chaines...). Cette structure quaternaire est aussi indispensable a I'activité
catalytique de plusieurs enzymes. Ces enzymes consistent en oligomeres ou les
sites actifs sont situés au niveau de chacun des protomeéres de la protéine.

La figure 1.15 représente la structure quaternaire de I'hémoglobine, protéine
tétramérique chargée de transporter 'oxygéne dans les globules rouges. Chacune
de ses quatre sous-unités est semblable a la structure tertiaire de la myoglobine.
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Fig.l.15. Structure quaternaire de 'hémoglobine.

11.2.4. Propriétés physico-chimiques des protéines

11.2.4.1. Dénaturation

Les liaisons qui maintiennent la conformation tridimensionnelle des protéines
peuvent étre rompues. Les protéines sont alors dénaturées et perdent leurs activités
et leurs propriétés biologiques. Plusieurs agents peuvent provoquer la dénaturation
des protéines, comme la chaleur : I'agitation thermique destabilise les liaisons
faibles telles que les liaisons hydrogéne entre les chaines latérales des résidus
d’acides aminés ; les variations du pH peuvent aussi entrainer une dénaturation : si
le pH est trés bas ou trés élevé, il peut y avoir modification de lionisation des
chaines latérales et déstabiliser les liaisons ioniques et les liaisons hydrogenes. Les
solutions d’urée, de chlorure de guanidium, le SDS (sodium dodecyl! sulfate) sont des

agents chimiques classiquement utilisés pour dénaturer des protéines.

11.2.4.2. Caractére amphoteére

Comme abordé dans le paragraphe 11.1.1.1, selon le pH de la solution, les
groupements fonctionnels des chaines latérales des acides aminés peuvent étre
ionisés en fonction de leur pK. Ces groupements conférent aux protéines un
caractere amphotére. A pH acide, la protéine est chargée positivement (cation), a pH
alcalin, elle est chargée négativement (anion). Comme dans le cas des acides
aminés, il existe une valeur de pH ou la charge nette de la protéine est nulle, c’est
son point isoélectrique, la protéine est sous forme de zwitterion, elle ne migre plus
lorsqu’on la place dans un champ électrique :
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= H+ - H+
protéine * — “protéine* ——=  ~protéine
+ H* + H*

“cation” “Fwitterion” “anion”

11.2.4.3. Solubilité

La solubilité des protéines dépend de plusieurs facteurs, tels que le pH, la
force ionique de la solution, la température, la nature du solvant... En solution
aqueuse, les acides aminés hydrophobes des protéines ont tendance a interagir
entre eux, alors que les acides aminés hydrophiles sont exposés a la surface de la
protéine et interagissent avec les molécules d’eau. A forte force ionique ou a des
concentrations salines élevées, la solubilité des protéines diminue : les molécules
d’eau interagissent avec les ions en solutions et le nombre de molécules disponibles
pour interagir avec les charges de la protéine diminue ; on assiste alors a la
précipitation des protéines.

La solubilité des protéines est minimale au voisinage du point isoélectrique, la charge
nette de la protéine est nulle ; les macromolécules en solution ont tendance a réagir
entre elles, plutét qu’avec les molécules d’eau. Les protéines forment alors des
agrégats et précipitent.

Les solvants organiques miscibles a I'eau, tels que I'acétone ou I'éthanol sont de
bons agents pour précipiter les protéines, a des températures proches ou inférieures
a 0° A des températures plus élevées, ces solvants peuvent provoquer la
dénaturation des protéines. D’autres solvants organiques miscibles a l'eau
(constante diélectrique €cau = 80) comme le diméthyl sulfoxide (DMSO) ou le
N,N-diméthyl formamide (DMF), ont des constantes diélectriques élevées, de 48 et

39, respectivement, et sont de bons solvants pour les protéines.

11.2.4.4. Masse moléculaire

La masse moléculaire est une caractéristigue fondamentale de chaque
protéine, elle est généralement supérieure a 10 000 Da (10 kDa) ou 10 000 g/mol.
Elle peut étre déterminée par différentes méthodes, comme la filtration sur gel de
dextran, I'électrophorese sur gel de polyacrylamide, ou la spectrométrie de masse.
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Parmi les différents types de protéines, nous présentons maintenant un type
particulier de protéines mis en jeu au cours de la thése, les protéines histones.

11.2.3. Les protéines histones

Les histones, découvertes en 1884 par Albrecht Kossel, sont des protéines
étroitement associées a 'ADN des cellules eucaryotes et constituent le composant
protéique principal de la chromatine. Elles représentent la moitié de la masse des
chromosomes (fig.l.16).

Chromosome

Octamére
d’histones

ADN
/

Cellule

MNoyau

Histone H1

Bases

E adénine
thymine
X cytosine
[G 1 guanine

[ acide phosphorique
(D] désoxyribose

nucléotide

Fig.1.16. De la cellule a 'ADN.

Ces protéines sont réparties en cinq classes principales : les histones H1, H2A, H2B,
H3 et H4. Ce sont des protéines basiques, riches en acides aminés chargés
positivement, notamment I'arginine et la lysine (fig.l.17) , ce qui leur permet de former
des liaisons ioniques avec les groupements phosphates de I'ADN chargés
négativement. Les protéines histones sont hautement conservées entre les especes.
La composition et la séquence en acides aminés des histones des tissus humains
sont ainsi trés similaires a celles des tissus de veau. Plusieurs études
expérimentales effectuées sur les histones ont été réalisées sur les protéines du
thymus de veau (Tableau 1.2) [21-25].
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Histone H1

1 TENST3TPAL EPERAKALASEE 3TDHPEVIDM IVALTOQAEFIN RAGIIROSIO EVIESHYEVG
61 ENADSQTELS TERLVTTGWL HQTEGVGLIG SFRLAKSDEP ERSVAFEETE HEVEEVLTPE
121 EALALEPEELLY KAPIEEPELT PVEELEEFPL ATPEETEEPE TWVELEPVELS KPEETEPVEFP

151 EAESSAERTG KEE

Histone H2A

1 SGRGEQGGEA RAKAETRE33R AGLOQFPVGEV HELLEEGHTL EEVGAGAPVY LAAVLEYLTA
61 EILELAGNAL RDNEETRITP BRHLQLALTEND EELNELLGEV TILQGGWVLEN IQLVLLPEET

121 ESHHEAEGE

Histone HZB

1 PEPAESAPAP KEGRKEAVTE AQEEDGEKRE BEREKEIVIVY VYEVLEOVHP DTGIZZEAMNG
g1 IMMNSFVNDIF ERTAGEAZSRL AHYNERZTIT SREIQTAVEL LLPGELAKHA VIEGTEAVTE

121 ¥Ta3K

Histone H3

1 ARTEQTARES TGGEAPREQL ATEAARESAFP ATGGWEEFPHE YEPGTWVALEE ITRERTQESTEL
61 LIRELFPFORL VREIAQDFET DLEFQSSAVM ALQEACELYL WGLFEDTHLC ATHAERVTIHN

121 PEDIQLARRT RGEERL

Histone H4

1 SGRGEGGEGL GEGGAERHEE VLEDIIQGIT EFPAIRELARR GGWVERISGLI YEETRGVLEW
61 FLENVIBRDAV TYTEHAERET VTALAMNDVVTLL ERQGRTLVGF GG

Fig.l.17. Séquences en acides aminés des histones du thymus de veau, les résidus d’acides aminés
soulignés sont conservés entre '’homme et le veau [26].

MNombre de
Histoneg rasidus Masse (ki) %2 A B0 Lys
H1 193 21 1 29
HZA 129 14 9 11
HZE 125 14 5] 16
H3 135 15 13 10
H4 102 11 14 11

Tableau I.2. Protéines histones du thymus de veau [21, 26].

L’analyse par microscopie électronique montre que la chromatine est formée d’un
ensemble de particules de diamétre d’environ 10 nm. Elles sont reliées entre elles
par des brins d’ADN, selon un modele dit « en collier de perles » [27]. La digestion
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partielle de la chromatine par la nucléase micrococcale (enzyme qui clive '’ADN
double brin) produit des particules appelées nucléosomes, correspondant chacune a
un octamere d’histones (H2A)2(H2B)2(H3)2(H4). associé avec environ 200 pb d’ADN.
Une digestion enzymatique prolongée dégrade I'ADN, et produit un fragment d’ADN
plus court, de 145 pb, associé a I'octamere d’histones. Le complexe formé par ce
fragment d’ADN et l'octamére d’histones constitue la particule centrale du
nucléosome [24]. L’ADN qui est dégradé aprés cette digestion enzymatique est
appelé ADN de liaison. L’histone H1 est liée en partie a ce fragment d’ADN. Elle se
lie a 'ADN nucléosomique dans une cavité formée par le segment central de son
ADN et les segments qui entrent et sortent de la particule centrale (fig.l. 16). L’histone

H1 permet de sceller le nucléosome.

Fig.l.18. Micrographie électronique de la chromatine montrant sa structure en collier de perles [27].

La structure tridimensionnelle du nucléosome a été déterminée par des analyses de
cristallographie aux rayons X (fig.l.18) [28]. Cette structure montre le nucléosome en
forme de disque de diamétre ~ 110 A et d’épaisseur ~ 60 A. L’ADN double brin est
enroulé autour de l'octamére d’histones a raison de 1,65 tour en super hélice

gauche.
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a)

Fig.1.19. Structure par rayons X du cceur de la particule du nucléosome. a) Le coeur du nucléosome
vu selon un axe superhélicoidal (a gauche) et aprés une rotation de 90 ° autour d’'un axe vertical (a
droite). Le fragment d’ADN double brin de 146 pb est enroulé autour de l'octamére d’histones. b)
Moitié supérieure du cceur de la particule du nucléosome. Les nombres de 0 a 7 disposés le long de la
face interne de la superhélice d’ADN de 73 pb indiquent les positions successivent correspondant a
un tour de double hélice [21].

L’octamere d’histones est organisé dans le coeur du nucléosome sous forme d’un
tétramére (H3)2(H4). avec lequel interagit chaque paire des diméres (H2A-H2B).

Les histones du nucléosome ne réagissent qu'avec la face interne de I'ADN,
principalement avec le squelette phosphodiester, par des liaisons hydrogénes,
ioniques et des liaisons dues aux dipbdles des hélices (extrémités N-t riches en
résidus lysines et arginines chargés positivement). Des interactions hydrophobes ont
aussi lieu avec le désoxyribose de la chaine sucre-phosphate de ’ADN.

Les protéines histones du nucléosome ont des queues N-t étendues a I'extérieur du
coeur de la particule. Ces fragments polypeptidiques sont riches en résidus lysines et
arginines et sortent du nucléosome entre les tours de la superhélice de I'ADN. lls
interviennent au niveau des interactions inter-nucléosomiques. Au niveau des
queues N-t, les histones peuvent subir des modifications post-traductionnelles (ex :
acétylation ou méthylation des lysines, méthylation des arginines, phosphorylation
des sérines). Ces modifications covalentes jouent un rble essentiel dans la
modulation de [laffinité des protéines histones pour I'ADN et l'activation de la
transcription. Elles permettent de faciliter le dépliement de la chromatine pour rendre
I’ADN accessible et lui permettre ainsi de participer aux processus de réplication, de
transcription, de recombinaison et de réparation.

Par exemple, l'acétylation des chaines latérales des résidus lysines, chargées

positivement, s’effectue selon une séquence de réactions catalysées par des
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enzymes spécifiqgues appelées histone acétyltransférases (HAT), en présence de
'acétyl-CoA. L’addition de l'acétyle génére un groupement amide non chargé, ce qui
réduit I'affinité de la queue N-t a 'ADN et par suite I'affinité du complexe d’histones a
I’ADN, ceci provoque le dépliement de la chromatine. Ce phénoméne de modification
facilite I'accessibilité de 'ADN aux éléments intervenant dans la transcription des
géenes. En plus, les résidus de lysines acétylés interagissent avec des protéines
permettant le remodelage de la structure de la chromatine.

Selon les besoins de la cellule, les résidus lysines acétylés peuvent étre déacétylés.
La réaction de déacétylation est catalysée par des enzymes spécifiques appelées
histones déacétylases, ces enzymes contribuent a la répression de la transcription
des génes [21, 27].

Les protéines histones jouent donc un réle essentiel dans le controle de la
transcription des géenes.

Au cours de certaines maladies auto-immunes, le systeme immunitaire déclenche
une réponse dirigée contre les composants de la chromatine (ADN natif, histones,
nucléosomes). Cette réponse immunitaire est caractérisée par la production d’'une
variété d’auto-anticorps, dont les anti-ADN natifs, les anti-nucléosomes et les anti-
histones.

1.2.3. Les anticorps

Les anticorps sont des immunoglobulines sécrétées par les plasmocytes
(lymphocytes B différenciés), dans le sang ou présents sous forme de récepteurs
membranaires a la surface des lymphocytes B (BCR : B cell receptor). Les anticorps
seriques sont les effecteurs de 'immunité humorale. lls sont produits par I'organisme
pour lutter contre les antigénes qui sont des substances étrangeres, des constituants
modifiés de 'organisme ou des agents pathogenes, comme les bactéries, les virus,
les champignons... Les auto-antigénes sont des substances capables d’induire la
production d’auto-anticorps ou de lymphocytes T auto-réactifs au sein méme de
'organisme dont elles sont issues.

Les anticorps interagissent de facon spécifique par leur site appelé paratope avec la
structure complémentaire des antigenes dite épitope ou déterminant antigénique.
La plupart des antigénes sont complexes et contiennent de nombreux déterminants

antigéniques différents. Le systéme immunitaire répond généralement par la
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production d’anticorps spécifiques de certains des épitopes. Cette réponse nécessite
la participation de plusieurs clones de cellules B. Ces derniers produisent des
anticorps monoclonaux qui se lient chacun spécifiquement a un seul épitope.
L’ensemble de ces anticorps monoclonaux constitue la réponse anticorps polyclonale

hétérogene du sérum a un antigéne immunisant.

Les anticorps sont classés en cing catégories d’immunoglobulines : les 1gG, les IgM,
les IgA, les IgD et les IgE. L’IgG est I'anticorps le plus abondant dans le sérum
(~75% des immunoglubulines sériques totales). L'IgA est sécrétée en majorité dans
les muqueuses (bronches et intestins), la salive, les larmes. Elle constitue la
premiére défense de I'organisme contre les antigenes bactériens et viraux. L’'lgM est
la premiére classe dimmunoglobuline qui se retrouve dans le sérum apres
'exposition a un antigéne. Le rdéle de I'lgD est encore mal connu. L’IgE assure la
protection de l'organisme contre les parasites et participe aussi aux réactions
allergiques.

Ces immunoglobulines ont une méme structure de base en forme de Y, d’'une masse
moléculaire de 150 KDa, constituée de deux chaines légéres (L : Light, k ou A)
identiques, de 25 KDa chacune et deux chaines lourdes (H : Heavy) identiques, de
50 KDa chacune (fig.l.20). Les chaines lourdes des IgG sont désignées par les
chaines y et celles des autres immunoglobulines A, M, D et E sont désignées
respectivement par a, y, 6 et €. Il existe aussi des sous-classes d'immunoglobulines,
qui sont déterminées par les différentes combinaisons entre la chaine légére (soit K
ou A) et la chaine lourde (a, p, & ou €) de chacune des classes.

Chaque chaine légere est liée a une chaine lourde par une liaison covalente
disulfure et par des interactions électrostatiques, hydrogénes et hydrophobes. Ces
deux chaines polypeptidiques s’associent deux a deux par liaison disulfure pour
former la structure de base a quatre chaines polypeptidiques.

Pour chacune des classes d'immunoglobuline, les chaines Iégéres et les chaines
lourdes ont un domaine, sur leur extrémité N-t, variable d’un anticorps a l'autre. Ces
domaines sont désignés par V| et Vy. Les autres domaines (C., Cu1, Cu2, et Cp3) de
limmunoglobuline sont des domaines constants.

Le traitement d’'une molécule d’lgG avec une protéase, la papaine, provoque son
clivage en trois fragments : deux fragments Fab (fragment antigen binding) qui
contiennent chacun un site unique de liaison a l'antigene (le paratope), et un
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fragment Fc (fragment cristallisable). Les domaines variables des anticorps sont

situés au niveau des fragments Fab [27].
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Fig.l.20. Représentation schématique de la structure de base des immunoglobulines.

La figure 1.20 présente les différents groupements chimiques fonctionnels des
anticorps: les fonctions amines et carboxyliques terminales, les fonctions amines des
chaines latérales de leurs résidus lysines et arginines, les fonctions carboxyles des
résidus aspartates et glutamate, et les résidus oligosaccharidiques du fragment Fc.
Les fragments Fab des anticorps, issus du clivage par la papaine, possédent des
groupements thiols libres. L'ensemble de ces fonctions réactives permet

d’immobiliser les anticorps sur des supports solides [29].

1.2.3.1. Anticorps anti-histones au cours de maladies

auto-immunes

La reconnaissance des constituants du soi ou l'auto-réactivité n’est pas un
phénoméne en lui-méme pathogéne. En effet, des auto-anticorps anti-ADN natif,
anti-histones et anti-nucléosomes peuvent étre produit dans des cellules normales.
Ainsi,. des auto-anticorps anti-nucléaires peuvent étre détectés chez presque un tiers
de sujets sains, ces anticorps étant contre des antigenes nucléaires comme les
ribonucléoprotéines [30, 31], ou les protéines histones; 6% de sujets sains possedent
des auto-anticorps anti-histones [32]. Par ailleurs, I'altération de la sélection clonale,

62



CHAPITRE | ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

de la régulation ou de l'apoptose des lymphocytes T et/ou B peut induire des
maladies auto-immunes.

Les maladies auto-immunes touchent plus de 5 % de la population dans le monde et
leur pathologie est encore mal comprise. Elles peuvent étre associées a des facteurs
génétiques, hormonaux, environnementaux, ou des agents infectieux. Elles peuvent
étre classées en deux catégories : 1) les maladies spécifiques d’'un organe (diabete
de type 1, thyroidite...), et 2) les maladies systémiques (lupus érythémateux
systémique LES, polyarthrite rhumatoide...) [33].

Les auto-anticorps anti-histones peuvent étre détectés au cours de différentes
maladies auto-immunes: le Lupus Erythémateux Systémique ou LES [34] , la
polyomyosite/dermatomyosite [35] , la sclérodermie [36] , la polyarthrite rhumatoide
[37] et les maladies auto-immunes du foie (cirrhose biliaire primitive) [38].

La prévalence des auto-anticorps anti-histones est de 90 % chez les patients atteints
de LES [34]. Cette maladie est caractérisée par la production d’auto-anticorps dirigés
contre des composants de la chromatine dont les nucléosomes, 'ADN et les
histones. Dans cette thése, nous nous sommes intéressés a la détection d’anticorps
anti-histones dans le sérum de patients atteints de LES.

Le LES est une maladie systémique ou le systeme immunitaire s’attaque aux tissus
conjonctifs de plusieurs organes du corps: la peau, les muscles, les os, les
poumons, le cceur, les reins. Le LES atteint aussi les systemes sanguin,
immunologique et nerveux. Il survient trois fois plus chez les femmes que chez les
hommes, et sa prévalence est généralement estimée a 1%o. Sa pathogenése peut
étre associée a des facteurs génétiques (prédisposition génétique, déficit en
protéines du systéme du complément), environnementaux (exposition aux rayons
UV), ou une infection virale (ex : virus Epstein-Barr) [34, 39]. Le LES peut aussi étre
induit par des médicaments contenant de la procainamide ou de I'’hydralazine, qui

provoquent une autre variante de la maladie dite lupus induit [40].

Les symptdmes du LES sont variés, certains ne sont pas tres spécifiques de la
maladie : une fatigue extréme, une perte de poids, de la fievre. D’autres symptdmes
sont plus spécifiques et constituent les criteres de I'American College of
Rheumatology (ACR) pour le diagnostic du LES. Ces symptdmes sont : une rougeur

au niveau des joues en forme d’ailes de papillon (rash malaire), une éruption cutanée
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rouge de forme discoide, une photosensiblité qui se manifeste par une éruption
cutanée apres exposition au soleil, des ulceres dans la bouche, une inflammation et
des enflures des articulations, des douleurs musculaires, des douleurs au thorax
durant les respirations, une inflammation du péricarde, un désordre rénal,
neurologigue, une dépression, un désordre au niveau du systeme sanguin
(hémolyse, leucémie). Les tests sérologiques révelent la présence d’une variété
d’anticorps antinucléaires dirigés contre des ribonucléoprotéines (RNP, Sm, Ro) et
contre les composants de la chromatine (anti-nucléosomes, anti-ADN, anti-histones).
Des protéines inflammatoires sont également détectées comme la protéine C
réactive (CRP). Une personne est atteinte de LES si elle présente au moins quatre
des critéres de 'ACR.

La détection des anticorps anti-nucléaires n’est donc pas un critere suffisant pour
évaluer l'activité de la maladie chez les patients atteints de LES, bien qu’ils soient
présents chez la plupart de ces patients. Parmi ces anticorps, les anti-ADN natif sont
les plus spécifiques pour le diagnostic du LES.

La présence des auto-anticorps dans le sérum au cours du LES reste encore mal
comprise. Elle peut étre associée a un phénoméne de déficience au niveau de
I'élimination de cellules apoptotiques de 'organisme.

Au cours du LES, l'exposition aux rayons UV et linfection virale déclenche la
formation des éruptions cutanées ou « rash » chez les patients [41-43]. Dans les
conditions physiologiques normales, les cellules apoptotiques sont éliminées par
phagocytose. Une défaillance de la phagocytose des cellules apoptotiques entraine
la fragmentation de ces cellules et la libération d’antigénes intracellulaires. Ces
fragments ne sont pas reconnus par le systeme immunitaire comme des substances
du « soi » et déclenchent alors une réponse immunitaire qui peut se manifester par la
production d’auto-anticorps. Cette défaillance peut étre due a une déficience en
protéine du systeme du complément, la protéine C1qg. Les récepteurs de cette
protéine a la surface des phagocytes sont extrémement importants pour les
mécanismes d’élimination des cellules apoptotiques. Les complexes immuns (auto-
antigéne/auto-anticorps) qui sont formés en réponse aux antigénes intracellulaires,
entrainent une consommation de plus en plus importante de la protéine (C1q), déja
déficiente, et provoquent une inflammation au niveau des vaisseaux sanguins. La

déficience en C1q diminue alors la possibilité d’éliminer ces complexes immuns par
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opsonisation par les phagocytes, donc d’éliminer les corps apoptotiques (dont les
auto-antigénes) par phagocytose [41].

Parmi la variété d’auto-anticorps produits alors au cours du LES, les anticorps anti-
histones détectés peuvent étre dirigés contre des complexes d’histone, des diméres
(H2A-H2B) ou contre les protéines histones individuelles.

11.3. Peptides

Les peptides sont constitués de chaines d’acides aminés liés entre eux par
des liaisons peptidiques covalentes. Une chaine composée de deux ou trois acides
aminés constitue un oligopeptide. A partir de quatre acides aminés (tétrapeptide), la
molécule est dite polypeptide. En général, les peptides ont une masse moléculaire
inférieure a 10 kDa [44].

La structure primaire ou la séquence d'un peptide, est I'ordre dans lequel sont
enchainés les résidus d’acides aminés de la molécule. Les peptides peuvent avoir
une structure linéaire, ramifiée, cyclique ou semi-cyclique. Les peptides linéaires sont
les plus fréquents. Par convention, le premier acide aminé de la séquence d’'un
peptide linéaire est celui dont le groupement amine lié au Ca est libre et n’est pas
engagé dans une liaison peptidique : c’est I'extrémité N-terminale. Le dernier acide
aminé est celui dont le groupement carboxyle en Ca est libre : c’est I'extrémité
C-terminale du peptide.

Des fragments peptidiques bien définis constituent les sites actifs des protéines
(antigénes, enzymes...). lls ont un rble essentiel au niveau des interactions
biologiques entre les protéines et leurs ligands. Ces sites peuvent étre constitués de
séquences d’acides aminés consécutifs au niveau de la structure primaire d'une
protéine (ce site constitue un épitope linéaire s'’il s’agit d’'un antigene), ou peuvent
étre formés par le repliement des chaines peptidiques de la protéine, qui rapproche
les résidus d’acides aminés responsables de l'interaction biologique avec le ligand
(ce site constitue I'épitope conformationnel d’'un antigene).

Les peptides ont une structure moins complexe et plus stable que celle des
protéines. L'analyse des activités et des fonctions biologiques des protéines peut
étre effectuée en étudiant les interactions entre des fragments peptidiques
synthétiques constitutifs du site actif d’'une protéine et leurs ligands. C’est le cas pour
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I'étude des interactions spécifiques entre un peptide épitope d’'une protéine et son

anticorps spécifique.

Les peptides, contrairement aux protéines, peuvent étre synthétisés chimiquement
en phase solide. ce qui représente un intérét considérable au niveau des applications
biologiques et biomédicales (ex: criblage d’épitopes, production de vaccins
synthétiques) [21].

11.3.1. Synthése peptidique en phase solide

Les peptides peuvent étre synthétisés en phase solide selon plusieurs
approches, on distingue : la synthése sur billes de résine en polystyréne ou en
polyacrylamide [45], et la synthése en SPOT sur membrane de cellulose ou de
polypropyléne [46].

11.3.1.1. Synthése peptidique sur résine

La synthése peptidique sur résine peut s’effectuer selon deux stratégies : la
stratégie Boc (t-Butyloxycarbonyle), et la stratégie Fmoc
(9-Fluorénylméthoxycarbonyle), basées toutes les deux sur le méme principe
(fig.1.21).

La synthése peptidique en phase solide (SPPS) a été mise au point par Bruce
Merrifield, en 1963. Elle consiste a fixer par liaison covalente le premier acide aminé
sur un support solide et ajouter ensuite les acides aminés consécuitifs, en les liant par
couplage covalent I'un aprés l'autre, a I'extrémité de la chaine peptidique en cours de
synthése. A la fin de la synthese, le peptide peut étre clivé du support, purifié par
chromatographie liquide (LC) et caractérisé par spectrométrie de masse (MS). La

synthése peut étre manuelle ou automatisée a I'aide d’un synthétiseur peptidique.

Selon la stratégie Boc, selon Merrifield, la synthése s’effectue sur un support solide
constitué de billes de résine en polystyrene (PS, 1% DVB ou divinylbenzene). Il s’agit
d’'un support stable et insoluble dans les solvants utilisés au cours de la synthése. La
résine est substituée par un groupement chlorométhyle. Le premier acide aminé est
fixé par une liaison ester via son groupement acide a-carboxylique. La synthése
s’effectue de I'extrémité C-terminale vers I'extrémité N-terminale du peptide, donc la

chaine en cours d’élongation présente un groupement amine libre. La fonction
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a-amine de chaque acide aminé incorporé a la chaine doit étre protégée, sinon les
acides aminés pourraient réagir avec des molécules analogues. Cette fonction est
protégée par un groupement Boc (t-Butyl-oxycarbonyl), clivable aprés un traitement a
I'acide trifluoroacétigue CFsCOQOH (TFA). Aprés le couplage du premier acide aming,
sa fonction a-amine est déprotégée, pour permettre le couplage a I'acide aminé
suivant. Les chaines latérales des acides aminés portant des groupements réactifs
(NH,, COOH, OH, SH) doivent également étre protégées afin d’éviter des réactions
secondaires au cours des couplages. Ces groupements protecteurs résistent au
TFA, mais ils sont clivables a l'acide fluorhydrique liquide (HF) ou a l'acide
trifluorométhanesulfonique (TFMSA). Ces deux acides forts permettent de cliver en
méme temps le peptide du support, a la fin de la synthése [47]. L'utilisation des

acides forts est une limitation a cette stratégie.

La stratégie Fmoc a été introduite par Carpino en 1973 [48]. La fonction a-amine est
protégée par un groupement Fmoc clivable en milieu basique, et les chaines
latérales des acides aminés sont protégées par des groupements acido-labiles
stables en milieu basique, comme le groupement t-Boc. Elles sont déprotégées au
moment du clivage du peptide de la résine par un traitement au TFA (fig.l.21). Par
comparaison a la stratégie Boc, les réactions de déprotection du groupement a-

amine et de clivage du peptide se déroulent dans des conditions plus douces.

Au cours de notre travail, la synthése peptidique sur résine a été effectuée selon la
stratégie Fmoc. La résine en polystyrene (PS, 1% DVB) est substituée par un
groupement hydroxyméthyle [49]. Le premier acide aminé, est dissous dans un
solvant organique comme le diméthylformamide (DMF), sa fonction a-carboxyl est
activée en présence d’'un carbodiimide (ex : diisopropyl carbodiimide ou DIC) et d’un
activateur (ex : hydroxybenzotriazole ou HOB4). Il est ensuite couplé a la résine via
une liaison ester. La réaction de couplage s’effectue sur ~ 90 min.

Le clivage du groupement Fmoc s’effectue dans des conditions basiques
(20% pipéridine/diméthylformamide ou DMF). Le clivage du groupement Fmoc
engendre un produit chromophore, le dibenzofulvéne-pipéridine (DBF-pipéridine),
détecté par spectrophotométrie UV (~301 nm), ce qui permet d’évaluer

quantitativement le rendement de déprotection des groupements a-amines.
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Aprés plusieurs cycles de couplage/déprotection, les chaines latérales du peptide
sont déprotégées au cours du clivage du peptide de la résine, par un traitement dans
un meélange a 95%TFA dans du dichlorométhane CHCl, (DCM), pendant 1 - 2h.
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Fig.l.21. Synthese peptidique sur résine selon la stratégie Fmoc (e : groupement protecteur de la
chaine latéral;, n: nombre dacide aminés de la chaine peptidique; Analyse LC-MS:

Chromatographie Liquide-Spectrométrie de Masse).
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Chaque cycle de synthése consiste donc en quatre étapes principales : 1) activation
et couplage d’un acide aminé protégé, 2) déprotection a la pipéridine, 3) lavages, 4)
activation et couplage de l'acide aminé suivant. Apres le clivage du peptide, le
peptide synthétisé est purifié par HPLC (Chromatographie Liquide a Haute
Performance) et caractérisé par spectrométrie de masse (MS).

Donc, la synthése d’'une chaine peptidique a n résidus demande, au moins, 2n
étapes réactionnelles, une pour le couplage et une pour la déprotection de chaque
résidu. Pour synthétiser un polypeptide avec un rendement final suffisant, il faut que
chaque réaction soit pratiquement quantitative, car le rendement du produit final
décroit exponentiellement apres chaque étape. Méme si le rendement de chaque
réaction est de ~ 99,5%, la longueur des chaines peptidiques synthétisées est limitée
a environ 60 résidus, pour un rendement final de synthése de
(0,995'2° x 100) = 54% [21].

11.3.1.2. Synthese en SPOT sur membrane

Cette méthode a été développée par Frank en 1992 [46, 50]. Elle est basée
sur le méme principe de la techniqgue de synthese peptidique sur résine. Elle est
effectuée selon la stratégie Fmoc [47].

Cette technique a été développée pour synthétiser en paralléle plusieurs séquences
peptidiques différentes sur un méme support solide plan. Aprés la synthése
peptidique, différentes applications peuvent étre effectuées soit en phase solide,
directement sur le support, soit en solution aprés le clivage du peptide synthétisé
[51].

La technique en SPOT consiste a synthétiser des peptides sur des spots distincts et
arrangés sur une membrane poreuse plane de cellulose ou de polypropylene.
Chaque spot constitue une gouttelette considérée comme un microréacteur. Des
solvants non volatiles doivent étre utilisés pour maintenir les spots dans un
environnement hydraté. La synthése s’effectue par dépbt séquentiel, manuel ou
automatisé, d’acides aminés activés et de réactifs sur chaque spot de la membrane.
La taille des spots (diamétre compris entre 1 et 1,5 mm) est déterminée par le
volume des solutions déposées, du solvant ainsi que par les propriétés physiques de
la surface de la membrane (19 x 28 cm, 15 — 128 spot/cm?) [51] (fig.1.30).
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Fig.l.22. Schéma général de la technique de synthese en SPOT et ses applications [51, 52].

La surface plane utilisée pour la synthése en SPOT doit répondre a certains critéres
comme: 1) la stabilité mécanique a travers les différentes étapes de la synthése,
(dépbt des solutions, lavages, clivages), 2) l'accessibilité aux groupements
fonctionnels réactifs sur la surface, 3) le caractere hydrophile, propriété nécessaire
pour éviter les interactions non spécifiques au cours des tests effectués en phase
solide et 4) la disponibilité commerciale [51].

Les membranes de cellulose [46, 53-56] ou de polypropyléne [57, 58] peuvent étre
substituées par des fonctions amines réactives, permettant de fixer le premier acide
aminé par son extrémité C-terminale par une liaison amide covalente. Par
comparaison a la stratégie Fmoc effectuée sur résine, la réaction de couplage de
chaque acide aminé sur membrane s’effectue sur 15 min. Les membranes de
cellulose sont stables pendant 3 hrs dans une solution a 50% TFA/DCM ou 1 h dans
une solution & 90% TFA pour la déprotection des chaines latérale du peptide.
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Toutefois, les liaisons glycosidiques de la cellulose sont sensibles aux solutions
acides. Les membranes de polypropyléne fonctionnalisées sont plus stables pour le
traitement au TFA [51].

Si le peptide synthétisé doit étre ultérieurement clivé de la membrane, il peut étre
immobilisé via un bras espaceur photolabile (« photolinker »). Ce bras espaceur
posseéde d’un c6té une fonction acide carboxylique qui permet de le fixer au support
aminé par une liaison amide, et de l'autre c6té une fonction amine permettant de lier
le peptide a la surface. La liaison amide du photolinker avec le support est stable au
traitement TFA de déprotection des chaines latérales du peptide. Le photolinker peut
étre clivé par des irradiations UV a une longueur d’onde de 365 nm [56, 59].

La synthése sur membrane permet d’obtenir des chaines peptidiques de ~ 15 mers.
Les peptides clivés du support sont purifiés par HPLC et caractérisés par
spectrométrie de masse (MS). Les peptides clivés et récupérés en solution peuvent
étre utilisés pour la détermination et le criblage d’épitopes [60]. Les peptides non
clivés permettent d’effectuer plusieurs analyses biologiques en paralléle sur le
support, comme : le test d’interaction entre des peptides et des anticorps pour le
criblage d’épitopes [61], l'identification de substrats enzymatiques par modification
des peptides sur le support (phosphorylation par les kinases [62-65] ou clivage par
les protéases [66]) (fig.l.22). Des interactions entre les peptides et les acides
nucléiques, ou les peptides et les ions métalliques peuvent également étre testées
[51].

lll. Les tests immunologiques classiques

La détection des interactions moléculaires entre un antigene (Ag) et un
anticorps (Ac) peut étre effectuée par différentes techniques immunologiques
d’application courante en recherche fondamentale et en analyse médicale. La
réaction entre I'épitope de I'antigéne et le paratope de I'anticorps fait intervenir
différents types de liaisons non covalentes: des liaisons hydrogenes,
électrostatiques, les forces de Van der Waals et des liaisons hydrophobes. Ces
interactions sont réversibles et la constante d’association a I'équilibre (Ka en L mol™)
permet de définir I'affinité d’'un Ac pour un Ag :
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[Ag Ac]

Ag v+ A —/—= AdAC Ky= ————
" [AdlAc]

Une constante d’affinité de l'ordre de 10° — 10 L.mol™ correspond & une faible
affinité, alors qu’une constante d’affinité de I'ordre de 10" — 10" L.mol™ correspond
a une forte affinité antigene-anticorps. L’interaction Ag-Ac est évaluée soit par la
détection ou dosage des antigenes, soit par la détection et le titrage des anticorps

dans un milieu biologique.

Différents types de tests immunologiques peuvent étre effectués pour détecter des
anticorps anti-histones (AAH) dans le sérum : les techniques ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), Western blot ou immunotransfert, dot blot et

'immunofluorescence.

Deux parameétres principaux doivent étre considérés dans les tests immunologiques
de diagnostic : la sensibilité et la spécificité. Pour établir la valeur diagnostique d’un
test par rapport a une pathologie, il est nécessaire de comparer une population
malade a une population de sujets sains témoins.

La sensibilité est le nombre de sujets malades (vrais positifs) par rapport au nombre
total de sujets dans la population malade (vrais positifs + faux négatifs).

La spécificité est le nombre de sujets sains (vrais négatifs) par rapport au nombre
total de sujets dans le groupe témoin (vrais négatifs + faux positifs) [33].

Les techniques classiques qui ont été appliquées au cours de cette thése sont
'ELISA et le Western blot.

lll.1. Technique ELISA

Cette technique est basée sur la détection et le dosage d’anticorps ou
d’antigénes sur support solide. L’interaction biologique entre I'antigéne et I'anticorps
est détectée suite a une réaction colorimétrique catalysée par une enzyme. Différents
types de tests ELISA peuvent étre appliqués ; la détection et le titrage des anticorps
s’effectuent par la techniqgue ELISA indirecte et la détection et le dosage des
antigénes selon la méthode ELISA sandwich.
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L’ELISA s’effectue dans des microplaques en polystyrene (128 x 86 mm), réparties
en 96 ou 384 puits.

Les plaques a 96 puits (2 fond du puits ~ 6,5 mm; 400 plL/puits) sont couramment
utilisées (fig.1.23).
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La technique ELISA indirecte consiste en plusieurs étapes (fig.1.24).

4) Addition de 5) Addition
2) Saturation l'anticorps
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avec antigéne Fanticorps primaire densité optique

Fig.l.24. Technique ELISA indirecte pour la détection d’anticorps dans un échantillon biologique [27].

1) Immobilisation de I'antigéne (ex : protéine connue) par adsorption physique au
fond des puits de la microplaque (100pL de solution d’antigene/puits).

2) Lavages des puits, et saturation des sites libres, avec des protéines comme
'albumine bovine (BSA : Bovine Serum Albumin) ou les protéines du lait (caséine).
En général, un volume de 200uL de solution de saturation est déposé par puits.

3) Lavages de la plaque et incubation de l'antigéne immobilisé avec 100uL de
'échantillon biologique a analyser (ex: sérum). L’anticorps a détecter dans
I'échantillon est désigné par anticorps primaire.

4) Lavages de la plaque et addition de 100uL d’'une solution d’anticorps secondaire
lié a une enzyme et dirigé contre I'anticorps primaire. L’anticorps secondaire se lie
alors au complexe Ag-Ac primaire

5) Lavages pour éliminer les adsorptions non spécifiques des anticorps non liés et
addition du substrat de 'enzyme (100uL/puits).
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Aprés l'addition du substrat, I'enzyme catalyse la réaction qui produit un
chromophore (produit coloré) détecté dans le domaine du visible.

6) Mesure de I'absorbance sur un lecteur de microplaque ou un spectrophotométre.
Les valeurs de DO sont proportionnelles a la quantité d’anticorps spécifique présent
dans I'échantillon. Ces valeurs sont réparties sur une échelle entre 0 et 3.

En général, I'étape de recouvrement de la plaque avec I'antigene peut s’effectuer sur
une nuit, la saturation sur 2 h et I'incubation des anticorps sur 1 h.

La détection d’anticorps dans le sérum de patients peut étre qualitative : en utilisant
une méme dilution pour tous les sérums étudiés, un seuil de positivité est déterminé
a partir des valeurs de I'absorbance mesurées dans une population de sujets sains.
Pour une mesure quantitative d’anticorps, l'analyse peut étre effectuée par la
détermination du titre en anticorps : pour chaque sérum étudié, une gamme de
dilutions est préparée (généralement a base 2 a partir d’'une dilution initiale au
1:10 ou 1:100) et la réaction obtenue avec chaque dilution est mesurée. Le titre
correspond a l'inverse de la plus grande dilution permettant d’observer une réaction

positive. Il dépend de la concentration des anticorps et de leur affinité.

Le principe de la technique ELISA sandwich appliquée pour la détection et le dosage
d’antigénes, consiste a recouvrir le fond des puits avec une solution d’anticorps

monoclonal spécifique de lantigene a détecter

(fig.1.25). L’anticorps adsorbé est incubé avec

'échantillon biologique a analyser. Un second E ,lE
anticorps, lié a une enzyme (E) et dirigé contre un

épitope de l'antigéne distinct de celui reconnu par

I'anticorps de capture, est ensuite ajouté. Le second
Fig 25, ELISA sandwich:

anticorps est souvent un anticorps polyclonal. La ia formation du procult

révélation de la présence de I'antigéne s’effectue par colore est proportionnelie &
la  guantitée  d'antigene
une réaction colorimétrique selon le méme principe que dosé,

la technique ELISA indirecte.

La formation du produit coloré est dans ce cas proportionnelle a la quantité
d’antigénes présents dans I'échantillon analysé. Le signal obtenu augmente en
fonction de la concentration en antigéne ajouté jusqu’a atteindre un plateau

correspondant a la saturation de la réaction. La concentration de I'antigéne dans le
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milieu biologique peut étre déterminée par référence a une courbe étalon obtenue
avec des concentrations d’antigénes connues [33].

L’enzyme le plus souvent utilisée pour le marquage des anticorps est la péroxidase
du raifort (HRP : Horse Radish Peroxidase). Cette enzyme réagit avec son substrat
'OPD ou o-phénylénediamine, en présence de l'eau oxygénée et catalyse une
réaction qui produit un chromophore, le 2,3 diaminophenazine détectable a une
longueur d’'onde de 492 nm :

N”Z HRP P\._‘\H NH-
3H,0,+2 —— 6H,0+ @J/\ Q:

. o

NH, N NH,

Eau oxygénée  OPD Eau 2 3-diaminophenazine
A~ 492 nm

La technique ELISA est pratigue et simple a mettre en oeuvre, cependant les
protéines sont des molécules trés sensibles aux changements de conditions du
milieu environnant (température, pH...). Leur immobilisation par physisorption
s’effectue de maniére aléatoire sur le support en polystyrene, entrainant une
altération de leur conformation tridimensionnelle et une diminution de l'accessibilité
des biomolécules analysées a leurs sites actifs. Ceci peut limiter lefficacité
(sensibilité et spécificité) des tests effectués par cette technique.

lll.2. Technique Western blot ou immunotransfert

La technique Western blot appelée aussi immunotransfert est utilisée pour
détecter spécifiguement une protéine présente dans un milieu complexe. Cette
technique est appliqguée pour l'identification des différentes classes d’histones (H1,
H2A, H2B, H3 et H4) cibles des anticorps anti-histones dans le sérum.

Cette technique est semblable a I'ELISA. Elle se réalise selon les étapes suivantes
(fig.1.26).

75



CHAPITRE | ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Cathode Réplique, sur

= membrane de
@ g nitrocellulose, du gel m

d’électrophorése @ )
+ 5

@ Gel
Anode 1) Séparation des 2) Transfert des 3) saturation des 4) Incubation avec les  5) Addition de 6) Addition du substrat
protéines par protéines du gel sur gites de liaisons anticorps primaires  Ianticorps de 'enzyme et formation
électrophorése la nitrocellulose libres de la dirigés contre les secondaire lié du produit colorimétrique
sur gel nitrocellulose et protéines d’intéréts aune enzyme
incybation ayeC_Ies Visualisation de chaque
anticorps primaires protéine recherchée
dirigés contre les bande colorée

protéines d'intéréts

Fig.l.26. Technique Western blot ou immunotransfert pour la détection des protéines [33].

1) Les protéines sont séparées, selon leur masse moléculaire, par électrophorése sur
gel de polyacrylamide contenant du dodécyl sulfate de sodium (SDS-PAGE).

Le gel est coulé sous forme d’'une fine plaque rectangulaire, dans laquelle plusieurs
échantillons peuvent étre analysés simultanément. Les protéines sont dissoutes
dans une solution tampon, généralement a pH ~ 9, contenant du SDS (agent
dénaturant), elles ont une charge nette négative. Les solutions protéiques sont
déposées dans des puits préformés au sommet du gel (2,5 — 10ug / puits), un
courant continu est appliqué a travers le gel pendant 30 — 90 min et les protéines
vont migrer de la cathode vers 'anode.

2) Aprés I'électrophorese, le gel est appliqué sur une membrane de nitrocellulose sur
lagquelle les protéines vont se fixer par adsorption physique. C’est I'étape de transfert.
3) Les sites libres de la membrane de nitrocellulose sont ensuite saturés avec une
protéine, comme la caséine du lait, pour éviter les adsorptions non spécifiques des
anticorps incubés dans les étapes suivantes. Cette étape peut s’effectuer sur
30 min.

4) Apres lavages, les anticorps primaires contenus dans I'’échantillon biologique sont
incubés avec la membrane pendant 90 min.

5) La membrane est lavée et incubée avec I'anticorps secondaire lié a une enzyme,
(comme dans le cas de 'ELISA), pendant 90 min.

6) Aprés lavages, le substrat de I'enzyme est ajouté, et une réaction colorimétrique
qui produit un chromophore permet de visualiser, sous forme de bandes colorées, les
différentes protéines reconnues par les anticorps contenus dans ['‘échantillon
biologique [21].
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Un anticorps secondaire lié a un élément radioactif peut aussi étre utilisé, dans ce
cas la révélation des bandes sur la membrane s’effectue par autoradiographie.
Notons que les anticorps contenus dans le sérum analysé interagissent avec des
protéines dénaturées sur la membrane de nitrocellulose. Ces protéines présentent
donc des épitopes linéaires.

La technique d'immunotransfert est souvent plus sensible que la technique ELISA
dans la recherche des anticorps anti-histones chez des patients atteints de LES.
Toutefois, le sérum de ces patients peut contenir des anticorps qui reconnaissent des
épitopes linéaires et conformationnels. Ainsi, des sérums peuvent étre positifs en
ELISA et négatifs en immunotransfert. En effet, si ces sérums contiennent des
anticorps dirigés contre des épitopes conformationnels, ceux-ci seront dénaturés au
cours de I'électrophorése sur gel, et ne seront donc plus reconnus par les anticorps
en immunotransfert. Par contre, certains sérums peuvent étre positifs uniquement en
immunotransfert. Cette réactivité peut étre due a la présence d’anticorps dirigés
seulement contre des épitopes linéaires qui sont alors inaccessibles aux anticorps en
ELISA.

Les anticorps dirigés contre les histones de classe H1 (AAH-H1) sont souvent
prédominants (55 — 60%) [67, 68]. Les fréquences des AAH de classe H2A et H2B
sont moins élevées (50- 55%) mais plus importantes que celles des AAH de classe
H3 (~ 35%) et H4 (~30%) [68-71] .

La prédominance des AAH-H1 peut étre due a la localisation de H1 sur la face
externe du nucléosome, ce qui la rend plus accessible a la réponse immunitaire que
les autres classes d’histones. Par rapport aux histones du cceur du nucléosome, les
histones H2A et H2B sont orientées vers I'extérieur de I'octamere d’histones ce qui
les rend également plus accessibles que les histones H3 et H4 orientées vers
l'intérieur de 'octamere [68, 71].

IV. Les biopuces a protéines et a peptides

IV.1. Introduction

La technologie des biopuces permet d’effectuer simultanément des tests
miniaturisés, de haute sensibilité, sur plusieurs molécules d’intérét présentes dans un
échantillon biologique de faible volume [72-74]. Une biopuce est constituée d’un
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support solide (silice, verre, métal ou polymére) sur lequel sont immobilisées des
biomolécules appelées « sondes ». La surface du support est traitée chimiquement
pour permettre le greffage de ces sondes (fragments d’acides nucléiques, protéines,
peptides, sucres, cellules ou tissus). Les sondes sont immobilisées et organisées en
matrices (d’ou le terme de « microarrays ») sur le substrat solide. Chaque sonde est
localisée en des endroits définis appelés « plots » ou « spots ». Un spot contient un
grand nombre de copie d’'une méme molécule sonde. Chaque sonde a été choisie
pour reconnaitre spécifiguement, par affinité, une molécule cible (ex : protéines,
acides nucléiques...) éventuellement présente dans un milieu biologique a analyser.
La surface de la puce est mise en contact avec I'échantillon biologique a analyser
(sérum, extrait cellulaire ou autre échantillon biologique d’intérét). Apres élimination
des molécules en exces, la biopuce est analysée spot par spot pour détecter et
déterminer quelle sonde a capturé une cible. Les systemes de détection de
biomolécules cibles sur biopuces peuvent étre basés sur différentes techniques. La
plus classique est désormais certainement la fluorescence. On peut recenser
également la chimiluminescence, la spectrométrie de masse, la radioactivité, les
mesures électrochimiques, optiques, massiques, électriques.

La figure 1.27 montre quelques exemples de puces a protéines: les sondes
protéiques sont immobilisées sur des surfaces solides planes et incubées avec des
biomolécules cibles marquées, dans ce cas par des fluorophores. Les interactions
moléculaires spécifiques sont détectées aprés analyse de la fluorescence [75].
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Fig.l.27. Exemple de puces a protéines effectuées sur support solide plan. Détection de différentes
interactions moléculaires par analyse de fluorescence [75].

Le développement des puces a protéines bénéficie de I'expertise liée a I'évolution de
la technologie des puces a ADN, qui a connu un grand essor dans le domaine de la
recherche fondamentale et biomédicale. Les puces a ADN peuvent étre élaborées
selon deux stratégies différentes: i) les sondes peuvent étre préparées
individuellement, puis immobilisées sur la surface de la puce (méthode ex situ) [76],
ou ii) les sondes sont synthétisées directement sur la surface de la puce par
synthése chimique d’oligonucléotides sur la surface (méthode in situ) [77-80]. Le
développement de ces biopuces a permis de mettre au point des essais miniaturisés,
a trés haute densité, fabriqués sur des substrats en verre (lames de microscope).
Ces puces permettent d’analyser l'expression de la totalité du génome d’un
organisme au sein d’'une seule expérience [81, 82]. L'évolution des technologies a
permis de faire émerger des méthodes industrielles de fabrication et de production
de puces a ADN de grande qualité (Affymetrix, Agilent).

Pourtant, les efforts engagés dans le domaine de la génomique pour analyser les
différents processus biologiques, physiologiques et pathologiques n’ont pas permis
d’aboutir a une compréhension suffisamment vaste et profonde des phénoménes du
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vivant. Il apparait que la compréhension de ces phénoménes nécessite, en plus de
'approche génomique, des analyses au niveau de I'expression des protéines elles-
mémes. Une faible corrélation existe en effet entre 'activité des génes et I'expression
des protéines [19, 20]. Ceci est di notamment aux modifications post-
traductionnelles des protéines, comme le clivage (élimination de la méthionine
initiale), I'addition de groupements chimiques (phosphorylation, acétylation) ou
d’autres molécules plus complexes (lipides, sucres). L’étude du comportement des
protéines nécessite le développement d’outils toujours plus pointus et puissants :
électrophorése sur gel a deux dimensions, chromatographie, spectrométrie de
masse, ELISA, Western blot. Les puces a protéines constituent un outil additionnel,
permettant d’étudier les interactions protéine/ligand avec un débit encore

inatteignable par les méthodes classiques.

Les puces a protéines peuvent étre divisées en deux grandes catégories :

1) les puces fonctionnelles, développées généralement en recherche
fondamentale pour étudier les fonctions des protéines [83]. Un grand nombre de
protéines, de peptides ou méme la totalité d’'un protéome peuvent étre immobilisés
sur supports. Ces puces sont utilisées pour analyser des interactions biochimiques
entre les protéines et leurs ligands. Elles permettent d’étudier les effets des substrats
sur les activités enzymatiques [84], les interactions entre les protéines et les acides
nucléiques [85], les cibles pharmaceutiques [86, 87], ou d’autres petites molécules,
ainsi que d’étudier les activités des hormones [88] ou de déterminer des sites
antigéniques ou épitopes [89, 90].

2) les puces de diagnostic, qui permettent de déterminer la présence
et/ou l'abondance de protéines d’intérét présentes dans un milieu biologique
complexe comme le sérum [91-93]. Des antigénes ou des anticorps sont immobilisés
sur le support, pour pouvoir détecter des interactions spécifiques avec les molécules
cibles présentes dans un échantillon biologique. Ces puces sont utilisées pour le
diagnostic des maladies auto-immunes [94-97], génétiques, les infections virales ou
bactériennes [98, 99], tumorales [93], ou allergiques [100, 101].

La conception et la fabrication de puces a protéines et a peptides fonctionnelles

nécessite de dépasser plusieurs verrous technologiques.
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IV.2. Les verrous technologiques

Comme nous l'avons dit plus haut, le développement des puces a protéines et
a peptides a tiré profit de la technologie mise au point pour les puces a ADN.
Cependant, la structure de la molécule d’ADN et les interactions mises en jeu entre
deux brins d’ADN complémentaires sont beaucoup plus simples et plus stables que
ce que l'on peut obtenir dans le cas des protéines. En effet, les protéines sont des
molécules beaucoup plus complexes et souvent moins stables que 'ADN de part la
diversité des éléments qui les composent (20 acides aminés) et les possibilités de
structure. Elles sont également trés sensibles aux changements des conditions
environnantes comme la température, la nature du solvant, le pH... Les peptides,
quant a eux, sont des molécules de faibles masses moléculaires, stables, faciles a
manipuler et peuvent étre synthétisés sur support solide [77]. Cependant, la structure
du peptide correspondant au site actif d’'une protéine est souvent différente de la
structure de la méme séquence d’acides aminés dans la protéine native. Ainsi
I'affinité de ce peptide vis-a-vis du ligand de la protéine est souvent plus faible que
I'affinité de la protéine compleéte.

Ainsi, pour concevoir des puces a protéines et a peptides, fonctionnelles et sensibles
[102, 103], plusieurs points doivent étre abordés tels que:
i) choisir un support solide et une chimie de surface permettant d'immobiliser et
d’orienter les protéines, afin de conserver leur structure tridimensionnelle (état natif),
leurs propriétés, et leur activité biologique, et en évitant leur détachement au cours
des différentes étapes expérimentales.

ii) contrdler la densité de greffage des sondes sur la surface,

iif) minimiser I'adsorption non spécifique des biomolécules sur la surface. Les
molécules cibles d’intéréts sont contenues dans des solutions biologiques
complexes, contenant plusieurs types de molécules différentes qui peuvent
s’adsorber sur la surface et augmenter le bruit de fond des essais,

iv) définir une méthode de détection permettant d’analyser linteraction entre
sonde et cible étudiée avec les meilleures performances analytiques (sensibilité,

seuil inférieur de détection, gamme dynamique).
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Plusieurs modeéles de biopuces a protéines et a peptides ont été fabriqués sur
différents types de supports solides. Les sondes ont été immobilisées sur les
surfaces selon différentes stratégies. Le choix du support et de la chimie de surface
dépend de la technique de détection des interactions moléculaires mises en jeu.
Quelques exemples de ces différentes approches sont détaillés dans les

paragraphes suivants.

IV.3. Supports solides et chimie de surface

Plusieurs types de supports solides ont été employés pour développer des
puces a protéines et a peptides. Ces supports solides peuvent étre des surfaces
planes de verre, de polystyrene, ou de métal, ou des supports structurés comme les
microcuvettes en verre ou en polymeére.

Les supports solides plans tels que des lames de microscope (76 x 26 mm),
sont utilisés pour la fabrication de biopuces. Le verre est un matériau rigide et de
faible colt. Il peut étre fonctionnalisé avec divers groupements chimiques permettant
le couplage des sondes sur la surface, tels que des aldéhydes [73]; des esters
activés [104], des aminosilanes [4, 105], des groupements époxy [106] , des
poly-L-lysines [107, 108]. Les lames de verre peuvent aussi étre modifiées avec du
nickel, pour immobiliser des protéines possédant des séquences (tag) d’histidine
[109].

Les supports en verre peuvent également étre structurés afin d’isoler différentes
conditions de test d’un échantillon [106, 110]. Ainsi, des microcuvettes de 4 mm de
diametre et 100 um de profondeur sont fabriquées par gravure du verre par voie
humide. La lame de verre (76 x 26 mm) est recouverte d’'un masque formé d’une
bicouche constituée de chrome (Cr) et d'un film photosensible. Le chrome assure
une surface d’adhésion entre le substrat de verre et le film photorésistant au cours de
la photolithographie. Apres la gravure, les couches protectrices sont enlevées et la
surface de verre est silanisée. Ces microréacteurs, peuvent contenir un volume de
I'ordre du microlitre [110].

D’autres types de microcuvettes (1,4 mm de diamétre, et de 300 um de profondeur ;
300 nl/cuvette) sont fabriquées avec du PDMS (polydiméthylsiloxane) coulé dans des
moules. Les couches de polymere (18 x 28 mm) sont séchées, détachées du moule
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et déposées sur des lames de verre. Le PDMS peut étre fonctionnalisé avec du
GPTS (glycidoxypropyltriéthoxysilane).

Les lames de verre peuvent aussi étre recouvertes d’'une couche mince de
métal comme l'or ou l'argent. L'or a une forte affinité pour les fonctions thiol. Des
chaines d’alkyl-thiols portant des groupements chimiques fonctionnels, peuvent étre
greffées sur un film d’or et formées, dans certaines conditions, des couches auto-
assemblées ou SAMs (self assembled monolayers) [111, 112] sur la surface. Les
substrats en or sont des supports essentiels pour les biopuces utilisant la technique
de détection par résonance des plasmons de surface (SPR) [97].

D’autres types de modifications ont été effectués sur les lames de verre, telles que le
recouvrement des surfaces par une couche de polymére comme le polyacrylamide,
le PDMS, I'agarose ou la gélatine, qui conferent au support une structure poreuse.
Les protéines sont piégées a l'intérieur d’'une matrice de gel hydraté, permettant de
conserver leur structure native et I'accessibilité a leurs sites actifs [113-115]. Des
gels hydratés supramoléculaires récemment développés, semblent étre trés efficaces
pour I'analyse des activités biologiques des protéines. Des poches aqueuses sont
créées dans la matrice du gel ou peuvent se dérouler les réactions biochimiques, et
des espaces hydrophobes permettent de piéger les produits marqués des réactions

(ex : produits fluorescents) [116].

Enfin, des supports comme les surfaces en plastique (ex : le polystyréne), ont été
utilisés pour 'immobilisation de protéines et de peptide par adsorption [117].

Ces différents types de supports peuvent étre alors modifiés selon différentes
chimies de surface de facon a contréler I'état des sondes immobilisées (orientation,

densité de greffage...).
IV.4. Les puces a protéines

IV.4.1. Stratégies d’'immobilisation des protéines sur
supports

Les différentes stratégies d’immobilisation des protéines sur des supports

dépendent du type d’interactions possibles entre la protéine et la surface de la puce.
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Des interactions directes ou indirectes peuvent s’établir entre la protéine et le
support. Les liaisons directes s’effectuent par adsorption physique, ou greffage
covalent sur la surface, ou par piégeage de la protéine a l'intérieur d’'une structure
poreuse. Les liaisons indirectes s’établissent par affinité entre une molécule couplée

a la protéine et une autre molécule immobilisée sur le support.

L’adsorption physique est le type d'immobilisation le plus simple, les sondes
étant fixées sur la surface par des liaisons hydrophobes ou électrostatiques. Les
supports solides utilisés sont les supports en plastigue hydrophobe, comme le
polystyréne [117] , les lames de verre recouvertes d’une couche de poly-L-lysine
donc chargée positivement (fig.1.28) [107, 118].

L’orientation des protéines par adsorption physique a la surface de la puce est
aléatoire et les adsorptions non spécifiques sont élevées, ceci peut limiter la
sensibilité des tests effectués sur ces puces.
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Fig.l. 28. Lame de verre recouverte d’'une couche de poly-L-lysine pour permettre l'adsorption
physique des protéines [118].

Le greffage covalent des protéines sur support met en jeu des liaisons de forte
énergie, et permet de fixer les sondes d’'une maniere plus stable. Différentes
stratégies d’immobilisation ont été décrites pour immobiliser les protéines par leurs
groupements amines (fonction amine terminale ou fonction amine des chaines
latérales des résidus lysines), ou par les groupements thiols de leurs résidus
cystéines.

Les fonctions amines des protéines peuvent établir des liaisons covalentes avec des
groupements fonctionnels substitués sur des lames de verre silanisées, tels que les
aldéhydes [73], les esters activés [119, 120] , les groupements époxy [106],
(fig.1.29.a).

Les fonctions thiols des protéines peuvent réagir avec des surfaces fonctionnalisées
par des groupements chimiques comme le maléimide [105] (fig.1.29.b).
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Fig.l.29. Stratégies d’immobilisation covalente de protéines sur verre selon différentes chimies de
surfaces. Les protéines sont immobilisées par (a) leurs fonctions amines [73, 106, 119, 120] ou (b)
thiols [105] .(R : potéine, NHS : N-hydroxysuccinimide).

L’immobilisation orientée de protéines sur un support est une stratégie plus délicate a
mettre en ceuvre, mais aussi plus efficace. Elle permet d’augmenter la densité
surfacique de sondes présentant des sites actifs accessibles sur la biopuce. Pour
faciliter l'accessibilité des molécules cibles aux sites actifs des protéines
immobilisées, les groupements réactifs de la surface sont portés par des bras
(-CHy), espaceurs bifonctionnels afin d’éloigner les protéines de la surface [121].

La stratégie dimmobilisation par affinité permet d’assurer une fixation
sélective indirecte des sondes via des interactions biologiques spécifiques, comme

celles qui s’établissent entre la biotine et la streptavidine. La streptavidine est une
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protéine comportant quatre sites spécifiques disponibles pour se lier a une molécule
de biotine, par une liaison de forte affinité (K4 ~ 4 x 10™* M) [122]. La protéine peut
étre couplée a la biotine et immobilisée sur une surface fonctionnalisée avec de la
streptavidine (fig..30) [108, 123]. Ce mode de fixation indirecte des sondes permet

de diminuer I'adsorption non spécifique des protéines sur le support.

Protéine biotinylée

‘ Streptavidine

Biotine

Surface chargée négativement

Fig.l.30. Représentation schématique de l'organisation de linterface (PLL : poly(L-lysine), PEG :
poly(éthylene glycol) [108].

Toutefois, il ne permet pas d’'orienter les protéines sur la surface car la fixation de la
biotine sur la protéine s’effectue de facon aléatoire au niveau des groupements
amine.

D’autres techniques d’immobilisation par affinité ont été développés, comme celle
utilisant des protéines recombinantes contenant une séquence poly-histidine qui
permet  dimmobiliser les protéines sur un  support de  Ni/NTA
(nickel (ll) / N-nitrilotriacétate). Ce complexe présente une forte affinité pour les
noyaux imidazoles de lhistidine. De méme, la production de protéines de fusion
contenant une séquence GST (glutathion S-transférase), permet de les immobiliser

sur des lames de verre fonctionnalisées avec le glutathion [109].

Le piégeage consiste a recouvrir la surface des lames de verre d’'une couche
de polymere comme le polyacrylamide, I'agarose ou la gélatine, ce qui confére au
support une structure poreuse. Les protéines peuvent étre mélangées avec le
polyacrylamide puis déposées a la surface du support, ou déposées directement sur
le gel adsorbé a la surface. Le film de gel, hydraté, maintient la conformation
tridimensionnelle et I'activité biologique de la protéine qui est piégée a lintérieur de
cette structure [113, 114, 116].
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La figure 1.31 montre les différentes stratégies d’immobilisation des protéines sur

supports.
Sonde active Sonde inactive Sonde active Sonde inactive
Adsorption physique Couplage covalent
Sonde active Sonde active Sonde active Sonde active
o v ol
o
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Fig.1.31. Différentes méthodes d’immobilisation des protéines. L’immobilisation non orientée des
sondes a la surface peut altérer la conformation native des protéines, diminuer leur activité
biologique ou les rendre inaccessibles a leurs cibles ou analytes (en rouge). Les sondes sont alors
dans un état inactif [84].

Ainsi plusieurs modes de fixation des protéines sur une surface et plusieurs types de
supports sont disponibles pour assurer une interaction efficace entre les sondes
immobilisées et les molécules cibles présentes dans un milieu biologique. Ces

différentes combinaisons contribuent a I'élaboration de puces a protéines.

IV.4.2. Les domaines d’applications des puces a protéines

Les puces a protéines trouvent leurs applications en recherche fondamentale
et dans le domaine biomédical. Les sondes immobilisées peuvent interagir avec
différents ligands, comme les protéines [124, 125], les peptides [126-129], les acides
nucléiques [130, 131], les lipides [87] ou les cellules [132, 133].

Les puces dites fonctionnelles, permettent d’analyser les interactions
protéines/ligands impliquées dans des activités enzymatiques ou hormonales, de
détecter de nouvelles cibles pharmaceutiques, de déterminer les sites antigéniques
des protéines ou de mettre en évidence de nouveaux partenaires a des facteurs de
transcription [84-90, 125]. Par exemple, des puces a protéines histones ont été
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développées pour analyser les interactions entre la chromatine et des protéines
responsables de la réplication, de la transcription ou de la réparation de 'ADN. Ce
type de puce a notamment permis de révéler une interaction entre les histones et
une protéine de réparation de ’ADN double brin, la RAD51B. Cette interaction n’avait
pu étre détectée par la technique classique de Western blot [134].

Les puces dites de diagnostic, permettent de caractériser les interactions
protéines/ligands impliquées dans différentes pathologies, comme les maladies auto-
immunes [94-97], génétiques, les infections virales (VIH : virus de 'immunodéficience
humaine) ou bactériennes [98, 99], les maladies tumorales [93], ou allergiques
(détection des immunoglobulines IgE) [100, 101].

Dans le cas du diagnostic des maladies auto-immunes, des protéines nucléaires,
comme les protéines histones et les ribonucléoprotéines ont été immobilisées sur
des lames de verre fonctionnalisées avec des groupements aldéhydes ou
recouvertes avec la poly-L-Lysine [94, 97]. Ces puces ont permis de détecter
plusieurs auto-anticorps spécifiques présents dans le sérum de patients atteints de
maladies auto-immunes, comme le lupus érythémateux systémique et la polyarthrite
rhumatoide.

Les puces a auto-antigénes permettent d’identifier simultanément plusieurs auto-
anticorps et d’étudier leur spécificité et leurs réactions croisées avec d’autres
protéines. Ces puces permettent : i) d’effectuer le criblage d’épitopes avec le sérum
de patients, ii) didentifier de nouveaux auto-anticorps cibles, iv) d’effectuer le
diagnostic précoce des maladies auto-immunes, v) et de développer de nouvelles
thérapies contre ces maladies (ex : vaccins).

Des auto-anticorps peuvent aussi étre détectés dans le sérum de patients atteints de
maladies tumorales (ex: cancer du poumon, de sein, de la prostate...). Ces
anticorps sont dirigés contre des antigénes dits TAAs (tumor-associated antigens)
[135]. La conception et la fabrication de puces a antigenes, de haute sensibilité et
spécificité peut donc amener au développement d’outils trés puissants pour le
diagnostic précoce du cancer et la mise au point de nouvelles thérapies anti-
cancéreuses [136].

La technologie des puces a protéines utilisant des auto-antigénes comme sondes,
est encore en phase de développement. Cependant, ces biopuces sont des outils

trés prometteurs dans le domaine de la recherche en immunologie.
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IV.5. Les puces a peptides

Les activités biochimiques et enzymatiques des protéines, au niveau du
métabolisme cellulaire et de la transduction du signal, sont gouvernées par des
séquences peptidiques particulieres de leur structure primaire. Le développement de
puces a peptides a donc tout son intérét pour identifier des motifs biologiques actifs
et étudier différentes activités cellulaires, au sein d’'une méme expérience. De plus,
compte tenu de la simplicité de leur structure, 'immobilisation orientée des peptides
a la surface de la puce est réalisable plus facilement que pour les protéines. Elle
permet d’assurer leur accessibilité et leur interaction avec les cibles [137, 138].

Les propriétés du support constituent un point critique pour la performance
des puces a peptides. Les supports doivent étre inertes vis-a-vis de I'adsorption non
spécifique des protéines, et assurer une immobilisation orientée pour favoriser ainsi
les interactions spécifiques entre les sondes peptidiques et leurs cibles. Les supports
solides utilisés pour la fabrication des puces a peptides sont le plus souvent, les

lames de verre fonctionnalisées chimiquement ou des substrats en or.

IV.5.1. Stratégies d’élaboration des puces a peptides

La fabrication des puces a peptides peut étre effectuée par deux méthodes
différentes, selon le mode d’assemblage des sondes peptidiques a la surface. Ces
puces peuvent étre congues, soit par immobilisation de peptides présynthétisés
chimiqguement ou de peptides recombinants, soit par synthése in situ de peptides
directement sur le support.

1V.5.1.1. Inmobilisation de peptides présynthétisés

Cette méthode consiste a immobiliser, par couplage covalent ou par des
liaisons de forte affinité, des peptides présynthétisés chimiquement en phase solide
ou des peptides recombinants, sur un support.

L’immobilisation covalente des peptides sur des supports fonctionnalisés
chimiquement peut s’effectuée par: 1) la fonction amine terminale ou la fonction
amine de la chaine latérale des résidus lysine, 2) la fonction acide carboxylique

terminale, ou 3) par l'intermédiaire de résidus cystéines.
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L’immobilisation des peptides par les fonctions amines s’effectue sur des lames de
verre silanisées, portant des groupements chimiques comme les aldéhydes [73], les
esters activés [110, 119, 120], les groupements époxy [106] (fig.l. 32.a).
L’immobilisation des peptides par leur groupement C-terminal s’effectue aprées
activation de la fonction acide carboxyligue par les carbodiimides et la N-
hydroxysuccinimide (NHS) [4] (fig.l.32.b).
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Fig.l.32. Stratégies d’immobilisation covalente de peptides sur supports fonctionnalisés selon
différentes chimies de surfaces. Les peptides sont immobilisés par leurs fonctions amines (a) [73, 106,
110, 119, 120] ou acide activé avec et des carbodiimides et du NHS (b) [4, 105, 139] (NHS :
N-hydroxysuccinimide).

La modification des peptides par I'addition d’un résidu cystéine au niveau N-terminal,
a largement été utilisée pour les immobiliser selon une approche dite de liaison
covalente chimiosélective. Ainsi, le résidu cystéine peut réagir avec un groupement
maléimide [140-142], une fonction thioester [140], ou un groupement acide
glyoxylique [143, 144] (fig..33.a). Une autre stratégie d'immobilisation covalente
chimiosélective consiste a modifier les peptides synthétisés par des groupements
réactifs capables de se lier aux groupements fonctionnels portées par la surface. Par
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exemple, la substitution du cyclopentadiéne sur un peptide permet son
immobilisation sur une surface fonctionnalisée avec la benzoquinone. La formation
de cette liaison covalente sélective est basée sur la réaction Diels-Alder entre le
diene et la quinone (fig.1.33.b) [112].
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Fig.1.33. Différentes stratégies d’immobilisation covalente chimiosélective de peptides sur supports
fonctionnalisés. a) Les peptides sont immobilisés par des résidus cystéines [140-144]; b) Le peptide
est lié a une groupement cyclopentadiene. Une réaction Diels-Alder est effectuée entre le diene et un
groupement benzoquinone porté par la surface [112] .

Les peptides immobilisés sur support étant des séquences courtes de faible masse
moléculaire (< 10 000 g/mol), des bras espaceurs (ex : polyéthylene glycol ou PEG)
sont insérés entre le support et les sondes immobilisées afin d’assurer une meilleure

accessibilité aux molécules cibles en solution [143].

1V.5.1.2. Synthése par photolithographie

Cette approche de synthése peptidique in situ, a haute densité a d’abord été
décrite par Fodor et al. [78]. Les monoméres d’acides aminés utilisés sont protégés
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au niveau de I'extrémité N-ter par un groupement photo-labile, tel que Ile
nitrovératryloxycarbonyle (NVOC) ou [I' a-méthyl-2-nitropipéronyloxycarbonyl
(MeNPQOC) (fig.1.34.a). Le principe général de cette méthode consiste en plusieurs
étapes : les monomeéres d’acides aminés protégé en N-ter sont a immobilisés sur un
support en verre fonctionnalisé chimiqguement (ex: surface aminée). Les
groupements photo-labiles sont clivés par irradiations UV (~ 365nm), dirigées vers
des sites spécifiques de la surface. Ces sites sont sélectionnés grace a un photo-
masque appliqué sur le support. Un nouveau cycle de synthése se poursuit par
couplage d’un deuxieme monomere d’acide aminé, protégé du c6té N-ter, qui vient
se fixer au niveau des groupements N-terminaux déprotégés. Chaque cycle de
synthése consiste alors en deux étapes principales: 1) la photo-déprotection
sélective des groupements en N-ter, et 2) le couplage sur un dun nouveau
monomere protégé sur le cété N-ter de la séquence en cours de synthése (fig./.34.b).

Exemple d’un groupement photo-lahile:
L' c-methyl-2 -nitro piperonyljoxycarbonyl (MeNPOC)

= groupement
b) hv protecteur photo-labile
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Fig.1.34. a) Exemple de groupement photo-labile ; b) Principe de la synthése peptidique in situ par
photolithographie sur support de verre fonctionnalisé, en utilisant des groupements phoro-laabiles
pour la protection des groupements amines en N-t [78].
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Cette méthode de synthése peptidique en parallele et a haute densité, permet donc
de contrOler les différents sites réactifs sur la puce. Des milliers de séquences
peptidiques différentes peuvent ainsi étre synthétisées pour des applications
biologiques trés variées. Notamment, une puce de 1024 pentapeptides synthétisés
selon cette méthode a permis d’étudier leur reconnaissance spécifique vis-a-vis
d’anticorps monoclonaux [78].

Cependant, cette approche présente certaines limitations comme la nécessité de
production d’'un grand nombre de photo-masques rendant ce processus long. De
plus, cela implique d’utiliser des monomeéres d’acides aminés liés a des groupements
photo-labiles. Cette méthode est alors chere et difficile a mettre en ceuvre [145].

De ce fait, une nouvelle stratégie de synthése peptidique par photolithographie a été
développée. Les principales modifications apportées sont les suivantes: 1)
l'utilisation d’acides aminés liés a des groupements protecteurs acido-labiles
conventionnels (t-Boc), 2) I'utilisation de précurseurs d’acide photo-généré (PGA-P :
photo-generated acid —precursor) (fig.l.36.a), 3) lirradiation lumineuse des sites
réactifs grace a des micro-miroirs numériques, 4) la fabrication de microréacteurs sur
une puce microfluidique pour isoler les différents spots et éviter la diffusion du PGA
sur des sites indésirables de la surface [146, 147].

Les différentes étapes de synthése peptidique effectuée sur ces puces sont: 1) la
fonctionnalisation de la surface avec un espaceur d’aminopropyltriéthoxysilane
protégé ; 2) le remplissage des microréacteurs par la solution de précurseur d’acide
photo-généré (PGA-P) dans du dichlorométhane (DCM) (fig.l.35.a) ; 3) lirradiation
UV (405nm), dirigée sur les chambres de microréacteurs désirées ce qui permet de
générer l'acide qui va permetire de déprotéger le groupement espaceur (7 min).
L’acide photo-généré remplace ici I'acide trifluoroacétique (TFA) utilisé en synthese
classique ; 4) la neutralisation de l'acide généré ; et 5) le couplage du premier
monomere d’acide aminé (10 min). Les cycles successifs de synthése
(~20 min/cycle) sont ensuite poursuivis selon la méthode conventionnelle de
synthése peptidique, y compris I'étape de « capping » (2 min) des groupements
amines déprotégés qui n‘ont pas réagis et I'étape de déprotection au TFA des
chaines latérales des peptides synthétisés (fig./.35.b).
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Fig.l.35. a) Acide photo-généré en solution a partir du précurseur SSb (sel de triarylsulfonium
hexafluoroantimonate) apres 'irradiation lumineuse ; (DCM : dichlorométhane) ; b) Principe de la
synthese peptidique in situ sur puce microfluidique, par photolithographie digitale, en utilisant des
acides photo-générés pour la déprotection des groupements amines en N-t [146, 147].

Cette technologie a ainsi été appliquée a la découverte de nouvelles interactions
entre différentes séquences de peptides p53, suppresseur de tumeur, et les
anticorps spécifiques (PAb240). Les puces a peptides permettent donc de mieux
comprendre la spécificité et la sélectivité des paratopes au niveau des anticorps.

Par ailleurs, ce type de biopuce a permis d’étudier les interactions entre différents
tétrapeptides des ions métalliques [Pb(ll)] pour détecter leur présence dans l'eau
potable. D’autres essais réalisés sur ces puces ont également permis de détecter la

présence de métaux lourds en solution [145, 146].

Ces deux approches photolithographiques sont trés prometteuses pour la synthése
in situ de librairies peptides et elles sont encore en phase de développement.
Cependant, I'accessibilité aux sources lumineuses et aux outils optiques nécessaires
présente toujours certaines limitations. Le tableau 1.2 présente les caractéristiques
principales de la méthode de synthese peptidique in situ par photolithographie.
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Synthese peptidique in situ par photolithographie

Support Supports de verre silanisés
Dimensions du support 1,4x1,7cm

Taille des spots 60 — 800 um

Densité des spots 144 — 30000 microréacteurs/cm?

Longueur de la chaine ~ 10 mers

peptidique synthétisée

Limitations Colts élevés et accessibilité limitée aux outils utilisés
(ex : matériel optique)

Tableau 1.3. Caractéristiques principales de la synthése in situ par photolithographie.

Les systémes de détection des interactions entre les sondes et leurs cibles sur

les biopuces sont basés sur deux approches : la détection avec ou sans marquage.

IV.6. Techniques de détection

Les méthodes de détection et d’analyse des interactions entre les
biomolécules sur puces doivent avoir certaines caractéristiques, comme une bonne
résolution, une haute sensibilité, et une bonne reproductibilité dans les mesures
effectuées. Ces méthodes peuvent étre classées en deux groupes : i) les méthodes
avec marquage, comme la fluorescence, la chimiluminescence, la radioactivité, et ii)
les méthodes sans marquage, comme la spectrométrie de masse, la résonance de
plasmons de surface (SPR). La technique utilisée au cours de notre travail est la
détection de fluorescence.

IV.6.1. Techniques de détection avec marquage

La méthode de détection de fluorescence est couramment utilisée sur
puces car elle est simple a mettre en oeuvre, sensible, et permet d’effectuer des
analyses a haute résolution [84]. Son principe est basé sur le marquage par un
fluorophore soit directement des biomolécules cibles, soit de biomolécules
permettant de détecter indirectement I'interaction sonde-cible. Dans ce dernier cas, il
s’agit le plus souvent d’'un anticorps secondaire marqué et dirigé contre I'anticorps
primaire correspondant a la cible recherchée. La détection peut aussi s’effectuer
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selon la méthode sandwich, un anticorps primaire est immobilisé sur la surface et
incubé avec la molécule d’intérét qui est révélée aprés son interaction avec un
anticorps secondaire marqué.

Les fluorophores sont des molécules qui absorbent I'énergie des photons issus d’'une
source de lumiére (ex: laser), dans une gamme de longueur d’onde donnée
(Aexcitation).- Ce phénomeéne provoque I'excitation des électrons des molécules et la
restitution de I'énergie sous forme d’'une lumiére fluorescente, a une longueur d’'onde
différente (Asmission)-

Certains facteurs peuvent influencer sur la fluorescence, comme le phénomene de
« quenching» did a Tlinteraction du fluorophore avec dautres molécules
fluorescentes présentent dans le milieu, et le phénomene de « photoblanchiment »
ou photodécomposition di a la destruction des molécules fluorescentes sous I'effet
d’une forte intensité lumineuse. La vitesse du photoblanchiment varie en fonction de
plusieurs parametres, comme la température, le pH de la solution, la puissance de la
source d’excitation...

Plusieurs fluorophores sont actuellement utilisés pour le marquage et la détection
des biomolécules sur puces, comme les cyanines (Cy3 et Cy5), la rhodamine, la
fluoresceine. Le fluorophore Cy3 a été utilisé au cours de nos applications. Ses
longueurs d’onde maximales d’absorption et d’émission sont situées respectivement
a 548 nm et 562 nm (fig.1.36).
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Fig.1.36. Structure chimique (a) et spectres d’absorption et d’émission (b) de la cyanine 3.

Le Cy3 est une molécule fluorescente peu sensible aux processus de
photoblanchiment et aux variations du pH [148, 149].
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Le systéme de mesure de la fluorescence, tel que celui du scanner utilisé au
cours de ce travail de thése, comprend un laser couplé a un photomultiplicateur
(PMT) connecté a un ordinateur permettant de récupérer et formater les signaux de
fluorescence en image (fig.1.37).

Le faisceau issu du laser vient éclairer la puce a travers :

i) un filire d’excitation, permettant de sélectionner la bonne longueur d’onde
d’excitation du marqueur,

i) un miroir dichroique réfléchissant le faisceau sur la surface de la puce,

iii) un systeme optique permettant de faire converger le faisceau.

Ainsi, lorsque le faisceau rencontre une cible marquée, celle-ci va émettre de la
fluorescence. Cette fluorescence va étre filtrée, d’abord, par l'intermédiaire du miroir
dichroique, puis a travers le filtre d’émission, centré sur la longueur d’onde

d’émission du fluorophore [150] .

Photomultiplicateur

Lentille ; ;

convergente

I_ Convertisseur numeérique
P
M

Filtre
d’émission

Filtre d’excitation

L Miroir dichroigue
— q

b
3

Lentille
convergente
Biopuce
(sonde/cible marquée)

Nacelle
(support au niveau du scannerj

Fig.1.37. Représentation schématique du scanner [150].

La technique de détection de fluorescence est simple a mettre en oeuvre, et les
puces sont facilement analysées sur le scanner. Cependant, elle comporte certaines
limitations qui peuvent étre liées : i) aux fluorophores (phénoménes de quenching et
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de photoblanchiment, et ii) a la nécessité de marquer les molécules cibles, ce qui
risque de modifier leurs propriétés et leurs interactions avec les molécules sondes
[149, 151].

Des immunoessais ont été effectués selon la méthode sandwich pour la détection de
facteurs rhumatoides dans le sérum humain, la limite de détection atteinte était de
900 amol/spot [152].

La détection par chimiluminescence sur puces est issue des techniques de
détection utilisées en ELISA et Western blot. Dans le cas de la détection des
interactions antigene/anticorps primaire, un anticorps secondaire lié a une enzyme
comme la peroxydase du raifort (HRP) ou la phosphatase alkaline est utilisé. Une
réaction chimique catalysée par I'enzyme en présence de son substrat, produit une
lumiere détectée par une caméra CCD (Charge-coupled device) [153].

La radioactivité a été utilisée pour le marquage des biomolécules par des
isotopes tels que le %P, le **H, ou le '®°|. La détection du signal est effectuée par
autoradiographie et quantifié par un densitomeétre [143, 154, 155]. L’avantage de
cette technique est la quantification directe des biomolécules immobilisées sur la
surface des puces. Cependant, les limitations de cette méthode sont liées surtout a
des problemes de sécurité (risque de contamination par les isotopes radioactifs) et le
temps de détection (> 10 h) [151]

1V.6.2. Techniques de détection sans marquage

La spectrométrie de masse SELDI-TOF (Surface Enhancement Laser
Desorption/lonization-Time of Flight) est une technique de caractérisation qui peut
étre appliquée a I'analyse des biomolécules immobilisées sur puces. Ces molécules
d’intérét sont ionisées, et les ions sont libérés de la surface vers un détecteur ou ils
seront caractérisés selon leur rapport masse/charge (m/z) [151, 156].

La technique SPR ou résonance de plasmons de surface permet d’étudier en
temps réel, les cinétiques d’interaction entre les biomolécules [157, 158]. C’est la
méthode la plus utilisée pour la détection des interactions moléculaires sans
marquage (ex : interaction antigene/anticorps, protéine/ADN...) [158]. Les supports

sont composés d’'une couche mince de métal, le plus souvent I'or ou l'argent. Le
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principe est le suivant : lorsqu’un faisceau de lumiére polarisée monochromatique
atteint une interface entre deux milieux d’indices de réfraction différents, une partie
de la lumiére incidente est réfléchie et 'autre partie est réfractée a travers la surface.
Quand la lumiere passe d’'un milieu d’indice de réfraction élevé vers un milieu
d’indice plus bas, la réflexion peut étre totale, et un composant de la lumiére, 'onde
évanescente se propage perpendiculairement a la surface. Si une fine couche de
métal, riche en électrons libres, généralement de 'or ou de l'argent, est déposée a
l'interface, ces électrons entre en résonance avec les photons de cette onde
évanescente, ce phénomeéne est appelé résonance plasmonique de surface. Cette
résonance se traduit au niveau du faisceau réfléchi par une chute de l'intensité a un
angle de réflexion minimum. Cet angle est 'angle de résonance. Il varie en fonction
de l'indice de réfraction du milieu présent dans le champ évanescent [159, 160]
(fig.1.37). Ainsi, lorsqu’une interaction se produit entre des biomolécules sondes
immobilisées sur le support et des cibles, il y a une perturbation locale de l'indice du
milieu diélectrique donc un changement de I'angle de réflexion du faisceau incident.
La méthode de mesure consiste a suivre, pour un angle d’incidence et une longueur
d’'onde fixés, les variations de la réflectivité dues au déplacement du pic d’absorption
de la SPR.

La résonance de plasmons de surface est une technique permettant I'étude des
interactions entre protéines dans une gamme étendue de masses moléculaires [161],

allant jusqu’aux cellules entiéres [162].

S .. Flux continu N N

o | =

T N
"‘D iI:’iUI. ‘::'./
Y Y Y@ Surface d'or

E _,._.—-—--""J|

Faisceau * Faisceau
incident Prisme réfléchi

Fig.1.37. Phénomene de réflexion interne totale du faisceau incident a l'interface prisme-métal-solution
pour I'observation de la résonance des plasmons de surface [160].
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CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES

l. Introduction

Ce chapitre est divisé en trois sections :

1) la premiére section présente les matériels utilisés au cours des différentes
expériences,

2) la deuxieme décrit les protocoles expérimentaux, elle est composée de
deux parties :

i) la premiere partie concerne les protocoles effectués pour le
développement de puces a peptides (synthése peptidique sur résine, technique
ELISA, immobilisation de peptides par voie ex situ sur lames de verre aminées,
immunoessais sur lames et synthése peptidique in situ sur supports Si/SiO, aminés),

i) la deuxieme partie décrit les protocoles utilisés pour le
développement de puces a protéines (mise au point d'immunoessais sur du sérum
commercial : techniqgue ELISA et tests immunologiques sur lames de verre NHS
esters et lames AMMVE; détection d’anticorps anti-histones dans le sérum humain
par les techniques Western blot, ELISA et par immunoessais sur lames AMMVE),

3) la troisieme section de ce chapitre concerne les méthodes d’analyse de
fluorescence et de calculs statistiques effectués, et définit les termes utilisés pour les
performances analytiques des tests réalisés.

Il. Matériels

IL.I. Réactifs biochimiques et produits chimiques

Les acides aminés utilisés pour la synthése peptidique sont protégés au
niveau de leur fonction a-amine par un groupement Fmoc. lls sont sous formes
d’esters de pentafluorophényle (OPfp), activés au niveau leur fonction a-carboxyle.
Certains acides aminés sont protégés au niveau des fonctions de leurs chaines
latérales. Le tableau suivant présente les masses moléculaires des différents acides

aminés protégés et activés. Leur structure chimique est présentée dans la figure I1.1.
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Acide aminé protégé ot aetivé Masse moléculiaire (gimol)
1) Fmoc-Ala-OPfp 477 4
2} Fmoc-Arg{Pmc)-OH* 662,86
3) Fmoc-GIn(Tr{-0OPfp 776,58
4) Fmoc-Glu{Othu)-OPfp 5916
5) Fmoc-Gly-OPfp 4634
6) Fmoc-lle-OPfp 5195
7) Fmoc-Leu-OPfp 5195

Tableau Il.1. Liste des acides amines utilisés au cours de la synthése peptidique sur supports solides.
(Trt : trityl-; Pmc: pentaméthylchroman-, OtBu: O-tertiobutyl-). * L’arginine utilisée a été activée selon
un protocole qui sera décrit ultérieurement.

Les acides aminés ont été fournis par Bachem®. La biotinyl-N-hydroxysuccinimide
(biotine-OSu ; MM 341.,4 g/mol) (fig.ll.1), et le N-Hydroxybenzotriazole (HOBt ;
MM 153,1 g/mol ; pureté : > 98%) ont été fournis par Novabiochem® de la société
VWR.
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1) N-o-Fmoc-Alapentafiuorophenyl ester

3) N-oFmoc-trityl-Gin-pentafluorophenyl ester

7) N-oFmoc-Leu-pentaflucrophenyl ester

MATERIELS ET METHODES

2) N-oFmoc-NS-2,2,5,7 8-pentamethylchroman-6-sulfonyl-Arg

4) N-0-Fmoc-Glu+y-t-butyl esterpentafiuorophenyl ester

6) N-aFmoc-llepentafluorophenyl ester

0,
eV

0

HN._
P |

\
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O_/ \?_,_._--,0
\

—

8) Biotinyl-N-hydroxysuccinimide

Fig.ll.1. Structure chimique des acides aminés et de la biotine-OSu utilisés au cours de la synthése

peptidique sur résine.

Les réactifs suivant : N-éthyl-N'-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide chlorhydrate
(EDC; MM 191,7 g/mol), N, N-Diisopropylcarbodiimide (DIC ; MM 126,2 g/mol ;
d: 0,815 a 20°C ; pureté : > 98%), N-Hydroxysuccinimide (NHS ; MM 115,09 g/mol;

105



CHAPITRE Il MATERIELS ET METHODES

pureté > 97%), ainsi que le triisopropylsilane (TIS ; pureté > 98 % ), I'anhydre
acétique (pureté > 98%), le bicarbonate de sodium (NaHCO3; MM 84,01 g/mol) et le
carbonate de sodium (NaxCOs3 ; MM 105,99 g/mol) ont été fournis par Fluka (société
Sigma-Aldrich).

La pipéridine (pureté > 98 %) et I'acide trifluoroacétique (TFA) (pureté > 99,5 %)
proviennent de la société Roth-Sochiel®.

Le dichlorométhane anhydre (CH>Cl, , DCM ; pureté > 99,8%) a été commandé chez
Sds®.

Le méthanol, le diéthyl éther (pureté > 99,9%), le diméthylformamide (DMF ;
pureté > 99,8%), le dim