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INTRODUCTION GENERALE 

La compréhension des interactions entre protéines et polysaccharides est aujourd'hui un des 
axes majeurs de la glycobiologie. Ces interactions gouvernent de nombreux processus 
physiologiques, tels que la signalisation et la reconnaissance cellulaires. Mais, elles peuvent aussi 
parfois intervenir lors de processus pathologiques tels que les infections virales ou bactériennes 
ainsi que certains processus cancéreux. Il apparait essentiel, d'un point de vue fondamental et 
pour des applications thérapeutiques, de chercher à comprendre les mécanismes moléculaires mis 
en jeu lors de ces interactions. La détermination de l'origine de ces activités biologiques demande 
une connaissance parfaite de la relation structure-activité de ces complexes protéines / 
polysaccharides. Pour cela, il est nécessaire d'identifier les séquences liantes des deux partenaires 
du complexe et de caractériser les éventuels effets conformationnels résultant de la liaison du 
polysaccharide, ces effets pouvant moduler l'activité de la protéine cible. 

De nombreuses méthodes d'analyse ont été développées afin de déterminer les séquences 
liantes sur les protéines. Les méthodes les plus courantes et les plus performantes sont la 
résonance magnétique nucléaire (RMN) et la mutagénèse dirigée. 

En ce qui concerne les polysaccharides, l'identification des sites d'interaction est plus ardue. 
Leur purification et leur analyse structurale sont difficiles à réaliser puisqu'ils sont souvent 
extraits sous formes de mélanges hétérogènes en taille et en structure. Le développement de 
méthodologies analytiques adaptées à l'analyse des polysaccharides s'avère important. 

Dans le but de développer une stratégie de « ligand-fishing », i.e. identifier les ligands d'une 
protéine d'intérêt à partir de mélanges hétérogènes, nous nous sommes intéressés au couplage de 
l'électrophorèse capillaire à la spectrométrie de masse (CE-MS). 

L'électrophorèse capillaire est une méthode séparative rapide et résolutive permettant 
d'analyser des échantillons de pureté moyenne. L'électrophorèse capillaire d'affinité peut 
également permettre de déterminer les paramètres thermodynamiques de l'interaction, comme la 
constante de dissociation. 

La spectrométrie de masse est une puissante méthode d'analyse structurale de 
polysaccharides mais également d'analyse d'interactions non covalentes entre biomolécules. 
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Ce manuscrit se compose d'un premier chapitre de synthèse bibliographique, suivi de deux 
chapitres indépendants détaillant les résultats expérimentaux obtenus au cours de cette thèse. 

Le premier chapitre intitulé « Interactions entre protéines et polysaccharides » correspond 
à une synthèse de données bibliographiques divisée en deux sections. La première est dédiée 
l'importance biologique des glycosaminoglycanes. Elle décrit les principaux rôles joués par ces 
polysaccharides dans l'organisme en particulier vis-à-vis des protéines étudiées au cours de cette 
thèse : l'antithrombine et les chimiokines SDF-1 et MCP-1. La seconde décrit tout d'abord les 
différentes méthodes d'analyse des polysaccharides, puis les méthodes d'analyses des interactions 
protéine / ligand et enfin les techniques développées au cours de ce travail, Le. l'électrophorèse 
capillaire, la spectrométrie de masse electrospray et leur couplage. 

Le deuxième chapitre concerne la mise au point du couplage de l'électrophorèse capillaire 
frontale à la spectrométrie masse. Après avoir caractérisé le complexe modèle antithrombine / 
héparine par électrophorèse capillaire frontale, le couplage à la spectrométrie de masse a été 
envisagé par deux approches. La première consiste à maintenir les interactions non covalentes 
afin de déterminer la stcechiométrie du complexe et d'estimer la taille du ligand lié. La seconde 
consiste à dissocier le complexe afin d'identifier plus précisément ce ligand en l'analysant par 
spectrométrie de masse. La méthodologie développée vise à simplifier l'analyse des interactions 
protéines / polysaccharides, assurant l'isolement et la caractérisation de ligands spécifiques à une 
protéine donnée en une seule étape. 

Le troisième chapitre concerne l'étude du rôle des oligosaccharides dans la formation 
d'oligomères de chimiokines. De nombreuses hypothèses concernant l'oligomérisation de 
chimiokines en présence d'héparine ont été émises. Nous avons voulu apporter une preuve 
expérimentale de cette oligomérisation, déterminer la stœchiométrie des complexes formés et la 
taille des fragments d'héparines mis en jeu. Pour cela, nous avons dans un premier temps réalisé 
la séparation électrophorétique de ces protéines basiques au moyen de capillaires modifiés afin de 
supprimer toute adsorption. Puis dans un second temps, nous avons mis au point la détection des 
oligomères par couplage de l'électrophorèse capillaire d'affinité à la spectrométrie de masse. 
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CHAPITRE 1 : INTERACTIONS ENTRE PROTEINES ET 

POLYSACCHARIDES 

I IMPORTANCE BIOLOGIQUE DES SACCHARIDES 

Les saccharides, ou glucides, font partie des constituants essentiels des êtres vivants. Ils sont 
principalement connus pour leurs rôles dans le stockage (ex : glycogène et amidon) et la 
production d'énergie cellulaire (ex : glycolyse et cycle de Krebs). Les glycosaminoglycanes 
(GAG) sont des polysaccharides acides connus pour leurs rôles structuraux et interviennent 
également dans de nombreux processus biologiques. 
Les GAG possèdent de nombreux rôles physiologiques, et pour cette raison, la compréhension 
des mécanismes moléculaires à l'origine de l'activité biologique de ces polysaccharides s'avère 
essentielle d'un point de vue thérapeutique. Complexes de par leur hétérogénéité structurale, la 
purification et l'analyse des GAG constituent de réels défis en glycobiologie. 
La première section de cette partie correspond à une description générale des structures et 
fonctions des différents GAG connus. La seconde section s'intéressera plus particulièrement au 
mode d'action d'un GAG particulier, l'héparine, au travers d'interactions avec des protéines 
cibles : l'antithrombine et les chimiokines. 

I-1 LES GLYCOSAMINOGLYCANES 

I-1.1 Structures et localisations 

Les GAG sont des polysaccharides non ramifiés, constituants importants du tissu 
conjonctif. L'unité de base de ces polymères est un disaccharide composé d'une hexosamine 
(glucosamine ou galactosamine) et d'un autre ose (galactose, acide iduronique ou acide 

a Tissu conjonctif = tissu dont les cellules sont séparées par de la matrice extracellulaire, contrairement aux 

épithéliums où les cellules sont jointives. 
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I - IMPORTANCE BIOLOGIQUE 

glucuronique). Ils sont tous fortement hydrophiles et présentent de nombreuses charges négatives 

(groupements et/ou ). A ce jour, six types ont été identifiés (Figure 1) : 

- le chondroïtine sulfate, présent dans le cartilage, les os et les valves cardiaques, est 

composé par une N-acétylgalactosamine liée à un acide glucuronique en (1-3) et (1-4); 

- le dermatane sulfate, présent dans la peau, mais aussi dans les vaisseaux sanguins, les 

valves cardiaques et les poumons, est composé par un acide iduronique lié à une N-

acétylgalactosamine en (1-3) et (1-4) ; 

- le kératane sulfate, présent soit dans la cornée et les érythrocytes (type I), soit dans les 

cartilages et les os (type II), est composé par un galactose lié à un autre ose en (1-3) et 

(1-4) ; 
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I - IMPORTANCE BIOLOGIQUE 

- l'héparine, sécrétée par les granulocytes basophiles lors de la réponse immunitaire, est 

composée par un acide glucuronique lié à une glucosamine en (1-4) et (1-4) ; 

- l'héparane sulfate constitue l'un des motifs des GAG présents à la surface des cellules, il 

est plus acétylé et moins sulfaté que l'héparine ; 

- l'acide hyaluronique, présent dans les articulations ainsi que dans l'humeur vitreuse1", est 

le seul GAG naturel à ne pas être sulfaté, il est composé par un acide glucuronique lié à 

une N-acétylgalactosamine en (1-3) et (1-4). 

Certains de leurs rôles sont l'hydratation et la résistance aux chocs, par répulsions 
électrostatiques, des tissus dans lesquels ils sont localisés. A l'exception de l'acide hyaluronique, 
tous les GAG naturels connus sont présents sous la forme de protéoglycanesc présents à la surface 
des cellules. 

I-1.2 Fonctions biologiques 

Les rôles les plus connus des GAG sont de nature structurale, mais ils interviennent 
également lors de phénomènes tels que la signalisation et la reconnaissance cellulaires. 

La fonction principale des chondroïtines sulfates est de protéger le cartilage des 
articulations contre les réactions enzymatiques et contre les dommages dus aux radicaux libres. 
De part leur hydrophilie, ils maintiennent la pression osmotique au niveau des articulations et 
hydratent le cartilage. Ils sont également connus pour jouer un rôle important dans la division 
cellulaire et le développement des neurones. [1] 

Le dermatane sulfate joue un rôle dans la reconnaissance cellulaire, certaines infections 
parasitaires (les protéoglycanes sont les cibles des virus de la Dengue, de l'herpès, des sporocytes 
de la malaria...), la cicatrisation (présent dans le derme, il active croissance cellulaire et réactions 
immunitaires) et présente également des activités anticoagulantes (il catalyse l'inhibition de la 
thrombine).[2] 

Le kératane sulfate de type I assure la transparence de la cornée en maintenant un taux 
d'hydratation élevé.[3] 

b Humeur vitreuse = substance transparente gélatineuse qui remplit la majeure partie de l'œil. 
c Protéoglycane = combinaison d'une protéine et d'un GAG. 
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I - IMPORTANCE BIOLOGIQUE 

L'héparine connue pour ses propriétés anticoagulantes (cf. 1-2.l.b page 11), interviendrait 
également dans l'angiogenèse, dans la formation de métastases tumorales (elle inhibe l'agrégation 
des plaquettes sur les cellules cancéreuses favorisant ainsi leur destruction par le système 
immunitaire) et l'invasion virale (elle inhiberait la fixation et l'endocytose de certains virus). [4] 

L'héparane sulfate intervient également dans de nombreux processus 
physiopathologiques tels que l'adhésion cellulaire, la régulation et la croissance cellulaire.[4, 5] 

L'acide hyaluronique protège les articulations en augmentant la viscosité de la synovied et 
l'élasticité du cartilage. Il est médicalement utilisé pour le traitement de l'ostéoarthrite du genou, 
lors de traitements suivant une opération de la cataracte et dans certains produits de soins 
dermatologiques. Des études en cours suggèrent l'utilisation de l'acide hyaluronique en temps 
que marqueur dans le cancer de la prostate et le cancer du sein puisque sa concentration apparaît 
souvent liée au caractère malin de ces tumeurs. [6] 

I-1.3 Fatfaologies associées 

Les pathologies liées aux polysaccharides peuvent être dues à des dysfonctionnements de 
leur catabolismee ou de leur anabolismef. D'autres anomalies peuvent apparaître lors de 
l'interaction avec des protéines cibles. Un exemple de pathologie sera décrit ici pour chaque 
mode de dysfonctionnement. 

Les pathologies résultant d'anomalies cataboliques des GAG les plus connues sont les 
mucopolysaccharidoses. Ce sont des maladies génétiques dégénératives, à transmissions 
récessives, liées à des déficits enzymatiques. Ces enzymes n'assurent plus leur rôle qui est de 
dégrader les GAG, elles sont donc responsables de leur accumulation dans certains tissus. Cette 
accumulation a pour conséquence l'altération de processus cellulaires physiologiques. Les 
symptômes nombreux et variés peuvent associer des troubles neurologiques à des dysmorphies 
physiques. [7] 

L'ostéoarthrite, ou arthrose, est une pathologie résultant d'un défaut de synthèse d'acide 
hyaluronique et de chondroïtine sulfate dans les articulations. C'est une maladie chronique 
dégénérative qui touche les articulations de plus de 900000 personnes dans le monde chaque 
année. La surface du cartilage à l'extrémité des os se fissure et finit par disparaître du fait de 

d Synovie = liquide visqueux dont le rôle est de lubrifier les articulations 
e Catabolisme = ensemble des réactions de dégradations moléculaires de l'organisme. 
f Anabolisme = ensemble des réactions de synthèse moléculaires de l'organisme. 
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I - IMPORTANCE BIOLOGIQUE 

l'altération des chondrocytes ; parallèlement la prolifération d'ostéophytes (excroissances 
osseuses) gêne les mouvements articulaires. L'altération du cartilage est la conséquence de la 
perte de viscosité et d'élasticité de la synovie, dont le composant principal est l'acide 
hyaluronique. La production locale de cytokines lors de la réaction inflammatoire détruit 
progressivement les composants de la synovie et inhibe leur biosynthèse. L'injection dans 
l'articulation touchée de polysaccharides (acide hyaluronique et chondroïtine sulfate) associée à 
des anti-inflammatoires est actuellement le traitement le plus utilisé. De nouvelles approches 
thérapeutiques, telle que la stimulation de la synthèse de ces polysaccharides, sont toujours à 
l'étude. [8, 9] 

Enfin, les pathologies les plus récemment décrites impliquent l'interaction de protéines avec 
des GAG. La maladie d'Alzheimer représente actuellement plus de la moitié des cas de 
démences et son évolution est croissante. Les principaux symptômes de la maladie sont 
l'amnésie, la perte des repères spatio-temporels et des troubles du langage. La cause 
physiologique de ces troubles est liée à une détérioration progressive du tissu cérébral par trois 
types de lésions : la formation de plaques séniles (accumulation extracellulaire anormale de la 
protéine -amyloïde), les dégénérescences neurofibrillaires (accumulation de la protéine Tau 
hyperphosphorylée) et la dégénérescence des neurones du cortex cérébral. En 1988, Snow et al. 
mettent en évidence la présence de protéoglycanes d'héparanes sulfates dans ces lésions.[10] Il 
faudra attendre une quinzaine d'années pour comprendre les rôles joués par ces héparanes 
sulfates : une protection de la protéine -Amyloïde face à sa protéolyse et l'activation de la 
phosphorylation de la protéine Tau.[11, 12] La présence de ces protéoglycanes favoriserait ainsi 
la formation de lésions. 

Hormis les traitements symptomatiques, il n'existe actuellement pas de traitements pour 
arrêter l'évolution de ces maladies encore mal connues. 

I-2 INTERACTION DE L'HEPARINE AVEC DES PROTEINES CIBLES 

Actuellement, les GAG qui possèdent le plus grand intérêt thérapeutique sont l'héparine 
et l'héparane sulfate. La détermination des mécanismes d'action de ces GAG a souvent montré 
l'implication d'interactions avec des protéines cibles.[13-15] 

La structure des héparanes sulfates diffère de celle des héparines par une organisation 
particulière en domaines sulfatés et/ou acétylés.[4, 16, 17] L'agencement de ces différents 
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domaines (Figure 2) apparait essentiel à la détermination de sites d'interaction spécifiques avec 
des protéines cibles. La diversité structurale des héparanes sulfates suggère un nombre tout aussi 
important de fonctions biologiques. 

Les exemples d'interaction protéine / GAG sont nombreux, mais seuls les deux cas qui 
ont fait l'objet d'études au cours de cette thèse seront décrits dans la partie suivante. 

Nous avons tout d'abord choisi d'utiliser l'interaction antithrombine / héparine afin de valider 
notre première approche analytique {cf. Chapitre 2). Ce complexe joue un rôle important dans le 
processus de coagulation, et c'est l'un des mieux caractérisé du point de vue structural, 
thermodynamique mais aussi biologique. 

Ensuite, nous nous sommes intéressés à des interactions mises en évidence plus récemment, les 
interactions chimiokines / héparine, en particulier par l'étude des protéines SDF-1 et MCP-1. Ces 
complexes jouent des rôles, entre autres, dans l'inflammation et certains processus cancéreux. De 
nombreuses hypothèses concernant un mode d'action sous forme d'oligomères de protéines 
restent à valider (cf. Chapitre 3). 
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I-2.1 Interaction antithrombine / héparine 

I-2.1.a Fonctions de l'antithrombine 

L'antithrombine est une glycoprotéine[18] plasmatique sécrétée par les hépatocytes dont 
le déficit est à l'origine de thromboses8. Cette protéine, qui fait partie de la superfamille des 
serpines (serin grotease inhibitor)[19], joue un rôle important dans les dernières étapes de la 
cascade de la coagulation en inhibant de nombreuses protéases à sérine, telles que la thrombine et 
les facteurs IXa, Xa, Xla, et Xlla. Les mécanismes d'inhibition sont bien connus et sont pour 
certains favorisés en présence d'héparine. L'antithrombine, utilisée en thérapeutique en temps 
qu'anticoagulant, devient en 2006 le premier médicament transgénique (extrait de lait de chèvre) 
commercialisé sous le nom d'ATryn® (GTC Biotherapeutics). 

L'antithrombine, comme la plupart des glycoprotéines, possède plusieurs isoformes 
(Tableau 1) du fait de l'hétérogénéité de glycosylation.[22, 23] Les isoformes possèdent 4 
chainons glucidiques sur les asparagines 96, 135, 155 et 192. Les isoformes ne possèdent que 3 
chainons puisqu'ils ne sont pas glycosylés sur l'asparagine 135.[20, 24] Les isoformes p sont 
minoritaires dans le plasma et ont une plus forte affinité pour l'héparine. [25] 

I-2.1 .b Mécanisme d'action de l'héparine sur l'antithrombine 

En 1936, soit 20 ans après sa découverte, l'héparine est utilisée pour la première fois chez 
l'homme en tant qu'anticoagulant. L'effet anticoagulant de l'héparine en présence 
d'antithrombine reste une notion purement empirique jusque dans les années 70. En 1979, 
Rosenberg isole par chromatographie d'affinité des fractions hépariniques de forte affinité pour 

8 Thrombose = formation d'un caillot obturant un vaisseau sanguin. 
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l'antithrombine (Kd < 1.10-7 M) et observe parmi elles la présence d'une séquence commune de 4 
saccharides qui pourrait être à l'origine de cette activité anticoagulante.[26] 

Séquence active de l'héparine 

La compréhension du mécanisme d'action de l'héparine, GAG hétérogène en taille et en 
structure, vis-à-vis de l'antithrombine passait d'abord par la détermination de la séquence active. 
Les premières déterminations structurales ont porté sur l'analyse d'un octasaccharide de haute 
affinité pour l'antithrombine.[27, 28] Choay et al. montrent en 1983 que le site minimal 
d'interaction catalysant l'activité de l'antithrombine est en fait un pentasaccharide (Figure 3) dont 
ils réaliseront la synthèse chimique, et que le degré de sulfatation a son importance. [29] 

La synthèse chimique en 60 étapes du pentasaccharide reste difficile à transposer à l'échelle 
industrielle alors que la préparation de fractions d'héparine de bas poids moléculaires, obtenues 
par fractionnement chromatographique du polymère naturel, n'est pas limitée. Mais les atouts 
d'une molécule si spécifique, sans effets secondaires, motivent les recherches sur le 
pentasaccharide. La méthylation du groupement hydroxyle anomérique a par exemple facilité la 
purification et augmenté la durée de vie (demi-vie de 17h) du fondaparinux qui sera 
commercialisé en 2002 sous le nom d'Arixtra® par les laboratoires Sanofi-Synthelabo et Organon. 
Des agents analogues sont encore à l'étude, la méthylation d'autres groupements hydroxyle a 
conduit à l'idraparinux plus stable (demi-vie de 120h) et plus facile à synthétiser et purifier.[30] 

Sites de liaison de l'antithrombine à l'héparine 

Parallèlement, la localisation des résidus de l'antithrombine impliqués dans l'interaction 
avec l'héparine ont été étudiés par mutagénèse dirigée (cf. II-2.1.d page 33). La liaison entre les 
résidus basiques (lysine et arginine) de l'antithrombine et les groupements sulfate de l'héparine est 
de nature électrostatique. Les résidus majoritairement basiques de l'antithrombine 114 à 154 
(comprenant les lysines 114 et 125, l'arginine 129[31], l'arginine 132 et la lysine 133[32] ainsi que 
l'arginine 154) forment le site de liaison principal des oligosaccharides sulfatés. Deux autres sites 
comportant les résidus lysine 11, arginine 13 et 24[33] et arginine 46 et 47[34] jouent également 
des rôles importants dans cette interaction.[35] 
Les Figure 3 et Figure 4 représentent les différents sites de liaison du pentasaccharide d'héparine 
à deux domaines de l'antithrombine.[30, 36] 
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Figure 4 : Structure du complexe antithrombine / pentasaccharide d'héparine 

Les modifications conformationnelles résultant de la liaison de l'héparine sont symbolisées par les résidus 

colorés. Le centre réactif correspondant aux résidus en interaction avec les protéinases à serine est 

représenté en rouge. D'après [36] 

Conformation de l'antithrombine 

L'antithrombine circule dans le plasma sous deux conformations : la forme active 

majoritaire et la forme latente qui ne représente que 3% de l'antithrombine totale. [3 7] Dans le 

plasma, formes latente et active s'associent sous la forme d'un dimère inactif. Ce dimère 
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représente 10% de la quantité totale en antithrombine à 37°C et 100% à 41°C, ce qui explique la 
recrudescence des thromboses lors de fortes fièvres. [38] 

La résolution par cristallographie de la structure de ces deux conformères a montré que la 
conformation de l'antithrombine active favorisait la liaison au pentasaccharide contrairement à 
l'antithrombine latente. [39] La formation de ce complexe non covalent antithrombine / 
pentasaccharide entraîne une modification conformationnelle de l'antithrombine à l'origine de 
l'accroissement de son potentiel d'inhibition : le centre réactif (boucle formé de résidus 
interagissant avec les protéinases, en rouge dans la Figure 4) enfoui au cœur de la protéine 
inactive est alors extériorisé.[40] L'étude des isoformes de l'antithrombine a montré que la 
présence d'un chainon sur l'asparagine 135 (isoforme ) pouvait nuire à l'activation de 
l'antithrombine par l'héparine. En effet, la gêne stérique occasionnée perturbe le changement de 
conformation de l'antithrombine.[41] 

Inhibition du facteur Xa et de la thrombine 

L'étude cinétique de formation du complexe antithrombine / héparine a mis en évidence 
deux étapes dont la seconde serait cinétiquement déterminante. [42] La première étape 
correspond à la formation du complexe, et la seconde correspond à un changement de 
conformation de l'antithrombine. Cette même étude a également montré que le pentasaccharide 
activait l'inhibition du facteur Xa (270 fois) mais pas celle de la thrombine (1,7 fois), alors que 
l'utilisation d'une héparine de 26 unités avait un effet plus important sur la thrombine (inhibition 
multipliée par 580 pour le facteur Xa et par 4300 pour la thrombine). 

La liaison de l'héparine à l'antithrombine entraine un changement de conformation 
catalysant l'inhibition du facteur Xa. En revanche, cela ne suffit pas à inhiber la thrombine. En 
effet, la formation d'un complexe ternaire (Figure 5) dans lequel l'héparine se lierait également à 
la thrombine pour la « présenter » à l'antithrombine s'avère nécessaire. 

L'inhibition de la thrombine reste un défi pour l'industrie pharmaceutique. De nombreuses 
études ont montré que la formation de ce complexe ternaire antithrombine/thrombine/héparine 
nécessitait des oligosaccharides d'héparine constitués d'au moins 15 unités. Afin d'éviter les effets 
secondaires, l'une des stratégies testée repose sur la synthèse d'un chainon oligosaccharidique 
neutre reliant le pentasaccharide à une séquence héparinique ligand de la thrombine.[43, 44] 
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I-2.2 Interaction chimiokines / héparine 

I-2.2.a La superfamille des chimiokines 

Les chimiokines, ou cytokinesh chimio-attractives, constituent le plus grand groupe de la 

superfamille des cytokines. Ces petites protéines, de 8 à 12 kg.mol-1, interagissent avec des 

récepteurs cellulaires à 7 domaines transmembranaires couplés à des protéines G'. Actuellement, 

plus de 50 chimiokines et près de 20 récepteurs ont été identifiés. 

Ces protéines ont été classées en quatre sous-familles en fonction de l'enchainement des 

premiers résidus cystéine conservés à l'extrémité N-terminale. Ce classement résulte d'une mise 

en évidence de la relation structure / fonction liée au positionnement de ces résidus cystéine. [45] 

On distingue deux sous-familles majoritaires : CXC qui possède deux résidus cystéine (C) 

séparés par un résidu aminé quelconque (X) et CC qui possèdent deux cystéines contigues. 

Les deux autres familles identifiées plus récemment sont la famille C et la famille CX3C.[46] 

h Cytokines = protéines et peptides sécrétés par des cellules du système immunitaire ou par d'autres cellules 

et/ou tissus, ayant pour rôle la médiation cellulaire. 
i Protéines G = protéines capables d'induire ou d'inhiber des réactions biochimiques dans la cellule. 
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Leurs fonctions physiologiques sont diverses et leur spécificité d'action sur un type de 
cellules donné est principalement liée à la localisation de leurs récepteurs. La première fonction 
mise en évidence est celle du recrutement de cellules (chimiotactisme), principalement les 
lymphocytes lors d'une réaction inflammatoire. Les chimiokines sont également connues pour 
avoir des effets activateur ou inhibiteur de l'angiogenèse1 et de l'hématopoïèsek. En fait, deux 
grands types de chimiokines se distinguent : les chimiokines inflammatoires et les chimiokines 
homéostatiques1. Les chimiokines inflammatoires sont secrétées par différents types de cellules en 
réponse à l'intrusion dans l'organisme d'un agent pathogène (bactérie ou virus). Les chimiokines 
homéostatiques, présentes dans le système lymphatique, contrôlent la maturation, la 
differentiation et l'activation des lymphocytes.[47] Ces protéines agissent également, directement 
ou par l'intermédiaire de leurs récepteurs, lors de certains processus pathologiques tels que la 
sclérose multiple, certaines maladies auto-immunes, l'asthme, l'athérosclérose[48], les infections 
virales [49] et certains processus métastatiques. 

I-2.2.b Interactions avec les glycosaminoglycanes 

Les progrès réalisés dans la caractérisation structurale des chimiokines et la détermination 
de leurs rôles ainsi que leurs récepteurs ont fait d'elles, pendant un certain temps, des cibles 
thérapeutiques pour réguler les inflammations pathologiques. Cette idée a rapidement été 
abandonnée puisque de nombreuses études montraient des discordances entre les résultats 
obtenus in vitro et in vivo. A cela s'ajoutait la faible durée de vie des chimiokines injectées dans 
l'organisme ainsi que les nombreux effets secondaires dû au fait qu'une protéine peut avoir des 
effets différents en fonction de la localisation des récepteurs auxquels elle se lie.[48, 50] 

Des études in vitro ont permis de mettre en évidence la liaison de chimiokines à des GAG 
purifiés puis sur des protéoglycanes à la surface de cellules endothélialesm. Une nouvelle voie 
d'étude s'est alors ouverte sur l'analyse des interactions entre chimiokines et GAG. La liaison 
entre ces protéines pour la plupart basiques et des polysaccharides acides semblait au premier 
abord peu spécifique. Mais l'observation de liaisons de chimiokines acides (MIP-1 . (CCL3) et 
MIP-1 (CCL4)) à des GAG, par chromatographie d'exclusion stérique, a permis de contredire 

j Angiogenèse = formation de nouveaux vaisseaux sanguins 
k Hématopoïèse = ensemble des mécanismes qui assurent le renouvellement des cellules sanguines 
1 Homéostasie = capacité à conserver l'équilibre de fonctionnement en dépit des contraintes extérieures 
m Cellules endothéliales = couche de cellules constitutives des vaisseaux en contact avec le sang. 
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cette hypothèse. [51] Cette spécificité s'est avérée dépendre du type de chimiokines mais 

également de la catégorie des glycosaminoglycanes testés. [52] 

La liaison des chimiokines aux GAG s'avère indispensable pour l'accomplissement de 

certains processus cellulaires tels que le recrutement cellulaire, la création de gradients de 

chimiokines, i.e. la concentration des chimiokines au foyer de l'inflammation[53], la protection 

des chimiokines contre l'action des protéases[54] et la présentation des chimiokines à leurs 

récepteurs[52], La figure suivante (Figure 6) présente une illustration de recrutement des 

leucocytes : les GAG en surface des cellules endothéliales immobilisent le leucocyte circulant 

dans le sang, les chimiokines liées à ces mêmes GAG sont ensuite présentées à leur récepteur 

leucocytaire et induisent un étalement de la cellule, cette dernière traverse enfin l'épithélium" vers 

le tissu siège de l'inflammation. 

1-2.2.c Oligomérisation des chimiokines et de leurs récepteurs 

La liaison des chimiokines aux GAG n'est pas le seul phénomène à promouvoir leurs 

actions.[56] Les chimiokines inflammatoires sont stockées dans des granules lymphocytaires puis 

sécrétées sous forme de macrocomplexes avec des héparanes sulfates. L'affinité des chimiokines 

pour les GAG est parfois augmentée par leur oligomérisation[57, 58] à quelques exceptions près, 

n Epithélium = tissu dont les cellules sont liées par des jonctions intercellulaires. 
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comme pour l'interleukin-8[59]. Différents modes d'associations entre protéines ont été envisagés 
par la combinaison de données obtenues par cristallographie et RMN sur les oligomères de 
chimiokines (dimères ou tétramères) et par modélisation des complexes avec des GAG.[55, 60] 
Les données structurales expérimentales sur la formation d'oligomères en présence 
d'oligosaccharide n'ont pu être obtenues par cristallographie que pour un disaccharide dans le cas 
de les chimiokines RANTES / CCL5[61] et SDF-1 / CXCL12[62], Cette limitation résulte de 
la précipitation des chimiokines favorisée par de fortes concentrations et des masses élevées 
d'oligosaccharides sulfatés. [48] 

Comme la plupart des récepteurs membranaires couplés à des protéines G, les récepteurs 
de chimiokines peuvent aussi former des oligomères. [63] La dimérisation des récepteurs est 
induite par la fixation d'une chimiokine sur un seul récepteur, le second récepteur ne pouvant 
plus recevoir de substrat est tout de même activé.[64] Ce phénomène semble permettre le 
maintien d'un signal biochimique suffisant malgré une faible concentration en chimiokines. [65] 
La formation d'homo-dimères (deux récepteurs identiques) ou hétéro-dimères (deux récepteurs 
différents) modulerait le signal biochimique. [66] 

Au cours de cette thèse, nous nous sommes intéressés à la liaison de deux chimiokines, 
SDF-1 / CXCL12 et MCP-1 /CCL2, à l'héparine, ainsi qu'à leur oligomérisation. Un court 
résumé sur les données bibliographiques structurales est présenté ici. 

I-2.2. d Stromal-cell Derived Factor-1 

La chimiokine Stromal-cell Derived Factor-1 possède de nombreux isoformes, le plus 
abondant étant SDF-1 / CXCL12 constitué de 68 acides aminés (Séquence : Figure 7). Cette 
protéine appartient à la famille CXC intervenant principalement dans différentes étapes de 
l'hématopoïèse, de l'angiogenèse et du recrutement de leucocytes[67]. Du point de vue 
pathologique, SDF-1 est connue pour intervenir dans certains processus métastatiques et lors de 
l'infection par le VIH-1. Dans ce dernier cas, le récepteur CXCR4 joue le rôle du corécepteur du 
virus facilitant sa liaison aux lymphocytes T, alors que la fixation de SDF-1 sur CXCR4 inhibe 
la liaison du virus et empêche sa réplication.[68] 
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KPVSLSYRCP CRFFESHVAR ANVKHLKILN TPNCALQIVA RLKNNNRQVC 
IDPKLKWIQE YLEKALNK 

Figure 7 : Séquence de SDF-1α humaine 

En italique : résidus marquant l'appartenance à la famille CXC, 
En gras : résidus basiques susceptibles d'interagir avec des GAG.D'après[69, 70] 

La structure de SDF-1α est bien connue, son site de liaison au récepteur CXCR4 est 

constitué des 8 résidus N-terminaux.[68, 71] En ce qui concerne son site de liaison aux GAG, un 

site de structure [BBXB]0 reconnu comme étant un site de liaison à l'héparine a été identifié par 

mutagénèse dirigée: [Lys24 - His25 - Leu26 - Lys27].[69] Il semblerait que d'autres résidus 

participent également à cette liaison, mais de façon moins déterminante.[70] L'analyse RMN a 

permis de confirmer ces sites de liaison de SDF-la à l'héparine.[72] A partir de la structure 

modélisée de SDF-lα, la recherche de l'oligomère théorique le plus stable indiquait une 

stœchiométrie de deux protéines centrées sur un fragment d'héparine (Figure 8). 

L'oligosaccharide jouant dans ce cas le rôle d'un lien entre les deux protéines. 

Figure 8 : Modélisation de l'interaction SDF-lα / héparine 

Les zones bleues correspondent aux résidus basiques de la protéine susceptibles d'interagir avec l'héparine. 
A gauche : structure de la chaine protéique, à droite : surface moléculaire du dimère. D'après [55] 

Expérimentalement, cette structure a pu être observée par cristallographie avec un 

disaccharide d'héparine[62], les interactions avec des oligosaccharides plus longs n'ayant pu être 

observé du fait de la précipitation. Les données thermodynamiques indiquent des valeurs de 

constantes de dissociation des dimères de SDF-lα de l'ordre de 1 mM, cette valeur est divisée par 

10 en présence de contre-ions de type phosphate ou de disaccharide d'héparine.[72] 

0 B correspond à un acide aminé basique (lysine, arginine ou histidine) et X à un acide aminé quelconque 
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I-2.2. e Monocyte Chemoattractant Protein-1 

La chimiokine Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1 / CCL2) est constituée de 76 

acides aminés (Séquence : Figure 9) appartenant à la famille CC intervenant dans les réactions 

inflammatoires (Figure 6 page 17), mais également dans certaines pathologies du système 

nerveux central. [73] 

QPDAINAPVT CCYNFTNRKI SVQRLASYRR ITSSKCPKEA VIFKTIVAKE 
ICADPKQKWV QDSMDHLDKQ TQTPKT 

Figure 9 : Séquence de MCP-1 humaine 

En italique : résidus marquant l'appartenance à la famille CC, 
En gras : résidus basiques susceptibles d'interagir avec des GAG. D'après[74, 75] 

Les sites de liaison principaux de MCP-1 aux GAG ont été identifiés par mutagénèse dirigée 

comme étant les résidus [Lys58, His66] [74] et les résidus [Argl8, Lysl9, Arg24, Lys49][75], 

Cette chimiokine forme généralement des dimères en solution et la présence d'héparine semble, 

d'après une analyse réalisée par spectrométrie de masse en conditions non dénaturantes (Figure 

10), favoriser cette dimérisation.[76, 77] 

Figure 10 : Spectres de masse FTICR de MCP-1 en conditions non dénaturantes 

(a) 5μM MCP-1 dans lOOmM acétate ammonium pH 6,8. 
(b) incubation avec 200 |xM de pentasaccharide d'héparine puis filtration. 

M = monomère, D= dimère et A = arixtra, pentasaccharide d'héparine. D'après [77] 

D'autres analyses par ultracentrifugation analytique et modélisation indiquent que l'héparine 

pourrait induire un regroupement en tétramères ou en octamères. La modélisation de la structure 

des dimères indique que les sites de fixation des GAG sont différents des sites d'interaction entre 

les deux protéines (Figure 1 la) contrairement à SDF-la (cf. Figure 8 page 19). 
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Figure 11 : Modélisation de l'interaction MCP-1 / héparine 

(a) : formation d'un dimère. A gauche : structure de la chaine protéique, à droite : surface moléculaire 
(b) : formation d'un tétramère. (Rotations de 90°) Les zones bleues correspondent aux résidus basiques de 

la protéine susceptibles d'interagir avec l'héparine. D'après [55, 75] 

La fixation d'un GAG sur MCP-1 pourrait être à l'origine d'une modification 

conformationnelle de la protéine favorisant sa dimérisation. La modélisation de la structure des 

tétramères indique la présence d'une zone continue de résidus basiques encerclant les quatre 

protéines et correspondant probablement au site de fixation de GAG (Figure 11b).[55, 75] Pour le 

moment, aucune observation expérimentale de ce tétramère n'a pu être réalisée. 
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II METHODES D'ANALYSE DES POLYSACCHARIDES ET DE LEURS 

INTERACTIONS AVEC DES PROTEINES 

II-1 ANALYSES DE POLYSACCHARIDES 

A la différence des acides nucléiques et des protéines, il n'existe pas de codage cellulaire 
pour la biosynthèse des polysaccharides. Les mammifères peuvent synthétiser plus d'une dizaine 
d'osés dont la structure varie par la présence et la position différente de nombreux groupements 
fonctionnels (hydroxyle, sulfate, aminé, acide, acétyle...) augmentant d'autant le nombre 
d'isomères possibles. La liaison de deux oses peut être réalisée à différents endroits du cycle 
osidique (liaisons 1-3 ou 1-4) et ce avec deux anomériesp possibles (a ou P). Si l'on considère un 
oligomère de quatre unités, la combinaison des 4 nucléotides de l'ADN peut donner 256 
oligomères différents (44), celle des 20 acides aminés donne environ 16000 peptides différents, 
pour un oligosaccharide plus de 15 millions d'arrangements sont possibles. La Figure 12 décrit la 
variation du nombre d'isomères possibles en fonction du nombre de monomères pour des 
peptides et des oligosaccharides formés à partir de D-hexoses.[78] 

Récemment, les progrès en synthèse chimique d'oligosaccharides ont permis, par la 
préparation d'échantillons homogènes de séquence connue, une compréhension plus aisée des 
activités de ces sucres. Contrairement à l'analyse du génome et du protéome, le développement 
de méthodes automatisées pour le séquençage ou la synthèse de polysaccharides est récent. En 
2003, le groupe du Dr Seeberger a mis au point un automate réalisant la synthèse d'un 
dodécasaccharide de séquence connue en seulement 16 heures. [79] Cette même équipe a ainsi pu 
synthétiser en deux mois un vaccin efficace contre la malaria alors que les méthodes 
conventionnelles requièrent au moins 10 mois. 

p Anomères = isomères qui diffèrent par la configuration du premier carbone du cycle osidique. 
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Figure 12 : Nombre d'isomères possibles en fonction du nombre de monomères 

D'après[78] 

La valorisation pharmaceutique des polysaccharides d'origine animale (ex : héparine) ou 
végétale reste rare puisqu'elle nécessite le développement de nouvelles méthodologies analytiques 
adaptées à des échantillons aussi complexes. 

II-l . 1 Les méthodes séparatives 

Les polysaccharides sont souvent extraits sous forme de mélanges hétérogènes. Par 
conséquent, leur analyse structurale nécessite en amont une séparation des différents chaînons 
par chromatographie ou électrophorèse.[80] 
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II-1.1. a Les méthodes chromatographiques 

Les méthodes chromatographiques ont été les premières utilisées pour assurer une 
purification et une séparation de ces échantillons très hétérogènes. 

La chromatographie d'exclusion stérique reste la méthode préparative la plus utilisée, elle 
permet une bonne estimation des masses moléculaires apparentes, mais ne sépare pas les 
stéréoisomères. Différentes méthodes de chromatographie liquide haute performance (HPLC) ont 
également été développées. La chromatographie par échange d'anions (phase greffée ) 
permet d'exploiter la différence d'acidité des polysaccharides sulfatés. La chromatographie de 
partage permet quant à elle une séparation en fonction des polarités. 
La formation de paires d'ions, séparées par HPLC en phase inverse (phase stationnaire 
hydrophobe), a par exemple permis de séparer des disaccharides issus d'un mélange d'acide 
hyaluronique et de sulfate de chondroïtines.[81] Ces mêmes disaccharides, sulfatés ou non, ont 
également été séparés en une étape par HPLC en phase normale (phase stationnaire hydrophile) 
puis détectés après dérivation par un fluorophore.[82] 

II-1.1 .b Les méthodes électrophorétiques 

Les méthodes électrophorétiques, souvent complémentaires des méthodes 
chromatographiques, ont été employées plus recemment. [83] 

La méthode la plus ancienne datant des années 70 consiste à séparer les GAG sur des bandes 
d'acétate de cellulose. L'électrolyte le plus courant pour ce type de séparations est l'acétate de 
barium.[84] L'ajout d'additifs, tels que l'acide chlorhydrique[85] ou l'éthanol[86], pour réaliser 
des précipitations séquentielles en fonction des degrés de sulfatation, est également employé. Par 
la suite, les bandes de nitrocellulose ont permis d'améliorer la séparation et la quantification de 
GAG. [87] 

Des gels d'électrophorèse d'agarose[88] et de polyacrylamide[89, 90] ont également été 
adaptés à la séparation et quantification de mélanges de GAG. L'avantage de ces dernières 
techniques réside dans la possibilité de récupérer les saccharides préfractionnés afin de les séparer 
ensuite avec plus de précision (HPLC, CE) ou de les analyser par MS. 

Plus récemment, l'électrophorèse capillaire (CE) est apparue plus intéressante que la 
chromatographie ou les gels pour la séparation des polysaccharides (cf. § II-2.2.C page 39). Les 
principaux avantages sont la diminution des durées de séparation et des quantités employées. 

- 2 5 -



H-1.1. c Détection des saccharides 

Les polysaccharides naturels ne possèdent aucun chromophore ou fluorophore. La 
détection directe est néanmoins réalisable dans certains cas, notamment sur des oligosaccharides 
issus d'une dépolymérisation enzymatique (au moyen d'heparinase) : l'insaturation formée est 
alors détectable à 220 nm.[91] Les groupements fonctionnels présents (hydroxyles, aminés et 
carboxyles) peuvent donner lieu à de nombreuses procédures de dérivation.[92] L'extrémité 
réductrice peut être couplée à des fluorophores par exemple par une réaction d'amination.[93] 
Sur les gels, la coloration au bleu Alcian spécifique des fonctions acide ionisées au pH utilisé 
(COOH et S03H à pH 2,3 ; S03H seul à pH 1,3) permet une détection des polysaccharides 
sulfatés jusqu'au ng. La combinaison de la coloration au bleu Alcian avec une coloration 
argentique permet d'atteindre une sensibilité comparable à la fluorimétrie de l'ordre du ng.[94] 

H-1.2 Les méthodes d'analyses structurales 

En raison de leur flexibilité, les polysaccharides sont de très mauvais candidats à l'analyse 
cristallographique par diffraction aux rayons X. Leur taille moléculaire ainsi que leur 
hétérogénéité structurale est un frein à l'utilisation de la RMN qui reste pourtant la méthode 
d'analyse structurale d'oligosaccharides la plus puissante. L'analyse par MS, devenue plus 
résolutive et plus sensible, s'adapte à l'analyse structurale des polysaccharides quelle que soient 
leur charge ou leur taille. La disponibilité d'une base de données pour l'analyse de 
polysaccharides par spectrométrie de masse, comme il en existe pour les protéines, serait un atout 
considérable en termes d'automatisation et de rapidité d'analyse. 

N-2 ANALYSE DES INTERACTIONS PROTEINES / SACCHARIDES 

Les nombreuses méthodes d'analyse des interactions protéines / ligands (Tableau 2) ne 
sont pas toutes applicables à l'analyse d'interactions protéines / saccharides. En effet, les 
limitations structurales liées à l'analyse des sucres restent présentes. La plupart des méthodes 
consistent à analyser la protéine et les modifications conformationnelles entrainées par sa liaison 
au saccharide. Dans cette partie, seules les méthodes utilisée pour l'étude d'interactions protéine 
/ saccharides seront abordées. 
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II-2.1 Les méthodes d'analyses 

II-2.1.a Spectroscopies 

Fluorescence 

Une molécule fluorescente, ou fluorophore, possède la propriété d'absorber de l'énergie 
lumineuse (excitation) et de la restituer (émission) à une longueur d'onde spécifique. Les 
protéines possèdent une fluorescence intrinsèque lorsqu'elles possèdent des résidus tryptophane. 
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Il est également possible de greffer des fluorophores (fluorescéine, rhodamine...) pour pallier 
l'absence de tryptophane ou tout simplement augmenter la sensibilité de la détection. En présence 
d'un ligand, la fluorescence de la protéine sera modifiée. 

Une molécule de petite taille (ligand) en solution possède un grand degré de liberté. 
Lorsqu'on lui soumet un rayonnement lumineux polarisé, la lumière réémise est alors 
dépolarisée. Par contre, si cette petite molécule se lie à une protéine, ses mouvements sont 
ralentis et la lumière réémise est moins dépolarisée. La différence entre ces deux états, 
directement liée à la concentration en protéine, est corrélable au nombre de protéines liées ainsi 
qu'aux constantes d'interaction. 

La polarisation de fluorescence (Figure 13) est une méthode analytique très employée pour 
l'analyse d'interactions en solution de protéines et d'acides nucléiques. Les rares études 
d'interactions protéines / saccharides réalisées par polarisation de fluorescence concernent 
l'étude de lectines.[97-101] 

Pour cette méthode, le greffage du fluorophore se fera de préférence sur la molécule de plus 
petite taille, donc sur l'oligosaccharide, par exemple : greffage de fluorescéine par réduction de 
fonctions amides. L'échantillon saccharidique doit nécessairement être homogène et sa 
modification chimique ne doit pas gêner l'interaction avec la protéine. 

Dichroïsme circulaire 

Toute onde lumineuse possède deux composantes circulaires de polarisation : gauche et 
droite. Une molécule optiquement active présente un dichroïsme circulaire, elle absorbe 
différemment une onde lumineuse circulaire polarisée droite ou gauche. L'absorbance mesurée 
dépend de la longueur d'onde lumineuse et est caractéristique du composé étudié. Cette méthode 
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renseigne sur les structures secondaires (hélices α, feuillets β) et conformations (interactions, 
dénaturations) des protéines analysées. Les données structurales restent pauvres comparées à la 
RMN et à la cristallographie. Les tampons les plus courants en biochimie (phosphates, sulfates, 
acétates...) absorbent également les ondes lumineuses et peuvent être sources d'absorptions 
parasites. 

Lors de la formation d'un complexe non covalent, l'absorbance mesurée sera modifiée du 
fait d'un changement conformationnel de la protéine.[102] Cette méthode est couramment 
utilisée pour la détermination de paramètres thermodynamiques tels que les constante et vitesse 
d'interaction de complexes protéine / saccharide (ex : interaction antithrombine / héparine[42, 
103]). Les avantages de cette méthode résident principalement dans sa rapidité de mise en oeuvre 
et la facilité d'interprétation des résultats, de plus, plusieurs conditions opératoires (pH, 
température...) peuvent être étudiées en peu de temps.[104] 

Résonance plasmonique de surface 

La résonance plasmonique de surface (SPR) est basée sur la mesure de la variation des 
propriétés optiques d'une surface d'or, sur laquelle est greffée la molécule à étudier en présence de 
ligands spécifiques. Dans le cas d'interactions protéines / oligosaccharides, le greffage le plus 
fréquent est celui l'oligosaccharide (ex : interaction SDF-la / héparine[70]). La cinétique 
d'interaction est étudiée en temps réel. [105] 

La difficulté principale de la méthode réside dans la réalisation d'un greffage uniforme de 
la molécule sur le film métallique. La présence d'une gêne stérique entre molécules greffées ainsi 
que la fixation de ces dernières sous différentes conformations peuvent entraîner des artefacts de 
mesure. Les quantités d'échantillon nécessaires à l'analyse sont très faibles, de l'ordre de quelques 
femtomoles.[106] La SPR peut être couplée à des méthodes d'analyse structurale telle que la 
MS.[107] Une récente amélioration de la SPR montre qu'elle peut également être couplée à une 
méthode de mesure par diffusion de lumière. [108] 

Résonance magnétique nucléaire 

La résonance magnétique nucléaire (RMN) reste la méthode d'analyse structurale de 
complexes protéine / sacharides la plus puissante. Classiquement utilisée pour déterminer des 
structures primaires de composés organiques, cette méthode peut dans certaines conditions 
donner des renseignements sur les structures tertiaires. L'analyse d'interactions reste difficile car 
la complexité de l'interprétation des données obtenues, ainsi que la durée d'analyse augmentent 
avec la taille des molécules étudiées. Généralement les sites d'interaction sont déterminés par la 
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modification des signaux de la protéine lors de l'ajout de ligands (ex : interaction SDF-lα / 
héparine[62]), mais l'observation des signaux de petits oligosaccharides est également réalisable 
(ex : interaction peptide de lectine / disaccharides[109]). En plus des structures, la RMN permet 
parfois de quantifier les interactions, mais une limitation apparaît pour des complexes de 
stœchiométries différentes de 1/1 et possédant un caractère symétrique. 

Cristallographie aux rayons X 

A partir d'une solution saturée en analytes purs, le solvant est évaporé sous des conditions strictes 
de température et de pression. Cette étape de cristallogenèse qui peut durer plusieurs jours pour 
des protéines donne naissance à un cristal. L'état cristallin est caractérisé par un arrangement 
périodique des atomes et molécules. La diffraction par rayons X permet ensuite une 
détermination précise des structures moléculaires figées. Il existe tout de même des limitations 
dues à la présence de zones flexibles, comme les sucres des glycoprotéines par exemple. 

En ce qui concerne l'interaction entre protéines et saccharides, la littérature reporte 
principalement des études réalisées sur des petits oligosaccharides. Deux méthodes de 
cristalisation peuvent être envisagées : 

- cristallisation du mélange pré-incubé (ex : interaction lectine / chitine[l 10]) 
- cristallisation de la protéine puis dépôt du cristal dans une goutte d'oligosaccharide (ex : 

interaction SDF-lα / héparine[62]). 

II-2.1.b Calorimétrie 

Le dosage calorimétrique isotherme est une méthode quantitative permettant la mesure de 
constantes d'interaction, d'enthalpie d'échange et le calcul de stœchiométrie. L'appareillage est 
constitué de 2 cellules métalliques à forte conduction thermique (en or par exemple) placée dans 
une enceinte adiabatique. Une des cellules sert de référence, les ligands sont injectés dans l'autre 
cellule qui contient le récepteur. La mesure des différences de température entre les deux cellules 
renseigne sur les enthalpies de réaction. Dans le cas d'une réaction exothermique par exemple, la 
température de la cellule augmentera avec la concentration en ligand. 

La courbe de dosage obtenue représente la variation de chaleur en fonction du temps 
(μcal.s-1) et de la concentration en ligand. La Figure 14 est extraite d'une étude concernant 
l'interaction d'une lectine avec un disaccharide : le lactulose.[lll] 
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Figure 14 : Dosage calorimétrique de l'interaction lectine / lactulose 

A : variation de la chaleur dégagée par seconde, B : variation de la chaleur dégagée par mole de ligand. 

D'après[lll] 

La Figure 14A correspond à la mesure de chaleur dégagée lors de 50 ajouts successifs de 
lactulose (5 μL à 10 mM) à intervalle de 200 sec dans la cellule contenant 0,3 mM de lectine. La 
courbe de dosage située dans la Figure 14B est obtenue en divisant l'ordonnée des 50 mesures 
précédentes par la quantité de lactulose introduite. La linéarisation de cette courbe a permis la 
détermination des données thermodynamiques d'interaction ainsi que le nombre de sites de 
liaisons. 

II-2.1. c Méthodes hydrodynamiques 

Dialyse à l'équilibre 

L'appareillage est constitué de deux chambres séparées par une membrane poreuse 
empêchant le transfert de la protéine mais pas celui de l'oligosaccharide. Une quantité connue 
d'oligosaccharide est placée dans l'une des chambres, la protéine est placée dans la seconde 
chambre. L'oligosaccharide traverse alors la membrane : une partie se lie à la protéine, l'autre 
partie permet d'équilibrer la concentration en oligosaccharides non liés dans les deux chambres. 
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L'interaction mise en jeu est ensuite quantifiée par la mesure de la concentration 
d'oligosaccharides non liés. Les méthodes de quantification des oligosaccharides nécessitent un 
marquage préalable de ces molécules par un chromophore (dosages spectrophotométriques) ou 
des radioéléments (ex : 3H Lactosefl 12]). Cette méthode longue à mettre en œuvre est 
aujourd'hui peu utilisée. 

Chromatographie d'affinité 

Le schéma le plus courant, et aussi le plus commercialisé, correspond au greffage de 
l'oligosaccharide sur la colonne (ex : colonnes greffées par de l'héparine). Le mélange de 
protéines à étudier est ensuite injecté, et seules les protéines ayant de l'affinité pour la colonne, 
donc pour le saccharide, sont retenues. L'élution est ensuite réalisée par des concentrations 
croissantes en sels ou en solvant organique en fonction du type d'interactions mises en jeu, 
électrostatiques ou hydrophobes. Cette technique est très utilisée pour la purification de 
protéines. [113] 

Très souvent associée à des expériences de mutagénèse dirigée (ç/;§II-2.1.d page 33), la 
chromatographie d'affinité permet alors l'identification précise des résidus d'acides aminés mis en 
jeu et les constantes d'interaction entre protéines et oligosaccharides (ex: interaction MCP / 
héparine [74]). 

Ultracentrifugation analytique 

L'analyse des interaction protéines / saccharides (ex : interaction lysozyme / chitine[114]) 
peut être réalisée par ultracentrifugation suivant deux méthodes complémentaires : l'une basée 
sur la vitesse de sédimentation et l'autre sur la sédimentation à l'équilibre.[115, 116] 

L'ultracentrifugation par vitesse de sédimentation est la méthode la plus courante. Elle est 
sensible à la masse et au volume hydrodynamique de la macromolécule à étudier. Cette méthode 
consiste à mesurer la vitesse de sédimentation d'une molécule en fonction de sa conformation 
(libre ou liée), en réponse à une force centrifuge de 40000 à 60000 rpm. Les principales 
informations qu'elle apporte concernent l'homogénéité (en masse et en conformation) des 
échantillons, la formation d'agrégats et d'interactions fortes avec des ligands. Dans certains cas, 
cette méthode permet de mesurer des coefficients de diffusion et des masses moléculaires. 

La sédimentation à l'équilibre n'est sensible qu'à la masse de la molécule. Cette méthode 
est très longue à mettre en œuvre : plusieurs jours sont nécessaires (contre quelques heures pour 
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la vitesse de sédimentation). Elle permet d'estimer des masses moléculaires et la détermination de 
stœchiométries. 

II-2.1. d Mutagenèse dirigée 

L'objectif principal de la mutagénèse dirigée est d'identifier les résidus aminés de la 
protéine jouant un rôle dans sa liaison aux saccharides. La structure de la protéine doit être 
connue. Les résidus basiques (lysine, arginine, histidine), généralement situés en surface de la 
protéine sont remplacés par des résidus neutres (une sérine par exemple). La limitation principale 
de cette méthode est que la structure tridimensionnelle du mutant doit être la même que celle de 
la protéine. Les interactions avec les oligosaccharides sont ensuite étudiées avec les différents 
mutants par différentes méthodes, la plus courante étant la chromatographie d'affinité (ex : 
interaction MCP / héparine[74]). 

II-2.1. e Puces à sucre 

Des oligosaccharides synthétiques, parfois naturels, de séquence connue et homogène sont 
greffés sur une plaque mesurant quelques millimètres. [117] Un mélange de protéines est alors mis 
au contact de la puce, des séquences de lavage éliminent les éléments non liés. Les protéines liées 
sont ensuite analysées après élution par fluorimétrie ou MS. Cette technologie d'abord utilisée 
pour l'analyse d'interactions avec les acides nucléiques, apparait très intéressante pour les 
saccharides.[118] Les limitations principales, qui sont les mêmes que pour la SPR, concernent la 
difficulté de greffage des ligands. 

II-2.1 .f Modélisation moléculaire 

Des modèles sont construits à partir de structures prédéterminées par cristallographie 
(fichiers PDB de la base de données protéiques, ex : interaction SDF-la / héparine[70]) ou par 
homologie avec des molécules de structures proches. Les conformations les plus stables sont 
calculées par minimisation de l'énergie du complexe. Dans l'absolu et pour des molécules 
connues, cette méthode ne possède pas de limitation. Dans la pratique, la durée des calculs 
dépend des capacités informatiques : puissance des stations de calculs, amélioration des logiciels 
et des bases de données. 
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II-2.2 L'électrophorèse capillaire 

Cette méthode séparative sera décrite plus en détail puisqu'elle a fait l'objet de 
développements analytiques au cours de cette thèse. Les principes théoriques seront rappelés 
brièvement suivis d'un exposé non exhaustif des différents modes d'analyses possibles. 

II-2.2.a Généralités 

L'électrophorèse capillaire (CE) est une méthode séparative qui repose sur la séparation 
de molécules au sein d'un micro-capillaire soumis à un champ électrique. Les principaux 
avantages de la CE sont la faible consommation d'échantillons et de solvants, l'efficacité, la 
rapidité d'analyse et la possibilité d'automatisation. 

Mobilité des espèces séparées 

La vitesse de migration (vM) d'une molécule chargée dans un capillaire de séparation est 
fonction de sa mobilité apparente (μapp) et du champ électrique appliqué (E), selon la relation : 

La composante électrophorétique dépend du volume hydrodynamique et de la charge 
apparente de la molécule. La composante électro-osmotique est liée à la nature du capillaire 
(silice vierge ou greffée, téflon, pyrex, etc) et aux caractéristiques physico-chimiques de 
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l'électrolyte (viscosité, pH, force ionique, etc.).[ 119] La paroi de silice est tapissée de groupements 

silanols déprotonés à pH supérieur à 5. Les cations de l'électrolyte viennent se placer à la surface 

de la silice et forment une double couche diffuse. A l'application du champ électrique, les cations 

de la double couche se mettent en mouvement vers la cathode et entraînent les molécules 

électrolytiques de l'échantillon. Le contrôle de cette composante est déterminant pour la 

reproductibilité des analyses. 

Principe général de séparation en électrophorèse capillaire 

Les capillaires de silice vierge possèdent des groupements silanol en surface susceptibles 

d'être chargés négativement à pH > 5. Ces charges de surfaces attirent les molécules cationiques 

de l'électrolyte et peuvent entrainer son mouvement (flux électro-osmotique) lors de l'application 

d'une tension électrique (jusqu'à 30 kV). Classiquement, la combinaison d'un électrolyte basique 

et d'une tension positive entraine un écoulement électro-osmotique cathodique dirigé de l'anode 

vers la cathode (Figure 15). 

Cette configuration est également appelée polarité normale. L'ordre de séparation 

théorique des composés est alors le suivant : les cations sont détectés les premiers, suivis par les 

espèces neutres puis les anions. Les ions sont détectés en fonction de leur rapport charge sur 

masse Dans ce cas de figure, les molécules neutres transportées uniquement par le flux électro-

osmotique ne sont pas séparées. 
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Injection des échantillons 

Les échantillons peuvent être injectés selon deux modes : hydrodynamique et 
électrocinétique. 

- L'injection hydrodynamique consiste en l'application d'une surpression dans le flacon 
contenant l'échantillon. Ce mode d'injection est le plus courant, surtout lorsque l'analyse 
se veut quantitative. Le volume injecté dépend de la viscosité de l'électrolyte et des 
dimensions du capillaire, il peut être calculé par une adaptation de l'équation de Hagen -
Poiseuille : 

- L'injection électrocinétique consiste en l'application d'une tension à l'électrode d'entrée, 
plongée dans le flacon contenant l'échantillon. Les différents analytes sont introduits dans 
le capillaire en fonction de leur vitesse de migration respective et par conséquent à des 
concentrations différentes de celles présentes dans l'échantillon. Le volume injecté 
dépend alors des mobilités électro-osmotique et électrophorétique, il peut être calculé 
grâce à l'équation : 

En fonction de la durée d'injection, on distinguera les méthodes d'électrophorèse 
capillaire en zone (CZE) des méthodes frontales (FACE et FACCE, Figure 16). 
L'injection de l'échantillon dure quelques secondes en CZE, quelques minutes en FACE et elle 
est continue en FACCE. 
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II-2.2.b Analyse de protéines par électrophorèse capillaire 

L'analyse de protéines par CE peut être réalisée suivant cinq mécanismes de séparation : en 

fonction des rapports charge / masse, des masses, des points isoélectriquesq, de l'hydrophobie ou 

de leur affinité pour une molécule donnée. 

Les protéines, comme beaucoup d'échantillons d'origine naturelle, sont disponibles en 

quantités limitées. Pour pallier le manque de matériel, le développement des méthodes d'analyse 

consiste souvent à abaisser au maximum la limite de détection. La sensibilité de la CE peut être 

améliorée à deux niveaux : en amont (préconcentration) ou en aval de la séparation 

(détection). [121, 122] 

Mécanismes de séparation de protéines 

Les protéines peuvent être séparées en fonction de leur rapport charge / masse, rapport 

déterminant leur mobilité électrophorétique. 

La reproductibilité des séparations peut être améliorée lorsque les interactions entre 

protéines et parois sont supprimées. Les parois du capillaire sont alors modifiées de façon 

covalente (greffage) ou non (tapissage). Ces modifications de surface entrainent alors une 

suppression (surface neutre) ou une inversion (surface cationique) du flux électro-osmotique. Les 

q pl - pH auquel la protéine est globalement neutre. 
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capillaires greffés (polyacrylamide, polyvinylalcool, hydroxycellulose) commerciaux sont peu 
robustes et très couteux. Alternativement, il existe des méthodes de greffage chimique stables sur 
une large gamme de pH (3 à 10), mais les protocoles sont parfois difficiles à réaliser. Les 
méthodes de tapissage sont souvent préférées car plus faciles à mettre en œuvre, moins couteuses 
et plus reproductibles. Le tapissage est réalisé par ajout de tensioactifs (ex: bromure de 
cétyltriméthylammonium, polybrène) ou de polymères dans l'électrolyte (ex : polyoxyde 
d'éthylène) avant et/ou pendant la séparation. 

L'isotachophorèse, variante de la CZE, permet également une séparation des protéines en 
fonction de leur mobilité électrophorétique. Deux électrolytes possédant des ions de même charge 
que la protéine à analyser, mais de mobilité très différente sont utilisés. Lors de la séparation, les 
différents électrolytes engendre un gradient de vitesse de migration permettant de mieux focaliser 
les protéines. 

L'utilisation d'électrolytes polymérisables, couramment du polyacrylamide, permet la 
réalisation de tamis sous forme de gels réticulés. Cette méthode appelée CE en gel est comparable 
à la chromatographie d'exclusion stérique puisque les protéines sont séparées en fonction de leur 
volume hydrodynamique, donc approximativement de leur masse. En présence de SDS, connu 
pour améliorer la solubilisation des protéines, le tamisage des protéines par CE permet la 
séparation de protéines de 4 à 300 kg.mol"1.!^] 

La focalisation isoélectrique est une méthode très résolutive de séparation des protéines en 
fonction de leur point isoélectrique (pl). Un gradient de pH est créé dans le capillaire au moyen 
d'ampholytes, mélanges de petits polyélectrolytes. Les protéines chargées migrent sous l'effet du 
champ électrique en suivant un gradient de pH croissant et s'immobilisent lorsque le pH équivaut 
à leur pl. Au pl, les protéines ne possèdent aucune charge nette et ne peuvent plus se déplacer 
sous l'effet du champ électrique.[124] 

Des capillaires remplis par une phase stationnaire (ex : silice greffée Cl8) permettent la 
séparation de protéines en fonction de leur degré d'hydrophobie. Cette méthode appelée 
électrochromatographie est souvent comparée à la chromatographie de partage. Le partage entre 
deux phases peut également être obtenu au moyen de micelles (ex :SDS).[125] 

Dans certains cas, l'électrophorèse capillaire utilise le principe d'affinité (ACE, cf. § II-2.2.d 
page 40). Trois modes d'analyse sont envisageables en fonction de la localisation du ligand : pré-
incubation du mélange protéine / ligand, présence du ligand dans l'électrolyte ou greffage du 
ligand sur les parois du capillaire (comparable à la chromatographie d'affinité). [126] 
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Détection 

La détection par spectroscopie d'absorption UV-visible est la plus courante, les appareillages 
commerciaux étant équipés de série par ces détecteurs. La détection aux longueurs d'ondes 254 et 
280 nm, spécifiques des groupements aromatiques (tryptophane) est souvent complétée par la 
mesure d'absorbance entre 200 et 220 nm, spécifique des liaisons peptidiques. En adaptant 
l'appareillage, d'autres types de détections peuvent être envisagés comme la fluorimétrie[127, 
128], l'électrochimie[129], la chimioluminescence[130] et la MS {cf. §. II-3 page 49). 

II-2.2.C Analyse de glycosaminoglycanes par électrophorèse capillaire 

La résolution des séparations de GAG par CE dépend principalement de la masse et de la 
charge des polysaccharides sulfatés. [131] Des oligosaccharides homogènes en structure 
(monomères répétitifs), et donc de rapports charge / masse voisins, seront difficiles à séparer. 

En polarité normale, l'électrode d'entrée est l'anode (+) et on observe, pour tout pH > 5, un 
écoulement électro-osmotique cathodique (cf. Figure 15 page 35). Les polysaccharides sulfatés 
sont alors séparés en mode contre-électro-osmotique. 
Le tampon borate est le plus utilisé pour la séparation d'isomères de GAG en fonction des 
positions des groupements sulfates. [132] Ce tampon permet une complexation des saccharides 
possédant des groupements hydroxyles vicinaux. L'ajout de triéthylamine permet de réduire 
d'une part le flux électro-osmotique en masquant les charges de surface du capillaire et d'autre 
part la mobilité électrophorétique des saccharides, en formant des paires d'ions, améliorant ainsi 
la résolution de la séparation. [133] 

En polarité inversée, l'électrode d'entrée est la cathode (—), et à pH acide (pH < 3) le flux 
électro-osmotique est quasiment nul. La migration des polysaccharides sulfatés est alors 
uniquement électrophorétique (ex : dissacharides de GAG [134]). Dans le cas de saccharides 
modifiés chimiquement par le greffage d'un fluorophore, cette configuration s'est avérée être la 
plus favorable puisque toutes les impuretés liées à la réaction de greffage migraient bien avant les 
analytes (ex : héparine et dermatane sulfate[135]). 

L'utilisation de capillaires modifiés, greffés au polysiloxane, combinée avec l'ajout d'un 
polymère neutre dans l'électrolyte comme le poly(éthylène glycol) a par exemple permis la 
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séparation, avec une résolution élevée, d'un mélange de polysaccharides de plus de 100 unités en 
fonction de leur degré de polymérisation. [136] 

II-2.2.d Interactions non covalentes protéine / ligand en CE 

L'utilisation de la CE pour l'étude des interactions non covalentes apparaît au début des 
années 90 (revues : [126, 137-144]). La condition principale, pour que l'étude d'interactions non 
covalentes soit réalisable par CE, est que la fixation du ligand sur la protéine doit induire une 
modification de la mobilité de cette dernière qui soit quantifiable. Les domaines d'applications 
sont nombreux et concernent le plus souvent l'analyse d'interactions antigène / anticorps, 
enzyme / substrat, protéines / acides nucléiques et protéines / saccharides. Différents modes 
d'analyse sont utilisés, les cinq modes les plus courants sont décrits ci-dessous.[145] Les modes 
utilisés au cours de cette thèse sont les trois premiers : l'injection directe (CZE), l'électrophorèse 
d'affinité (ACE) et frontale (FACCE). 

Electrophorèse de zone par injection directe 

La protéine et le ligand sont pré-incubés avant l'injection, le plus souvent la concentration 
en protéine est fixée alors que la concentration en ligand est variable. [146] 

Si le complexe formé possède une mobilité différente de la protéine, un nouveau pic 
électrophorétique correspondant au complexe formé apparaitra tandis que l'aire du pic de 
protéine diminuera. L'effet de la variation de concentration en ligand peut alors être quantifié par 
la mesure de l'aire du pic de protéine. 

Cette méthode nécessite de faibles quantités d'analytes, son principal inconvénient est que 
les complexes de faible affinité ont tendance à se dissocier dans le capillaire (ex : interaction 
facteur de croissance G-CSF / oligosaccharides d'héparine[147]). 

Electrophorèse d'affinité (ACE) 

La protéine est injectée dans un capillaire rempli d'électrolyte contenant des concentrations 
variables de ligand. Le complexe est alors formé dans le capillaire d'électrophorèse pendant la 
durée de l'analyse. 

Si le complexe formé possède une mobilité différente de la protéine, deux cas de figures 
peuvent être observés en fonction de la cinétique des interactions mises en jeu. Si ces interactions 
ont des cinétiques lentes, un nouveau pic électrophorétique correspondant au complexe formé 
apparaitra tandis que l'aire du pic correspondant à la protéine diminuera. Si ces interactions ont 
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des cinétiques rapides, c'est le cas le plus favorable, le pic correspondant à la protéine sera 
progressivement décalé avec l'augmentation de la concentration en ligand (Figure 17, exemple du 
complexe antithrombine / héparine). L'effet de la variation de concentration en ligand peut être 
quantifié par la mesure soit de l'aire du pic correspondant à la protéine soit de la mobilité du 
complexe formé. 

La présence du ligand dans la totalité de l'électrolyte favorise le maintien du complexe 
formé, ainsi les complexes labiles pourront être observés dans certains cas. 

L'ACE nécessite de plus grandes quantités de ligands que l'injection directe. Dans le cas où 
le ligand et la protéine (libre ou complexée) migrent dans des directions opposées, le remplissage 
partiel peut être employé. Une partie du capillaire de séparation contient le ligand, lors de la 
séparation la protéine traversera à un moment donné cette zone de ligand et le complexe pourra 
se former. L'autre avantage de cette technique est d'améliorer les couplages à la MS en 
supprimant les interférences causées par la présence de ligand libre dans l'électrolyte.[149] 

Electrophorèse frontale (FACE ou FACCE) 

Le mélange pré-incubé de la protéine avec le ligand est injecté pendant un temps long, voire 
en continu, dans le capillaire de séparation. 
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Pour cette méthode, il est préférable que la protéine et le complexe aient des mobilités 
différentes. La formation du complexe, qui modifie la mobilité de la protéine, est observée par la 
formation d'un second front (Figure 18). L'effet de la variation de concentration en ligand peut 
être quantifié par la mesure de la variation de la hauteur du plateau correspondant à la 
protéine. [120, 148] 

Méthode de Hummel-Dreyer 

Comme pour l'ACE, la protéine est injectée dans un capillaire rempli d'électrolyte 
contenant le ligand à des concentrations différentes.[150] Deux pics d'absorbance positive 
apparaissent pour la protéine et le complexe alors que le ligand est symbolisé par un pic 
d'absorbance négative. L'aire de ce dernier pic est directement proportionnelle à la quantité de 
ligand liée à la protéine. 
Electrophorèse d'affinité et de vacance 

La configuration est ici inversée : l'électrolyte seul est injecté dans un capillaire rempli 
d'électrolyte contenant le mélange protéine / ligand. [151] Généralement, la concentration en 
ligand est fixée alors que la concentration en protéine variable. Des pics de vacance (absorbance 
négative) apparaissent alors pour la protéine et pour le ligand. L'aire du pic correspondant au 
ligand est directement proportionnelle à la quantité de ligand libre dans le capillaire. Cette 
technique consomme des quantités importantes d'analytes et les méthodes de calculs de 
constantes d'interaction sont laborieuses. 
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II-2.3 La spectrométrie de masse 

De nos jours, plusieurs sources d'ionisation ainsi que différents types d'analyseurs sont 
disponibles commercialement. Afin de réaliser un couplage avec la CE pour l'analyse 
d'interactions non covalentes, nous avons utilisé une source d'ionisation douce compatible avec 
l'électrophorèse capillaire : l'électronébulisation (plus couramment appelée electrospray). Le but 
principal du développement effectué dans la première partie de cette thèse (cf. Chapitre 2) vise à 
réaliser une identification structurale des ligands saccharidiques liés à des protéines. Pour cela, 
nous avons choisi un analyseur permettant de fragmenter des ions (MS/MS ou MSn) : la trappe 
d'ions. Cette partie décrira uniquement le spectromètre de masse utilisé. 

II-2.3.a Généralités sur l'ionisation par électro-nébulisation 

La première source electrospray (ESI) développée par Dole et al apparait à la fin des 
années 60.[152] Elle est ensuite améliorée par Fenn en 1985 (Figure 19) qui mettra en avant 
l'intérêt de cette source pour l'analyse des biomolécules [153, 154] et décrira le principe physique 
de l'ionisation par électro-nébulisation (prix Nobel de chimie en 2002). 

Afin de travailler à de plus haut débit que la première source, une variante de cette source 
electrospray, la source Ionspray (IS) a été mise au point en 1987 (Figure 20). Cette nouvelle 
source possède, en plus du gaz de séchage à contre-courant, un gaz de nébulisation à co-courant 
ou assistance pneumatique à la nébulisation. Actuellement, c'est la source la plus courante, qui 
par abus de langage est également appelée source ESI. 
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L'ESI est basée sur le passage de l'échantillon en solution à travers un capillaire porté à 
un haut potentiel électrique (3 à 6 kV), provoquant la formation d'un nébulisât de gouttelettes 
chargées. L'évaporation du solvant par le gaz de séchage réduit la taille de ces gouttelettes dont la 
densité de charge augmente. Lorsque les répulsions électrostatiques deviennent supérieures aux 
forces de cohésion qui maintiennent les gouttes (tension superficielle), elles explosent en 
gouttelettes de plus en plus petites (cascade d'explosions coulombiennes). L'analyte en phase 
liquide se retrouve finalement en phase gazeuse, débarrassé de son solvant et recouvert par un 
manteau de charges. Les ions formés sont transférés vers l'analyseur sous l'influence d'un 
gradient de pression et de lentilles ou multipôles de focalisation. 

L'introduction de l'échantillon sous forme liquide permet un couplage avec des méthodes 
séparatives telles que la chromatographie liquide et TEC. Cette méthode d'ionisation douce est 
utilisée pour la détection de molécules entières non volatiles et thermosensibles ainsi que 
l'observation d'interactions non covalentes dans certaines conditions. L'autre particularité de 
cette source est la formation d'ions multichargés permettant d'observer des macromolécules, par 
une diminution du rapport masse sur charge (m/z), avec des analyseurs limités en hauts rapports 
m/z (analyseurs quadripolaire et trappe à ions). Les spectres de masse avec ce mode d'ionisation 
correspondent à une distribution statistique de pics correspondant à des ions moléculaires positifs 
(M + zH+)z+ ou négatifs (M - zH+)z- en fonction du mode d'ionisation (avec z = nombre entier). 

II-2.3.b Généralités sur le piège à ions quadripolaire (ou trappe à ions) 

Les trappes dites de première génération permettaient une analyse d'ions jusqu'à 650 m/z 
seulement. Ces trappes étaient en général couplées à un appareil de chromatographie en phase 
gazeuse (GC), et l'ionisation avait lieu à l'intérieur même de la trappe. Les trappes dites de 

- 4 4 -



seconde génération, habituellement couplées à une source d'ionisation externe, permettent une 

analyse d'ions jusqu'à 3000 m/z (voire 6000 m/z), ainsi que leurs fragmentations successives (MSn 

jusqu'à n= 11 en théorie). Ces dernières montrent une limitation concernant la détection des 

fragments, dont le rapport m/z ne peut être inférieur à 1/3 du rapport m/z de l'ion de parent. 

Le pionnier de cette technologie, développée au début des années 50, est Wolfgang Paul 

(prix Nobel de physique en 1989). Les analyseurs de première génération apparaissent en 1983 

commercialisés par Finnigan. Les analyseurs de seconde génération (Figure 21) apparaissent en 

1995 commercialisés par Bruker-Franzen.[157] 

Ces analyseurs sont formés par une électrode annulaire recouverte de part et d'autre par 

deux électrodes de forme hyperbolique appelées électrodes chapeaux (Figure 21). 

L'électrode d'entrée possède un orifice à travers lequel les ions sont transférés dans le piège. 

L'électrode de sortie possède quant à elle plusieurs orifices aux travers desquels les ions 

sélectionnés sont transmis vers le détecteur. La géométrie de ces électrodes est optimisée afin de 

pouvoir créer un champ quadripolaire homogène. 

Une onde de radiofréquence (RF principale, fréquence angulaire Ω = 781 kHz) est 

appliquée sur l'électrode annulaire tandis que les électrodes chapeaux sont reliées à la masse. En 

fonction de l'intensité de cette onde RF, les ions appartenant à une gamme de rapports m/z 

donnée sont alors piégés dans cet espace au sein d'un pseudo puit de potentiel. [158] L'hélium 

contenu dans le piège assure un confinement de ces ions. Une onde RF auxiliaire peut également 

être appliquée sur l'électrode de sortie afin de fragmenter un ion en particulier. Les ions piégés 
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sont ensuite déstabilisés par une augmentation de l'onde RF pour être éjectés séquentiellement en 
fonction de leurs rapports m/z. 

II-2.3.C Analyse d'interactions non covalentes protéines / saccharides par ESIMS 

Le processus d'ionisation electrospray (ESI) est rapidement apparu intéressant pour l'étude 
d'interactions non covalentes (revues : [159-164]). L'ESIMS devient une méthode de choix pour 
l'analyse d'interaction protéine / ligands et d'autres macro-complexes d'origine biologique, 
assurant une détermination rapide des stœchiométries des complexes formées. Ce procédé ne 
permet pourtant pas d'observer toutes les interactions. En effet, les interactions électrostatiques et 
dipolaires sont renforcées en l'absence de solvant contrairement aux interactions hydrophobes. 
Pour ces raisons, la question de la spécificité des interactions observées en phase gazeuse 
comparées aux interactions en solution reste posée.[165, 166] La MS des interactions non 
covalentes, appelée MS supramoléculaire, reste complémentaire des méthodes d'analyses en 
solution. 

Les pionniers Ganem et al publient en 1991 le premier spectre de masse (Figure 22) de 
complexes non covalents entre la protéine FKBP et deux ligands : FK506 et la rapamycine.[167] 
Cette étude illustre également la possibilité de réaliser des analyses de compétition entre plusieurs 
ligands afin de déterminer les affinités relatives en phase gazeuse. L'acétate d'ammonium, 
tampon volatile, utilisé dans cette étude restera par la suite le tampon le plus utilisé dans le 
domaine. 



Source ion-spray, analyseur triple quadripôle. Tampon acétate ammonium 10 mM pH 7,5. D'après [167] 

L'année suivante, le premier complexe protéine / saccharide, entre le lysozyme et un 
monosaccharide de chitine est observé par ESI - triple quadripôle.[168] Le complexe que nous 
avons pris pour modèle : antithrombine / pentasaccharide d'héparine (Figure 23) a également été 
observé par cette technique. [169] 

Les études qui suivirent ont pu bénéficier de sources plus adaptées (nanoESI) permettant 
des consommer moins d'analytes et des progrès techniques concernant les analyseurs en terme 
d'extension des gammes de masse et de résolution (ex : TOF, FT-ICR). L'analyse de système 
plus complexes est alors réalisable, par exemple l'interaction de multimères non covalents d'apo-
concavalinA avec des oligosaccharides. [170] L'observation de complexes de faible affinité est 
également envisagée entre des peptides de lectine et des disaccharides. [109] 

La quantification de paramètres thermodynamiques (constante de dissociation) en phase 
gazeuse peut être déterminée à partir de spectres ESI de différentes façons : par modification de la 
température de la source ou de l'énergie de collision appliquée.[171] 



Dans cette étude, la préparation des échantillons a été réalisée par filtration sur des micro-
colonnes hydrophobes. Cette étape, qui a pour but d'éluer les ligands non liés susceptibles de 
perturber la détection, a pour inconvénient de déplacer les équilibres de complexation. 

Afin de conserver au mieux les interactions en solution avant l'analyse MS, nous avons 
choisi de réaliser cette séparation par électrophorèse capillaire. 
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II-3 COUPLAGE DE L'ELECTROPHORESE CAPILLAIRE A LA SPECTROMETRIE DE 

MASSE 

Le couplage CE-MS apparaît à la fin des années 80[172], et les premières années ont 
surtout concerné l'amélioration de l'interface. Deux difficultés principales ont dû être 
surmontées : la compatibilité de débits, entre la CE (μL.min-1) et les sources electrospray 
classiques (μL.min-1), et surtout l'établissement d'une jonction électrique stable. L'électrode 
d'entrée du capillaire est toujours présente, mais l'électrode de sortie doit être remplacée par un 
élément du nébuliseur. Pour cela, différents types d'interface ont été développés. 

II-3.1 Interfaces de couplage pour les sources electrospray 

II-3.1.a Interfaces avec liquide d'appoint (microspray) 

Les interfaces les plus courantes (80% des publications CE-MS entre 1996 et 2005 d'après 
[173]) comportent un liquide d'appoint qui assure la compatibilité de débit. L'apport de ce liquide 
peut être réalisé au moyen d'un pousse seringue ou d'une pompe. La compatibilité avec la source 
ESI est également assurée par une dilution des tampons d'électrophorèses souvent très concentrés 
en sels. La composition aqueuse ou organique de ce liquide autorise un choix supplémentaire sur 
les conditions d'analyse et la spécificité de détection recherchée. Pour ces interfaces, la jonction 
électrique est réalisée à travers le liquide d'appoint, lequel est en contact à la fois avec la sortie du 
capillaire de séparation et avec un élément métallique sous tension du nébuliseur. 

La principale différence entre les interfaces dites coaxiales et les interfaces à jonction 
liquide est le positionnement du mélange entre l'électrolyte de séparation et le liquide d'appoint. 

Les interfaces dites coaxiales (Figure 25A1) sont composées d'un tube métallique central, 
dans lequel est inséré le capillaire d'électrophorèse ainsi que le liquide d'appoint, parfois entouré 
d'un second tube transportant un gaz de nébulisation. Le mélange entre le tampon 
d'électrophorèse et le liquide d'appoint s'établit en sortie de nébuliseur. La position du capillaire 
d'électrophorèse dans le nébuliseur peut être optimisée au moyen d'une vis micrométrique. Ces 
interfaces sont souvent préférées aux interfaces à jonction liquide pour leur plus grande 
reproductibilité. [ 174] 

- 4 9 -



Les interfaces à jonction liquide (Figure 25A2) possèdent un volume mort plus faible que 
les interfaces coaxiales.[175] Le principal inconvénient de cette interface est la difficulté de placer 
de manière reproductible l'extrémité du capillaire dans le nébuliseur. 

II-3.1.b Interfaces sans liquide d'appoint (nanospray) 

Au premier abord, les interfaces nanospray semblent être les plus faciles à coupler avec la 
CE du fait de la compatibilité de débits (nL.min1). Pourtant, il est difficile de réaliser la jonction 
électrique en l'absence de liquide conducteur. Pour ce type d'interfaces, la tension peut être 
appliquée directement sur l'électrolyte soit au moyen d'un tube métallique reliant le capillaire à 
l'aiguille (Figure 25B1) soit en insérant une électrode à l'intérieur du capillaire (Figure 25B2). 
L'avantage de la première configuration, qui est la forme commerciale la plus courante, est la 
possibilité de changer l'aiguille.[176] Ces interfaces restent difficiles à fabriquer et moins robustes 
que les interfaces avec liquide d'appoint. 



II-3.2 Les autres sources d'ionisation couplées à l'électrophorèse capillaire 

La torche à plasma inductif (ICP) est le second type de source le plus utilisé en couplage 
CE-MS après l'ESI. L'échantillon en phase liquide (ou solide) est transféré dans un plasma 
d'argon (ou hélium) dans lequel règne une température de l'ordre de 6000 Kelvin. Les principales 
applications du couplage CE-ICP concernent la spéciation de métaux seuls ou en interaction avec 
des protéines. [178] 

L'ionisation par ESI est efficace pour les molécules facilement ionisables, polaires et 
volatiles. L'analyse d'autres espèces a favorisé le développement du couplage CE-MS avec 
différentes sources d'ionisation. Les 2 sources décrites ci-dessous possèdent une configuration 
proche de la source ESI : formée d'un nébuliseur apportant l'échantillon en phase liquide sous 
forme de nébulisât et d'une chambre de desolvatation à pression atmosphérique. 

- La source d'ionisation chimique à pression atmosphérique (APCI) possède une aiguille 
« corona » au niveau de la chambre de desolvatation qui permet l'application d'une 
décharge électrique ionisante. [179] 

- Le deuxième type de source couplée à une méthode de séparation en phase liquide est la 
source de photo-ionisation à pression atmosphérique (APPI). La source APPI possède 
une lampe UV au niveau de la chambre de desolvatation qui permet l'ionisation par 
transfert de photons. L'ionisation par APPI ne concerne pas uniquement les molécules 
photoionisables (phénols, alcools, éthers...) puisque l'utilisation de dopants (toluène, 
acétone...) permet l'analyse d'autres molécules.[180, 181] 

Les sources APCI et APPI restent spécifiques à l'ionisation et la détection de molécules peu 
polaires de taille inférieure à 50 kg.mol-1). Ces sources sont peu sensibles à la composition de 
l'électrolyte et peuvent être couplées à des séparations électrophorétiques réalisées en tampon 
phosphate. Elles permettent également la séparation de molécules neutres en présence de 
tensioactifs. 

La source de désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI) permet une 
ionisation de l'échantillon, mélangé à une matrice, déposé et séché sur une plaque métallique. 
L'ionisation est réalisée par les photons UV issus d'un laser dont la longueur d'onde est proche de 
la longueur d'onde d'absorption maximale de la matrice. Ainsi, l'énergie fournie par le laser est 
essentiellement absorbée par la matrice, permettant l'ionisation et la désorption des ions de 
l'échantillon. Le couplage CE-MALDI a été développé pour supprimer la limitation temporelle 
de l'acquisition des données présente en CE-ESI. Les analytes séparés en CE sont déposés sur la 
plaque MALDI puis analysés en temps voulu. Tandis qu'en CE-ESI, l'analyse des composés 
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d'intérêt doit avoir lieu au cours de la séparation électrophorétique. L'utilisation de la CE avec la 
source MALDI a dans un premier temps été utilisée en couplage indirect, le transfert fastidieux 
des analytes était réalisé manuellement. Actuellement, les fractions collectées en sortie de CE 
sont automatiquement déposées sur les plaques MALDI et recouvertes de matrice. [182, 183] 

II-3.3 Quelques domaines d'applications du couplage CE-ESIMS 

Le couplage de la CE à la source ESI est aujourd'hui le plus couramment utilisé.[177, 184, 
185, 186] La source ESI assure un transfert direct des ions séparés en phase liquide vers la phase 
gazeuse. Les applications principales du couplage CE-ESI concernent l'analyse de peptides et de 
protéines, mais également l'analyse d'acides nucléiques, de saccharides et de petites molécules 
organiques. 

Peptides et protéines 

La CE apparait comme une alternative aux méthodes classiques (électrophorèse sur gel en 
2D, chromatographie liquide) couplées à la MS en protéomique, en terme de gain de temps et 
d'analytes.[187, 188] La CE-MS a permis par exemple la séparation et l'analyse en moins de 10 
minutes des peptides issus de digestions enzymatiques de protéines.[189] En plus du fait de 
pouvoir procéder à des analyses rapides, le couplage CE-MS peut être réalisé sur des échantillons 
biologiques non purifiés (sang, urine...).[190] Un autre intérêt non négligeable de la CE-MS pour 
l'analyse de protéines réside dans la résolution de la CE permettant notamment la séparation 
d'isoformes de glycoprotéines.[191] 

Analyse des saccharides 

C'est une fois de plus la résolution de la CE qui fait de la CE-MS une méthode de choix 
pour l'analyse des (oligo)saccharides en mélanges complexes. En ce qui concerne les 
oligosaccharides neutres, de nombreuses méthodes de dérivations chimiques ou enzymatiques 
ont été mises au point, à la fois pour faciliter la séparation par CE, mais également pour faciliter 
l'ionisation en MS. La majorité des applications concerne cependant des saccharides non 
modifiés. [173] Les conditions expérimentales ont bien sûr fait l'objet de compromis afin que la 
séparation par CE se fasse dans des conditions compatibles avec la MS. Différentes applications 
relatives aux GAG ont permis de réaliser la séparation d'oligosaccharides en fonction de leur 
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taille et de leur degrés de sulfatation : héparine[147, 192, 193], acide hyaluronique[194], et 
chondroïtine/dermatane sulfates[195]. 

Complexes non covalents 

Bien que la CE et la MS soient des méthodes de choix pour l'étude d'interactions non 
covalentes de biomolécules, peu de travaux ont été réalisés par couplage CE-MS. Dans ce 
domaine, les rares exemples d'analyses de protéines reportées concernent l'interaction entre la 
vancomycine avec des peptides de synthèse[196, 197], ainsi que le complexe non covalent de la 
myoglobine liée à son hème.[198] 

Au cours de cette thèse, nous avons réalisé pour la première fois la détection de deux 
types de complexes protéine / oligosaccharides : antithrombine / pentasaccharide d'héparine (cf. 
Chapitre 2[199]) par FACCE-MS et chimiokines / oligosaccharides (cf. Chapitre 3) par ACE-
MS, avec une trappe d'ions. 
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CHAPITRE 2 : MISE AU POINT DU COUPLAGE CE-MS EN 

ANALYSE FRONTALE PAR L'ETUDE DE L'INTERACTION 

ANTITHROMBINE / HEPARINE 

I INTRODUCTION 

L'objectif principal de cette étude est la mise au point du couplage CE-MS pour 
l'identification de ligands glucidiques d'une protéine donnée. L'électrophorèse capillaire (CE) est 
une méthode séparative présentant l'avantage de permettre l'analyse d'interactions de molécules 
libres en solution. La CE assure donc la séparation d'espèces libres et liées avec un minimum de 
préparations préalables puisqu'elle ne nécessite pas de greffage du ligand sur un support. La 
spectrométrie de masse (MS) nous a ici permis, en fonction des conditions d'analyse, de 
déterminer la stœchiométrie du complexe d'intérêt et d'identifier les ligands saccharidiques. 

Dans notre étude, la caractérisation d'interactions non covalentes par CE a été réalisée de 
trois façons différentes : par analyse en électrophorèse de zone (CZE) des analytes pré-incubés, 
par électrophorèse capillaire d'affinité (ACE) et par électrophorèse frontale (FACCE ou FACE). 
Nous avons d'abord comparé ces différentes méthodes de séparation électrophorétiques en 
analysant le complexe non covalent antithrombine / oligosaccharides d'héparine. La détection 
des différents partenaires du complexe a également été réalisée par MS en infusion directe. Nous 
avons enfin réalisé le couplage la CE à la MS en adaptant les conditions d'analyse pour 
caractériser les complexes dissociés ou non, principalement par le choix adéquat de la 
composition du liquide additionnel. 
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II ETUDES PAR ELECTROPHORESE CAPILLAIRE DES COMPLEXES 

ANTITHROMBINE / HEPARINE 

II-1 DETERMINATION DES CONDITIONS DE SEPARATION ELECTROPHORETIQUE 

La durée des analyses dépend de la vitesse de migration des analytes, qui est évaluée par 
leurs mobilités dans le capillaire de séparation (cf. § II-2.2.a. page 34). Les systèmes moléculaires 
les plus adaptés à l'étude par électrophorèse capillaire d'affinité sont ceux dont les composantes 
possèdent des mobilités différentes. Nous avons donc mesuré les mobilités électrophorétiques de 
l'antithrombine, de différentes fractions d'héparine et de leurs complexes afin d'évaluer la validité 
du choix de ce complexe pour la suite de notre étude. 

II-1.1 Mesure des mobilités électrophorétiques des partenaires de l'interaction 

Mobilité de l'antithrombine 

Le choix de l'électrolyte de séparation s'est fait en vue du couplage avec la MS. Les 
électrolytes non volatils tels que les tampons phosphates ou borates, sont connus pour provoquer 
des suppressions de signal MS lorsqu'ils sont trop concentrés (C > 100.10-3 M), mais peuvent être 
utilisés en couplage à de plus faible concentrations (C < 30.10-3 M).[200] Les électrolytes les plus 
utilisés en CE-MS sont des tampons volatils qui ne causent pas de suppression de signal, le plus 
souvent les tampons acétate d'ammonium (pKa 6,5) ou hydrogénocarbonate d'ammonium (pKa 
8,5).[177] Nous avons choisi de travailler en polarité normaler avec le tampon le plus basique, 
l'hydrogénocarbonate d'ammonium à pH 8,5, afin de réduire les durées d'analyse par la présence 
d'un flux électro-osmotique cathodique relativement élevé. 

L'antithrombine humaine est une glycoprotéine acide (pI ≈ 5) d'environ 58 kg.mol-1. A 
pH 8,5, elle est globalement anionique et migre donc dans le sens opposé au flux électro-
osmotique. Le choix de la concentration de l'électrolyte a fait l'objet d'un compromis puisqu'un 
tampon faiblement concentré favorise l'adsorption de la protéine sur la paroi du capillaire de 
séparation, tandis qu'un tampon trop concentré allonge la durée d'analyse en diminuant le flux 

' L'électrode d'entrée est l'anode (+) 
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L'injection d'un marqueur neutre, l'alcool benzylique (AB), a permis de mesurer le flux 
électro-osmotique. 
La mobilité électrophorétique de l'antithrombine mesurée est d'environ valeur 
cohérente avec une espèce anionique (Figure 26). 

Mobilités des fractions d'héparine 

Différentes fractions d'héparine ont été utilisées : un pentasaccharide de synthèse (pentaH) et 
des fractions d'héparines de bas poids moléculaires (LMWH), échantillons hétérogènes en 
structure et en masse. 

Du fait de l'absence de chromophore, la mobilité des fractions d'héparines a été estimée en 
utilisant une méthode de détection UV indirecte. L'électrolyte composé de tampon Bis-Tris (20 
mM pH 6,4) contient un chromophore : 10 mM d'anisate.[201] Ainsi les oligosaccharides ont pu 
être détectés par différence d'absorbance. L'eau a été utilisée ici comme marqueur du flux électro-
osmotique. Les héparines ont été injectées hydrodynamiquement par la sortie de capillaire de 
séparation afin de réduire le temps de migration jusqu'au détecteur (1= 8,5 cm au heu de 25,5 cm 
pour une injection par l'entrée). 
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Masse moyenne 
en nombres (g-mol-1) 

Masse théorique 
(g.mol-1) 

Indice de polydispersitét 

pentaH 1506,95 
LMWHC 2933 1,30 
LMWHA 3588 1,26 

LMWHB 5162 1,34 
Tableau 3: Masses des fractions d'héparine étudiées 

La différence entre la mobilité électrophorétique en valeur absolue de l'antithrombine et celles 
des fractions d'héparine assure une séparation des deux espèces. Au cours d'une analyse 
simultanée des deux types de molécules, les héparines auront un temps de migration plus long 
que celui de l'antithrombine (Figure 28). 



H-1.2 Analyses des complexes antithrombine / héparine par électrophorèse 

capillaire de zone 

Deux stratégies d'analyse d'interactions en CZE ont été envisagées : 

- la pré-incubation de l'antithrombine avec les fractions d'héparine ; 

- l'injection de l'antithrombine dans un capillaire conditionné avec un électrolyte contenant 

de l'héparine. 

Ces essais ont été réalisés avec le pentaH et LMWHB, qui sont respectivement l'oligosaccharide 

de plus petite et de plus grande masse dont nous disposions pour cette étude (cf. Tableau 3 page 

61). 

Electrophorèse capillaire de zone avec pré-incubation 

L'antithrombine et l'héparine (pentaH ou LMWHB) sont pré-incubées dans l'électrolyte 

de séparation à 25°C pendant une heure. Les mélanges incubés sont ensuite injectés 

hydrodynamiquement" dans le capillaire de séparation. 

Les électrophérogrammes obtenus montrent que, dans ce mode d'analyse, la mobilité de 

l'antithrombine semble peu affectée par la présence de pentaH (Figure 29c) ou LMWHB (Figure 

30c). Soit la formation du complexe n'a pas eu lieu lors de l'incubation, soit le complexe formé 

s'est dissocié lors de l'injection dans le capillaire de séparation (Figure 31). La formation du 

complexe antithrombine / héparine n'est donc pas mis en évidence en mode zone. 

u Injection de l'échantillon par l'application d'une surpression dans le flacon d'entrée. 
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Les électrophérogrammes réalisés avec le pentaH montrent néanmoins un élargissement 

du pic électrophorétique correspondant à l'antithrombine (Figure 29c), alors qu'aucune différence 

n'est observée avec LMWHB (Figure 30c). Ce résultat suggère que les interactions antithrombine 

/ pentaH sont plus fortes (Kd plus faible) que les interactions antithrombine / LMWHB, si ces 

dernières existent. 

Electrophorèse capillaire d'affinité (ACE) 

En ACE, la protéine est injectée dans un capillaire contenant le ligand. Le complexe est 

alors formé pendant la durée de l'analyse. L'antithrombine est ici injectée hydrodynamiquement 

dans un capillaire conditionné avec l'électrolyte contenant de l'héparine à différentes 

concentrations. 

Une augmentation de mobilité (en valeur absolue) du pic détecté est observée en présence 

des deux héparines (Figure 29b et Figure 30b) : l'antithrombine est donc ralentie par la formation 

du complexe. Les mobilités des complexes ont été calculées pour des proportions équimolaires en 

antithrombine et en héparine : 

Rappelons que dans ces conditions de pH, l'antithrombine, globalement anionique (pI 5,5 

< pH 8,5), migre dans le sens opposé au flux électro-osmotique tout comme les héparines. 

L'augmentation de la mobilité électrophorétique en valeur absolue lors de la formation du 

complexe est en accord avec une augmentation du rapport charge sur masse. La variation de 

masse peut être négligée puisque le pentaH ne correspond qu'à 2,5% de la masse de 

l'antithrombine et LMWHB ne correspond qu'à environ 11,5%. La variation de mobilité résulte 

donc principalement d'un accroissement de la densité de charge négative provoqué par la liaison 

des oligosaccharides sulfatés à l'antithrombine. Avec LMWHB, le pic est non seulement décalé 
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dans le temps mais également élargi, ce qui pourrait être un reflet de l'hétérogénéité de cette 

fraction oligosaccharidique de l'héparine. 

Le complexe non covalent formé au cours de la migration de l'antithrombine dans le 

capillaire de séparation est maintenu jusqu'au détecteur. L'équilibre d'association est préservé 

puisque la concentration en ligand est uniforme dans tout le capillaire (Figure 32). 

L'ACE apparaît être la méthode la plus judicieuse, par rapport à la CZE avec pré-

incubation, pour analyser des interactions non covalentes dans le cas de complexes au Kd de 

l'ordre du μM. Les constantes de dissociation (Tableau 4) ont pu être calculées grâce aux 

méthodes de linéarisation classiques (x-réciproque, y-réciproque et double-réciproque, cf. Matériel 

et méthodes § II-1 page 131), corrélant la variation de mobilité électrophorétique de 

l'antithrombine avec la variation de concentration en héparine dans l'électrolyte. 

Kd (10-6 M) 

Héparine x-réciproque y-réciproque Double-réciproque Moyenne 

PentaH (a) 0,8 0,6 0,9 0,8 ±0,2 

LMWH B (b) 2,8 2,8 2,7 2,8 ±0,1 

Tableau 4 : Mesure des constantes de dissociation AT / Héparines obtenues par ACE 

Linéarisation en annexes : (a) I et (b) II. Chaque mesure a été réalisée en double. 

Les constantes calculées par les différentes méthodes de calcul sont homogènes. La 

constante de dissociation du complexe antithrombine / pentaH est d'environ 0,8 μM, valeur 

supérieure à celles reportées dans la littérature dans différentes conditions expérimentales (cf. 

Tableau 6 page 69). La constante de dissociation du complexe antithrombine / LMWHB est 

d'environ 2,8 μM confirmant le fait que ces complexes sont plus labiles qu'avec le pentaH. 
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Le couplage de l'ACE avec la MS est envisageable puisque les complexes non covalents 
sont maintenus dans le capillaire de séparation, à condition que la présence d'héparine dans la 
totalité du capillaire n'interfère pas avec la détection de ligands spécifiques. 

II-1.3 Analyses par électrophorèse capillaire frontale 

Dans ce mode d'analyse, l'injection dans le capillaire de séparation est plus longue qu'en 
CZE, les analytes sont par conséquent détectés sous forme de fronts et non plus de pics. La 
protéine est pré-incubée avec le ligand. 

L'analyse frontale permet la réalisation d'un compromis entre la préservation des 
interactions non covalentes et la détection spécifique de ligand. L'échantillon pré-incubé est 
injecté en plus grande quantité, réduisant ainsi le facteur de dilution observé en CZE avec pré-
incubation. De plus, l'injection électrocinétiquev et non plus hydrodynamique, du mélange pré-
incubé limite la quantité d'héparines n'ayant pas d'affinité pour l'antithrombine dans le capillaire 
de séparation. Si ces fragments non liants étaient tout de même injectés, la différence de mobilité 
entre les héparines libres et liées à l'antithrombine assurerait une séparation suffisante et sans 
recouvrement lors de la détection par MS. 

Les électrophérogrammes réalisés par FACCE correspondent à une injection 
électrocinétique continue des échantillons. L'injection de l'antithrombine seule (Figure 33a) 
montre un front unique dont la mesure du temps de migration au point d'inflexion permet de 
calculer une mobilité correspondant à celle de l'antithrombine mesurée par CZE. L'injection 
d'échantillons d'antithrombine à différentes concentrations nous a permis de corréler la variation 
de la hauteur du front (absorbance en unité arbitraire) à la quantité d'antithrombine injectée (cf. 
Matériel et méthodes Figure 69 page 133). 

L'injection du mélange pré-incubé antithrombine / héparine montre deux fronts : un 
premier correspondant à l'antithrombine et un second plus tardif, que nous attribuons au 
complexe. La mesure de hauteur du premier front permet une quantification de la proportion 
d'antithrombine non complexée. L'échantillon incubé avec une quantité équimolaire de pentaH 
(Figure 33b) montre une diminution du front de protéine libre, dont la proportion est estimée à 
environ 65 %. Cette diminution est bien moins marquée lorsque l'antithrombine est pré-incubée 

v Injection de l'échantillon par l'application d'une tension électrique. 
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avec une concentration pourtant deux fois plus importante en LMWHB (Figure 33c), la 
proportion d'antithrombine non complexée est alors d'environ 88 %. 

Ces résultats, comme les analyses par CZE l'ont également montré, sont en accord avec le 
fait que les interactions de l'antithrombine apparaissent plus fortes avec le pentaH qu'avec 
LMWHB. Les quantités d'héparines utilisées pour la suite des études devront donc être plus 
importantes pour les fractions d'héparine de bas poids moléculaires que pour le pentaH. 

II-2 MESURE DES CONSTANTES DE DISSOCIATION PAR ELECTROPHORESE 

CAPILLAIRE FRONTALE 

En faisant varier les proportions antithrombine / héparine pré-incubées, les constantes de 
dissociation (Kd) de ces complexes (Tableau 5) ont été déterminées par FACCE d'après les trois 
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connaissons pas la pureté. Pour un échantillon homogène, le nombre moyen de ligands liés aurait 
dû être plus proche de 1 que la valeur calculée : 0,36. 

Rappelons que l'analyse par CE de l'échantillon de pentaH avait montré l'existence d'au 
moins deux espèces (cf. Figure 27a page 60). La seconde espèce pourrait être un intermédiaire de 
synthèse ou résulter d'une dégradation (déglycosylation, désulfatation) du pentaH avec le temps. 
Les rapports d'aires des deux pics observés en CE nous ont permis d'estimer les proportions 
relatives de ces 2 espèces : 40% environ pour la plus mobile et 60% environ pour la moins mobile. 
Les concentrations théoriques en pentaH ont été recalculées ainsi que les Kd (Tableau 7). En 
fonction de ces données et si l'on suppose donc que le pentaH correspond à l'espèce minoritaire 
détectée en CE, soit seulement 40% de la concentration de l'échantillon total, le Kd recalculé est 
alors estimé à 60.10-9 M, en meilleur accord avec les données de la littérature. Cette hypothèse est 
également en accord avec la détermination expérimentale du nombre moyen de ligands liés égal à 
0,36 (cf. Tableau 5 page 68). 
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Parmi les trois méthodes d'analyses envisagées, seules l'ACE et la FACCE apparaissent 
intéressantes pour le couplage CE-MS. L'injection directe après pré-incubation ne nous a pas 
permis d'observer la formation de complexes non covalents antithrombine / héparine. L'ACE est 
la méthode électrophorétique qui perturbe le moins les équilibres thermodynamiques. La FACCE 
pourrait être plus intéressante que l'ACE lors du couplage MS, si ce dernier est réalisable. En 
effet, les quantités d'analytes injectées plus importantes en FACCE pourraient améliorer la 
sensibilité de la détection par MS. 
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III OPTIMISATION DES CONDITIONS DE DÉTECTION PAR SPECTROMETRIE 

DE MASSE 

Après avoir analysé l'interaction de l'antithrombine avec différentes fractions d'héparine par 
CE, ces mêmes analytes ont d'abord été analysés par MS en infusion directe au moyen d'un 
analyseur à trappe d'ions, avant d'envisager le couplage de la CE à la MS. 

III-1 ANALYSE DE L'ANTITHROMBINE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE 

L'antithrombine a d'abord été analysée par MS en conditions dénaturantes (solvant 
organique, acide fort ). Ces essais nous ont permis de déterminer les valeurs des masses cibles 
donnant les spectres d'antithrombine les plus intenses en fonction des conditions expérimentales 
choisies. Chaque masse cible correspond à une combinaison de paramètres du MS (entre autres 
tensions d'accélération des ions), prédéfinis dans le logiciel Esquire control (Bruker Daltonics), 
qui assurent une stabilisation des ions dans une gamme de masse donnée. 

Les spectres obtenus sur les échantillons d'antithrombines commerciales (Figure 34), 
diluées dans un mélange eau - acétonitrile (60 : 40, v/v) à 1% d'acide formique, sont peu intenses 
et présentent un fort bruit de fond. Les masses mesurées, 58092 ± 158 et 57960 ± 105 g.mol-1, sont 
du bon ordre de grandeur (58 kg.mol-1) mais très imprécises. 
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L'échange des tampons commerciaux contre le tampon acétate d'ammonium 20 mM pH 
6,5, réalisé au moyen de microspin G50 (cf. protocole Matériel et méthodes § 1.2), montre une 
nette amélioration des spectres de masse (Figure 35). La mesure de la masse de l'antithrombine 
est cette fois plus précise : 57856 ± 2 g.mol-1. 

Dans le but d'analyser les complexes non covalents antithrombine / héparine, nous avons 
d'abord optimisé les paramètres de détection de l'antithrombine en conditions non dénaturantes 
(Sels aqueux sans additifs). Aucun spectre de masse résolu n'a pu être obtenu par simple dilution 
d'antithrombine non purifiée dans l'acétate d'ammonium. L'échange de tampons par microspin 
G50 nous a permis de détecter la protéine malgré le faible nombre de pics (peu d'états de charge) 
et la faible résolution (Figure 36). 
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La masse mesurée, 58978 ± 608 g.mol-1, est surestimée du fait de la mauvaise désolvatation 
de la protéine et de la présence d'adduits des sels. La résolution théorique (ici exprimée en largeur 
de pic à mi-hauteur en m/z) de l'analyseur utilisé est de 0,4 m/z pour le mode d'analyse standard 
(50 - 3000 m/z) et de 3 m/z pour le mode d'analyse étendu (3000 - 6000 m/z). Pour le spectre 
obtenu ici, la résolution mesurée est d'environ 30 pour le pic de base. Malgré cette très faible 
résolution, nous avons tout de même pu détecter une protéine de 58 kg.mol-1 en conditions non 
dénaturantes avec un analyseur à trappe d'ions. 

III-2 ANALYSE DES INTERACTIONS ANTITHROMBINE / HEPARINE PAR 

SPECTROMETRIE DE MASSE 

L'analyse de l'antithrombine en conditions non dénaturantes constitue un préalable à 
l'analyse des complexes non covalents. Cependant, en raison d'un fort bruit de fond, aucun ion 
n'a pu être détecté lors de l'analyse de l'antithrombine incubée avec l'héparine, que ce soit avec le 
pentaH ou avec les LMWH, en infusion directe. L'absence d'ions détectés pourrait résulter d'une 
suppression de signal due à la présence d'une grande quantité d'oligosaccharides sulfatés libres. Il 
apparait donc indispensable de réaliser une séparation des éléments liés et non-liés avant l'analyse 
MS. 
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I V COUPLAGE DE L'ELECTROPHORESE CAPILLAIRE AU SPECTROMETRE 

DE MASSE 

A la vue des résultats précédents, une analyse des interactions antithrombine / héparine 

n'apparait pas envisageable par MS en infusion directe. L'analyse des ces complexes nécessite 

une étape de séparation préalable, que nous avons choisi de réaliser par le couplage à la CE. 

IV-1 AJUSTEMENTS DES CONDITIONS D'ANALYSE POUR LE COUPLAGE CE-MS 

L'appareillage utiliséw impose une longueur minimale du capillaire de séparation qui doit 

être de 98 cm afin de relier l'électrode d'entrée de la CE au nébuliseur de couplage (Figure 37). 

L'électrolyte utilisé est toujours le tampon hydrogénocarbonate d'ammonium pH 8,5, mais à une 

concentration de 30 mM au lieu de 50 mM, dans le but de limiter la quantité de sels introduite 

dans la source. 

L'interface utilisée est composé d'un nébuliseur coaxial à trois voies, dont l'une permet l'apport 

d'un liquide d'appoint (cf. Chapitre 1 § II-3.1.a page 49). Ce liquide assure une compatibilité de 

w HP3DCE (Agilent) couplée à Esquire 3000+ (Bruker Daltonics) 
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débits entre la CE et la MS et permet d'établir la jonction électrique en sortie du capillaire de 
séparation. 

En fonction des objectifs recherchés, différents liquides d'appoint ont été utilisés : 
- en conditions non dénaturantes et en mode d'ionisation positive (MSpos), il est composé 

d'acétate d'ammonium 10 mM pH 6,5 ; 
- en conditions dénaturantes et en mode d'ionisation positive, il est composé par un mélange 

eau - acétonitrile (60 : 40, v/v) à 1% d'acide formique ; 
- en conditions dénaturantes et en mode d'ionisation négative (MSneg), il est composé 

d'acétonitrile. 

L'interface coaxiale utilisée est connue pour engendrer un effet de siphon ayant pour 
conséquence l'aspiration du contenu du capillaire de séparation vers la source ESI[207] et 
s'ajoutant au flux électro-osmotique. Pour évaluer l'importance de ce phénomène, nous avons 
fait varier la position du capillaire dans le nébuliseur, ainsi que le débit de liquide additionnel et la 
pression du gaz de nébulisation. Nous avons mesuré la variation de la mobilité d'un marqueur 
neutre dans le capillaire de séparation et la stabilité du signal MS (TIC). Au cours de cette mise 
au point, nous avons observé que la position du capillaire dans le nébuliseur a principalement un 
effet sur la stabilisation du TIC, et aucun effet sur le siphon dès lors que le capillaire sort du 
nébuliseur. De même, l'augmentation de débit du liquide additionnel ne participe pas non plus à 
l'effet de siphon mais contribue à faire varier l'intensité et la stabilité du TIC. En revanche, 
l'augmentation de la pression du gaz de nébulisation contribue fortement à l'effet de siphon mais 
également à une stabilisation du TIC. Cette pression a été optimisée de sorte à accélérer l'analyse 
sans trop affecter la séparation électrophorétique. 

I V - 2 CHOIX DU MODE D'INJECTION EN C E - M S 

La majorité des analyses par CE-MS reportées dans la littérature sont des analyses 
réalisées par électrophorèse capillaire de zone (CZE), aucune ne mentionne l'analyse frontale. 
Nous avons donc dans un premier temps vérifié la compatibilité de l'analyse frontale avec une 
détection en ligne par MS. 

Les modes zone et frontal ont été comparés en analysant l'antithrombine en conditions 
dénaturantes (Figure 38). Les spectres obtenus correspondent à des durées d'intégration de 30 
secondes du TIC, soit l'intégralité du pic en CZE-MS et le début du front en FACCE-MS. 
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A la concentration de 6 μM, aucun ion de l'antithrombine n'est clairement distingué en 

CZE-MS, alors qu'en FACCE-MS, une enveloppe d'ions permet d'identifier l'antithrombine. A 

12 μM, l'antithrombine est détectée en CZE-MS, mais avec une intensité comparable à la 

FACCE-MS à 6 μM. 

L'augmentation de la concentration d'antithrombine à 12 μM entraine une augmentation de 

l'intensité du signal : doublée en CZE-MS et quasiment triplée en FACCE-MS. De plus, pour une 

même concentration en antithrombine, le rapport signal sur bruit est plus élevé en FACCE-MS 

qu'en CZE-MS. L'analyse frontale est donc non seulement compatible avec la spectrométrie de 

masse, mais s'avère plus sensible que la CZE. Nous avons donc choisi d'utiliser le mode FACCE-

MS pour l'étude des interactions antithrombine / héparine. 
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I V - 3 ANALYSE DE L'ANTITHROMBINE PAR F A C C E - M S 

L'analyse de l'antithrombine par FACCE-MS réalisée en conditions dénaturantes (Figure 
39a), montre une enveloppe d'ions de charges 24+ à 42+, Ces ions multichargés permettent de 
calculer une masse assez précise de 57 875 ± 15 g.mol-1 correspondant à l'isoforme a de 
l'antithrombine. [20] Sur ce même spectre, une seconde enveloppe de plus petite intensité laisse 
deviner la présence d'antithrombine p. En conditions non dénaturantes (Figure 39b), le spectre 
obtenu est constitué d'une enveloppe d'ions de charges 13+ à 17+, correspondant à une masse de 
protéine moins précise et plus élevée de 58 296 ± 250 g.mol"1, comparable au spectre de 
l'antithrombine infusée {cf. Figure 36 page 72). 

La distribution des états de charges d'une protéine ionisée par ESI dépend du pH et de la 
présence de solvants organiques et est le reflet de sa conformation. En présence de solvant 
organique et d'acide, l'antithrombine dénaturée expose au solvant plus de sites de protonation : 
les états de charge observés sont nombreux et élevés. En tampon aqueux, la conformation native 
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est mieux préservée, les sites basiques de l'antithrombine sont moins accessibles aux protons : les 
états de charges sont peu nombreux et moins élevés. 
L'imprécision sur la masse de l'antithrombine en conditions natives s'explique par la largeur des 
pics due à la présence d'adduits ammonium, mais également aux spécifications de l'analyseur 
utilisé : au-delà de 3000 m/z la résolution théorique de cette trappe ionique est divisée par 8. 

Malgré une très faible quantité de protéine injectée, les résultats obtenus par FACCE-MS 
sur l'analyse de l'antithrombine non seulement en conditions dénaturantes mais également en 
conditions non dénaturantes, sont aussi satisfaisants que ceux obtenus en infusion. 

I V - 4 ANALYSE DES COMPLEXES ANTITHROMBINE / HEPARINE PAR C E - M S 

A la vue des résultats précédents, l'analyse des complexes antithrombine / héparine par 
FACCE-MS parait envisageable. La caractérisation de ces complexes a été réalisée en deux 
étapes. La première étape a consisté à mettre en évidence le complexe non covalent en utilisant 
un liquide additionnel non dénaturant. La seconde étape a consisté à caractériser le ligand par 
dissociation du complexe en sortie du capillaire de séparation en utilisant un liquide additionnel 
dénaturant. 

IV-4.1 Détection du complexe antithrombine / pentasaccharide d'héparine 

L'analyse par FACCE-MS du complexe pré-incubé antithrombine / pentaH en 
conditions non dénaturantes conduit à un électrophérogramme montrant deux fronts (Figure 
40a). Cette analyse est comparable à celle réalisée par FACCE {cf. Figure 33 page 67), mais les 
deux fronts sont ici moins bien séparés du fait de l'effet de siphon en CE-MS. Le courant d'ion 
total (TIC) résultant fait apparaitre un front moins bien défini correspondant à l'arrivée des 
analytes dans le MS (Figure 40b). 

L'intégration du début du front observé sur le TIC, correspondant au premier front sur 
l'électrophérogramme, montre une enveloppe d'ions de charges 14+ à 17+ (Figure 40c), 
permettant de calculer une masse de protéine de 58 049 ± 133 g.mol-1 proche de la masse de 
l'antithrombine en conditions non dénaturantes. Tandis que l'intégration du TIC correspondant 
au second front sur l'électrophérogramme montre deux enveloppes d'ions de charges 14+ à 17+ 
(Figure 40d), correspondant à des masses moléculaires de 58 192 ± 120 g.mol-1 et 59 673 ±110 
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g.mol-1. L'écart de masse entre ces deux espèces est de 1482 ± 26 g.mol-1 soit une valeur très 
proche de la masse d'une molécule de pentaH (la masse théorique du pentaH est de 1506,95 
g.mol"'). Bien que la précision de cette mesure reste faible en raison du défaut de résolution de 
l'analyseur dans cette gamme de masse, cette analyse nous a permis de confirmer la présence 
d'antithrombine sous le premier front et d'antithrombine complexée (stcechiométrie 1:1[29]) ou 
non avec le pentaH sous le second front. 
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L'observation de ce complexe non covalent est ici possible puisque les liaisons qui 
maintiennent le complexe ne sont pas détruites lors de l'ionisation. Ces liaisons, principalement 
de nature électrostatique, sont même renforcées lors du passage en phase gazeuse. [164] Ce 
complexe est le premier complexe non covalent protéine / saccharide observé par FACCE-MS. 

IV-4.2 Complexes antithrombine / héparines de bas poids moléculaires 

L'analyse des mélanges pré-incubés antithrombine / LMWH a aussi été effectuée par CE-
MS en conditions non dénaturantes. Les conditions précédentes ont dû être réajustées pour 
analyser des complexes plus labiles que pentaH. Les concentrations en analytes ont dû être 
augmentées (de 8 à 15 μM), mais l'analyse en FACCE-MS est alors devenue difficile. En effet, 
l'injection continue d'un échantillon trop concentré déstabilise le courant électrophorétique. Les 
analyses suivantes ont donc été réalisées par FACE-MS, correspondant à une injection de 
l'échantillon non plus continue mais limitée à quelques minutes. Contrairement à la FACCE, les 
analyses par FACE ne nécessitent plus de filtration préalable de l'antithrombine en vue de 
réaliser un échange de tampons. Pour la suite de cette étude, les échantillons d'antithrombine 
commerciale ont simplement été dilués dans l'électrolyte de séparation. 

Les spectres de masse obtenus en FACE-MS en conditions non dénaturantes ont permis 
de mettre en évidence l'existence de plusieurs espèces en plus de l'antithrombine seule. 
La Figure 41 représente les spectres obtenus par l'intégration du front par pas de une minute. Sur 
le premier spectre (Figure 41a), des ions correspondants à l'antithrombine sont identifiés : m/z 
3616,3 ; 3860,4 ; 4132,6 et 4466,0, correspondant respectivement aux ions de l'antithrombine de 
charge 16+, 15+, 14+ et 13+, soit une masse de protéine de 57926 ± 95 g.mol-1. 
Les spectres suivants, correspondant à des intégrations plus tardives du front, montrent 
l'apparition d'une large enveloppe correspondant à des ions de valeurs m/z supérieures à celle des 
ions de l'antithrombine. Sur le second spectre on peut notamment mettre en évidence deux ions 
m/z 4294,2 et 4624,2 qui pourraient correspondre aux ions de charges 14+ et 13+ appartenant à 
un complexe de 60102 ± 2 g.mol-1. La différence de masse entre ce complexe et l'antithrombine 
est d'environ 2180 g.mol-1, proche de la masse d'une molécule de LMWHC, dont la masse 
molaire moyenne en masse est de 2933 g.mol-1. 
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L'apparition d'enveloppes correspondant aux complexes non covalents s'accompagne 
d'un élargissement des pics et d'une diminution de l'intensité du signal, diminution qui avait 
également été observée lors de l'étude de l'interaction AT / pentaH. La raison principale de cette 
perte de signal est ici la superposition de plusieurs enveloppes d'ions correspondant aux différents 
complexes formés à partir de LMWHC, qui rappelons le est une fraction d'héparine hétérogène. 

La FACE-MS nous a permis de mettre en évidence la formation d'au moins un complexe 
de stœchiométrie 1:1 entre l'antithrombine et une héparine de bas poids moléculaire appartenant 
à l'échantillon LMWHC qui était pourtant, d'après les mesurées réalisées par ACE, l'échantillon 
de plus faible affinité pour l'antithrombine (Kd ≈17 μM, cf. Tableau 5 page 68), Cette même 
analyse réalisée avec les fractions d'héparines LMWHA et LMWHB, de plus forte affinité mais 
également de plus hautes masses, n'a donné aucun résultat du fait de la perte de sensibilité pour 
de plus grandes valeurs en m/z et de la limitation de la trappe d'ions à 6000 m/z. 
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IV-5 DETECTION DES LIGANDS GLUCIDIQUES PAR CE-MS 

IV-5.1 Pentasaccharide d'héparine 

Les résultats précédents obtenus par CE-MS en conditions non dénaturantes, confirment 
le fait que le complexe non covalent AT / pentaH est transféré de la CE vers le MS (Figure 40 
page 79). Afin d'isoler les ligands, nous avons cherché à dissocier le complexe dans la source du 
MS en utilisant des conditions dénaturantes. 

L'analyse MS du pentaH a été réalisée au préalable en infusion, en mode d'ionisation 
négative (Figure 42). Le mode d'ionisation négative est dans le cas des oligosaccharides sulfatés 
plus sensible que le mode d'ionisation positive. 

Les ions détectés dans la gamme de masse 740 - 860 m/z (Figure 42a) sont tous 
doublement chargés et ont pu être attribués à des ions adduits du pentaH de formule générale [M 

(Tableau 8). 
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xNa+ 

y'NHJ x - 0 X = 1 x = 2 x = 3 x = 4 x = 5 x = 6 

y' = 0 752.6 762.1 774.4 785.2 796.1 807.1 818.1 
y' = l 761.1 772.0 782.7 793.6 804.1 
y' = 2 769.5 780.3 
y'= 3 777.9 

Tableau 8 : Attribution des ions du pentaF 

Valeurs m/z des ions de formule générale {cf. Figure 42a) 

Verticalement : adduits , horizontalement : Adduits Na+ 

Les ions détectés dans la gamme de masse 860 - 1200 m/z (Figure 42b) sont également 
doublement chargés, mais n'ont pas pu être attribués à des ions du pentaH. L'ion de rapport m/z 
929,1, le moins sodé, indique que cette espèce pourrait correspondre à un oligosaccharide 
d'environ 1860 g.mol-1. Les analyses par CE de cet échantillon avait déjà montré l'existence de 
deux espèces {cf. Figure 27a page 60). Les mesures de constantes de dissociation par FACCE 
indiquaient que cette seconde espèce, vraisemblablement la moins mobile {le. moins chargée ou 
de plus grande masse), avait moins d'affinité pour l'antithrombine {cf. §II-2 page 67). Cette 
molécule, qui a donc un écart de masse d'environ 350 g.mol'1 avec le pentaH, pourrait être un 
hexasaccharide formé lors de la synthèse du pentaH. [208] 

Afin de dissocier le complexe en source, différentes compositions en liquide additionnel 
contenant des proportions variables en eau et acétonitrile ou méthanol, ont été testées. Les essais 
les plus concluants ont été réalisés avec un liquide additionnel composé d'acétonitrile pur. 

Le spectre suivant (Figure 43) présente un témoin, correspondant à l'analyse par FACE-
MSneg de l'antithrombine seule, avec pour liquide additionnel le mélange eau - acétonitrile (50 : 
50, v/v). Cette analyse avait pour but de vérifier que l'analyse de l'antithrombine en mode 
d'ionisation négative n'interférerait pas avec celle du pentaH. Néanmoins, les ions détectés ne 
correspondent pas à l'antithrombine mais à l'HEPES contenue dans le tampon du lot 
d'antithrombine {cf. Matériel et méthodes § 1-2.1 page 126). La filtration de l'antithrombine sur 
microspinG50 a permis de réduire l'intensité des ions d'HEPES sans pour autant les supprimer. 
Des expériences menées sur l'antithrombine incubée avec le pentaH, ont montré des ions intenses 
d'HEPES mais pas de pentaH. Ces données suggèrent une possible compétition, probablement 
non spécifique, des molécules d'HEPES sulfatées, avec l'oligosaccharide sulfaté. 
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Les ions détectés dans la gamme de masse choisie sont tous doublement chargés et ont pu 
être attribués à des ions adduits et fragments du pentaH de formule générale [M + xNa+ - yS03 -
(2 + x)H+]2- (Tableau 9). 

Les spectres de pentaH obtenus en infusion (Figure 42 page 82) et en CE-MS après 
dissociation du complexe (Figure 44) sont différents. Le spectre obtenu par dissociation du 
complexe antithrombine / pentaH présente des ions fragments correspondant à des pertes de 
groupement sulfate. A l'inverse, l'analyse du pentaH en infusion ne montrait pas le même profil 
d'ions, ne présentant que des ions adduits Na+ et , pas de désulfatation. Nous supposons 
que cette désulfatation est une conséquence de la dissociation du complexe. 

IV-5.2 Héparmes de bas poids moléculaires 

La méthode précédemment décrite pour l'analyse du pentaH après dissociation du 
complexe AT / héparine en source a été appliquée à LMWHB, qui montre la plus forte affinité 
pour l'antithrombine parmi les fractions d'héparine étudiées (Kd ≈ 4μM, cf. Tableau 5 page 68). 

Les analyses en conditions dénaturantes ne nous ont dans ce cas pas permis d'identifier de 
manière concluante les fragments de LMWHB liés à l'antithrombine. Les spectres obtenus 
n'étaient pas exploitables du fait de leur complexité et de leur faible intensité. 
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Des essais ont également été menés avec LMWHC, qui correspond aux plus petits 
fragments d'héparines étudiés. Les analyses en conditions dénaturantes nous ont permis de 
détecter quelques ions de LMWHC liés à l'antithrombine (Figure 45). 

Les ions obtenus n'ont pu être fragmentés afin de déterminer leur structure du fait de leur 
faible intensité. Le premier spectre (Figure 45a) laisse apparaître la présence de l'antithrombine 
vers m/z 1500 à 2200, ainsi que deux séries d'ions dichargés vers m/z 600 et 850. Le second 
spectre (Figure 45b), qui correspond à un agrandissement de la zone m/z 800 à 980, montre que 
les ions observés sont des espèces possédant plusieurs groupements sulfate. L'ion de plus haute 
valeur, m/z 955,7, correspond au fragment détecté le moins désulfaté. Cet ion permet d'établir 
une estimation de la taille minimale du fragment LMWHC lié à l'antithrombine, soit environ 
1913 g.mol-1, pouvant correspondre à un heptasaccharide. 
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La détection de complexes non covalents antithrombine / héparine a été réalisée pour la 
première fois par le couplage de l'électrophorèse frontale à la spectrométrie de masse (FACCE-
MS et FACE-MS). En conditions non dénaturantes, les complexes non covalents ont été 
observés, permettant une détermination de leur stœchiométrie et une estimation de la masse du 
ligand lié. En conditions non dénaturantes, les ligands ont pu être isolés des complexes en vue 
d'une caractérisation plus précise. 

Cette étude, qui se voulait être au départ une étude de faisabilité, a déjà montré des résultats 
intéressants avec un échantillon saccharidique homogène, le pentasaccharide d'héparine {cf. 
Publication 1 page 147[199]). Les résultats obtenus ouvrent la voie sur des améliorations de la 
méthode mise au point pour l'analyse d'échantillons hétérogènes comme les fractions d'héparine 
de bas poids moléculaires. 

La séparation électrophorétique en mode frontal s'est avérée suffisante pour l'analyse d'un 
échantillon de structure homogène comme le pentaH, l'apparition d'un complexe correspondait à 
l'apparition d'un second front distinct de celui de l'antithrombine. En revanche, pour les fractions 
d'héparine de bas poids moléculaires (LMWH), échantillons très hétérogènes, un seul front très 
étalé a été observé indiquant que de nombreux complexes différents étaient formés. Une 
optimisation des conditions séparatives pour les échantillons hétérogènes est donc à envisager. 
Cette optimisation devra néanmoins rester compatible avec l'analyse MS. La suppression de 
l'effet de siphon, l'utilisation d'un capillaire de séparation plus long et une force ionique plus 
élevée, pourraient être des solutions à envisager. L'utilisation d'échantillons moins hétérogènes et 
mieux caractérisés que les LMWH permettrait d'effectuer ces optimisations. 

En fonction des informations recherchées sur les complexes non covalents étudiés, 
l'optimisation en MS pourra se faire soit sur l'analyse des complexes entiers, soit sur l'analyse des 
ligands dissociés. 

L'analyse des complexes non covalents en conditions non dénaturantes par FACE-MS permet 
une détermination rapide des stœchiométries étudiées. Le modèle antithrombine / héparine 
utilisé pour cette mise au point avait pour inconvénient la formation de complexes détectables 
dans des gammes de m/z élevées rendant l'analyse peu résolue avec une trappe à ions. Dans ces 
mêmes conditions, l'analyse de peptides ou de protéines de plus petite taille assurerait une 
détection à plus faibles rapports m/z et donc une meilleure résolution des spectres et des mesures 
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plus précises des incréments de masse observés {cf. Chapitre 3). L'optimisation de la détection des 
complexes non covalents pourrait se faire au moyen d'un autre analyseur plus adapté à l'analyse 
de macromolécules, tel qu'un analyseur à temps de vol (TOF). Une étude récente a d'ailleurs 
montré la capacité résolutive d'un analyseur TOF pour l'étude de complexes non covalents 
antithrombine / hexasaccharides d'héparine. [209] 

L'analyse des ligands dissociés en conditions dénaturantes par FACE-MS demande à la fois une 
amélioration de la séparation électrophorétique, mais également de la sensibilité de détection. 
L'amélioration de la sensibilité peut se faire par une optimisation de la formation du complexe 
dans le capillaire de séparation, en augmentant la force ionique et/ou en diminuant le pH. Elle 
peut également être réalisée par une nouvelle optimisation de la composition du liquide 
additionnel. L'acétonitrile utilisé a bien joué son rôle de dissociant mais ce solvant pourrait bien 
avoir provoqué une précipitation de la protéine libre et complexée, diminuant par conséquent la 
quantité d'ions détectés. L'utilisation d'un tampon aqueux à un pH extrême, acide ou basique, 
peux être envisagé, permettant ainsi de dissocier le complexe sans provoquer de précipitation. 
Une fois la sensibilité améliorée, l'identification structurale des ligands oligosaccharidiques 
pourra être envisagée par la fragmentation (MSn) des ions. 
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I INTRODUCTION 

Le chapitre précédent nous a permis d'évaluer différents modes d'analyse de complexes 
protéine / oligosaccharide par CE-MS. Nous avons notamment pu détecter des complexes 
intacts, en conditions non dénaturantes, et par conséquent déterminer leur stœchiométrie et la 
masse des ligands liés. Cette mise au point ouvre la voie à de nombreuses applications en 
glycobiologie. Dans ce chapitre, nous avons tenté d'établir les stoechiométries de complexes 
chimiokines / oligosaccharides par CE-MS. 

Les chimiokines, protéines de la famille des cytokines, jouent des rôles importants lors de 
l'inflammation et lors de certains processus homéostatiques {cf. Chapitre 1 § 1-2.2 page 15). Cette 
activité biologique est modulée par l'interaction des chimiokines avec des récepteurs 
transmembranaires spécifiques. Les protéines circulantes sont immobilisées et pourraient être 
présentées à leurs récepteurs par l'intermédiaire des glycosaminoglycanes (GAG), constitutifs des 
protéoglycanes, localisés à la surface des cellules. Les GAG semblent posséder la propriété de 
promouvoir l'oligomérisation de ces protéines et par conséquent de moduler leur activité.[48, 55] 

Pour cette étude, nous avons choisi deux chimiokines, SDF-1 et MCP-1, susceptibles de 
former des oligomères de stoechiométries et structures différentes en présence d'héparine. 

L'étude de ces oligomères a été envisagée par ACE-MS, avec pour objectif la réalisation en 
une étape de l'identification des ligands saccharidiques et la détermination de la stœchiométrie 
des complexes formés. 
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IISDF-1 

I I O l i g o m e r i s a t i o n d e S D F - 1 α 

La chimiokine Stromal-cell Derived Factor-la (SDF-l α / CXCL12) intervient dans des 

processus tels que rhématopoïèse, l'angiogenèse, le recrutement de leucocytes, l'infection virale 

par le VIH et certains cancers. La stœchiométrie hypothétique du complexe SDF-l α / héparine 

est 2/1. 

Les sites potentiels d'interaction de SDF-la à l'héparine [Lys 1 ; Lys 24, His 25 et Lys27 ; 

Arg 41 et Arg 43] ont été proposés par modélisation moléculaire en identifiant les résidus 

basiques à la surface de la protéine. [70] Parmi ces sites, seuls les résidus [Lys 1, Lys 24, Lys27 et 

Arg 41] sont apparus déterminants pour la formation d'un complexe chimiokine / héparine dont 

la structure serait formée par deux protéines reliées par l'héparine. 

La formation de dimères de protéines a été étudiée par RMN et la constante d'équilibre a été 

estimée à 5mM.[210] Le dimère de protéine ne devrait pas être a priori observé par CE-MS, 

puisque la méthode ne permet pas l'analyse de complexes aussi labiles. Néanmoins, la présence 

d'héparine semble promouvoir cette oligomérisation, puisqu'en présence de disaccharide 

d'héparine, la constante de dimérisation est abaissée à environ 170 μM.[72] L'étude de ce 

complexe par cristallographie a montré une association sous forme de dimères de protéine, au 

centre duquel s'intercale le disaccharide d'héparine. [62] Aucune étude n'a été réalisée avec des 

oligosaccharides de masse supérieure en raison de la précipitation des complexes formés. 

La chimiokine SDF-l α s'associe à l'héparine avec une affinité très forte de l'ordre de 38 nM 

(déterminée par SPR). Tandis que SDF-1 (3/6), protéine mutée (Figure 43) pour laquelle les 

résidus [Lys 24, His 25 et Lys 27] ont été substitués par des résidus serine et qui conserve 

cependant la même structure que SDF-l α , ne montre plus d'association à l'héparine.[69] Cette 

protéine mutée nous a permis de valider la spécificité de l'approche par ACE-MS. 

KPVSLSYRCP CRFFESHVAR ANVSSLSILN TPNCALQIVA RLKNNNRQVC 
IDPKLKWIQE YLEKALN, 

Figure 46 : Séquence de SDF-1 (2/6) 
En italique : résidus marquant l'appartenance à la famille CXC, 
En gras : résidus basiques susceptibles d1 interagir avec des GAG. 

En souligné : résidus mutés 
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II SDF-1 

N - 1 MISE AU POINT DES CONDITIONS ELECTROPHORETIQUES 

Les chimiokines étudiées, SDF-l α (pI 9,9) et MCP-1 (pi 9,4)x, sont des protéines basiques. 
L'analyse de ces protéines par CE nécessite une modification de la paroi du capillaire de 
séparation pour éviter leur adsorption. Après avoir choisi le type de modification adéquat {cf. 
Matériel et méthodes § III page 134), i.e, le tapissage du capillaire avec du poly(éthylène oxyde) 
(PEO), nous avons pu analyser ces chimiokines et étudier leurs liaisons à des oligosaccharides 
sulfatés par CE. 

H-1.1 Analyses de SDF-1 par électrophorèse capillaire 

Les analyses par CE ont été réalisées sur des capillaires tapissés de PEO, conditionnés 
avec de l'acétate d'ammonium (75mM pH 6,5). Ce tapissage neutralise les charges de surface 
négatives du capillaire et entraine une réduction du flux électro-osmotique. Les protéines 
basiques (cationiques à pH 6,5) ne s'adsorbent alors plus sur les parois. Pour réduire les durées 
d'analyse, une pression hydrodynamique a été appliquée pendant toute la durée des séparations. 

Les électrophérogrammes obtenus après injection de SDF-l α (Figure 47a) laissent 
apparaitre un pic avant le marqueur neutre (MN) correspondant à la protéine chargée 
positivement. Nous avons utilisé le pic de marqueur neutre pour estimer la part du flux électro-
osmotique résiduel et surtout celle du débit d'électrolyte résultant de la pression appliquée. La 
valeur de mobilité électrophorétique de SDF-la mesurée est alors : = 21.10-5cm2.V-1.s-1. 
L'analyse de la protéine mutée SDF-1 (3/6) conservée dans l'eau (Figure 47b) montre également 
un pic correspondant à une protéine cationique (détectée avant le MN), mais moins mobile que 
SDF-la: = 13.10-W.V-1.s-1. 

x Valeurs de pI théoriques déterminées à partir des séquences en acides aminés grâce au logiciel ProtParam 

(ExPASy Tools, www.expasy.org) 
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La mobilité de la protéine mutée est inférieure à celle de SDF-la et est liée à la différence 
de charge des protéines. Cette observation est cohérente avec le fait que SDF-1 (3/6) est moins 
cationique que SDF-l α du fait de la substitution de 3 résidus aminés basiques par des résidus 
neutres (sérines) localisés à la surface de la protéine. 

n-1.2 Analyses de SDF-1 par électrophorèse capillaire d'affinité 

L'analyse de SDF-1 en présence d'oligosaccharides sulfatés a été réalisée par électrophorèse 
capillaire d'affinité (ACE) sur des capillaires tapissés de PEO. Dans ce mode d'analyse, la 
protéine est injectée dans un capillaire conditionné avec un électrolyte contenant des 
oligosaccharides. Les études par ACE qui suivent ont été réalisées avec une fraction 
d'hexasaccharide d'enoxaparine (enox6) de masse comprise entre 1171 et 2005 g.mol-1. 
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Analyses par électrophorèse capillaire d'affinité de SDF-la 

SDF-la diluée dans l'acétate d'ammonium est injectée hydrodynamiquement dans un 
capillaire tapissé de PEO et conditionné avec l'électrolyte contenant de l'enoxô à différentes 
concentrations (de 0 à lμM). 

L'électrophérogramme obtenu avec une concentration d'enox6 égale à 0,25 μM (Figure 
48b) montre un étalement et un décalage du pic correspondant à SDF-lα. Cet étalement laisse 
supposer la coexistence de plusieurs espèces, correspondant par exemple à plusieurs formes de 
complexes de SDF-lα / enox6. La mobilité de SDF-lα est diminuée 15.105 

cm2.V-1 .s -1) par comparaison avec l'électrophérogramme obtenu sans enoxô 21.10-5 

cm2.V-1.s-1, Figure 48a). 
L'espèce formée en présence d'enoxô est moins chargée positivement que SDF-lα, en 

effet le pic détecté est beaucoup plus proche du marqueur neutre. L'augmentation de la 
concentration en enox6 (Figure 48c) provoque un décalage important du pic de protéine vers les 
espèces neutres 2.105cm2.V-1.s-1). Cette observation est en accord avec 
l'association de SDF-lα cationique avec l'enoxô anionique (Figure 49). 
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Si l'on suppose que le complexe formé est bien de stœchiométrie 2/1 et qu'il résulte de la 

liaison de l'oligosaccharide aux zones basiques des deux protéines (Figure 8), le complexe formé 

est moins cationique que la protéine. En polarité normale, ce complexe sera bien détecté à un 

temps plus tardif que la protéine. 

Analyses par électrophorèse capillaire d'affinité de SDF-1 (3/6) 

La protéine mutée SDF-1 (3/6), conservée dans l'eau, est injectée hydrodynamiquement 

dans un capillaire tapissé de PEO, conditionné avec l'électrolyte contenant de l'enoxô à 

différentes concentrations (de 0 à 1 μM). Les électrophérogrammes obtenus (Figure 50) montrent 

que l'ajout d'enoxô dans l'électrolyte a peu d'effets sur la mobilité de la protéine mutée : 
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A la plus forte concentration, lμM (Figure 50c), on observe tout de même un 
élargissement et un retard du pic électrophorétique pouvant résulter d'une interaction avec les 
oligosaccharides. En effet, SDF-1 (3/6) possède toujours les résidus arginine 41 et lysine 43 dont 
l'interaction avec les GAG a déjà été envisagée pour SDF-lα.[70] 

Ces études par ACE montrent que les SDF-lα et SDF-1 (3/6) interagissent différemment 
avec l'enoxô. En effet, la mobilité de SDF-lα est fortement modifiée à de faibles concentrations 
en enox6, contrairement à SDF-1 (3/6). Ces différences indiquent que les résidus mutés [Lys 24, 
His 25 et Lys 27] jouent en effet un rôle dans la liaison de ces protéines aux oligosaccharides. 
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I I -2 ANALYSES DE S D F - 1 PAR C E - M S 

Les conditions de détection par CE-MS ont d'abord été mises au point par l'analyse des 
protéines seules. Les paramètres optimisés ont ensuite été adaptés pour l'étude par ACE-MS des 
protéines en présence d'oligosaccharides sulfatés. Les oligosaccharides utilisés sont : 

- un disaccharide d'héparine de synthèse (hepIS), M = 577 g.mol-1; 
- deux fractions d'enoxaparine de structures hétérogènes : 

• un tetrasaccharide (enox4), 776 ≤M ≤1332 g.mol-1 

• un hexasaccharide (enox6), 1171 ≤M ≤2005 g.mol-1 

- un pentasaccharide de fucoïdane de synthèse (pentafuc), M = 1420,12 g.mol-1. 

n-2.1 Détection des protéines par CE-MS 

Les spectres de masse des protéines, SDF-la et SDF-1 (3/6), ont été réalisés par couplage 
d'un capillaire tapissé de PEO au spectromètre de masse (Figure 51). 

y La masse cible (masse cible) correspond à une commande du logiciel esquire control (Bruker) permettant, 

grâce à une combinaison de paramètres prédéfinis, de stabiliser les ions dans une gamme de m/z donnée, 
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Différents liquides additionnels ont été envisagés, notre choix s'est porté sur le mélange 
eau-méthanol (90 : 10, v/v) permettant d'établir un spray stable et de détecter les protéines avec le 
meilleur rapport signal / bruit. Le méthanol, déjà utilisé en CE-MS pour l'observation de 
complexes protéiques non covalents, n'apparait pas dénaturant s'il est utilisé à des proportions 
inférieures à 50%.[198] Les spectres obtenus avec les mêmes quantités de protéines injectées 
diffèrent en deux points : l'intensité du signal et les états de charge observés. En effet, le spectre de 
la protéine mutée (Figure 51b) est 15 fois moins intense que celui de SDF-lα (Figure 51a), et les 
états de charges observés pour SDF-1 (3/6), 6+ à 3+, sont légèrement plus faibles que ceux 
observés pour SDF-la, 7+ à 4+. Ce résultat est cohérent avec la substitution de résidus basiques 
situés en surface de SDF-1 (3/6) par des résidus neutres. En effet, la distribution des états de 
charges d'une protéine ionisée par electrospray en conditions non dénaturantes peut être corrélée 
au nombre de sites protonables à sa surface. [211] 

Les masses mesurées sont en bon accord avec les masses théoriques des deux protéines : 

II-2.2 Analyses de SDF-la par ACE-MS 

Par comparaison avec l'étude par cristallographie du dimère de SDF-lα en présence 
d'héparine[62], nous avons réalisé l'analyse de SDF-lα en présence du même disaccharide hepIS 
(Figure 52). 

L'électrophérogramme obtenu pour l'analyse de SDF-lα en présence de disaccharide 
d'héparine présente un pic dédoublé dont le temps de migration est très proche de celui de la 
protéine. Le courant d'ion obtenu ne présente qu'un large pic qui, une fois intégré, donne le 
spectre de masse présenté ici (Figure 53). 
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Le seul complexe observé entre SDF-lα et le disaccharide hepIS est de stœchiométrie 

1/1, aucun dimère de protéines n'a été observé par MS. Afin d'améliorer la sensibilité des ions 

détectés correspondant au complexe, l'acquisition de ce spectre de masse a été réalisée sur une 

gamme de m/z plus réduite que précédemment (de 1600 à 2800 m/z au lieu de 1200 à 3000 m/z). 

Ce résultat ne permet pas d'infirmer l'hypothèse selon laquelle l'hepIS pourrait 

promouvoir la dimérisation de SDF-lα . Le dimère de SDF-lα , s'il existe, n'est probablement pas 

assez stable pour être observé dans ces conditions d'analyse. Rappelons que la constante de 

dimérisation de SDF-lα en présence de disaccharide d'héparine est de l'ordre de 170 α M[72] et 

que la plupart des complexes non covalents observés par MS ont des constantes de dissociations 

de l'ordre du α M. Des conditions plus douces d'ionisation ont été testées. L'utilisation d'eau ou 

de tampon acétate, à la place des 10% de méthanol contenus dans le liquide d'appoint, n'a pas 

permis de mieux observer ces complexes non covalents. Au contraire, ces dernières conditions 

n'ont eu pour effet qu'une diminution globale du signal. L'abaissement de la température de la 

source de 100°C à 80°C n'a eu pour effet que de déstabiliser le spray. 
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Les essais suivants ont été réalisés avec des oligosaccharides de masse supérieure au 

disaccharide, issus de la dégradation d'enoxaparine : le tetrasaccharide enox4 et l'hexasaccharide 

enoxô (Figure 54). 
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Dans les deux cas, de nouvelles espèces ont été détectées à des temps de migration 

supérieurs à celui de la protéine seule. 

La présence d'enox4 dans l'électrolyte a pour effet de retarder la migration de SDF-lα , 

effet déjà mis en évidence par ACE pour l'enoxô (cf. Figure 48 page 95). Cet effet coïncide avec 

la détection par MS de nouveaux ions correspondant à une espèce moléculaire de 17060 ± 3 

g.mol"1 (Figure 54a), soit la masse d'un complexe non covalent formé de deux protéines associées 

à une molécule d'enox4. Nous pouvons observer sur l'agrandissement de l'ion 8+ de ce complexe 

(Figure 54b) la présence de nombreux adduits Na+, mais également un ion dont l'écart de masse 

calculé à 80 m/z correspond à un groupement sulfate. Ces ions suggèrent la présence d'au moins 

trois complexes (A, B et C) formés par l'association de SDF-lα avec des molécules d'enox4 dont 

les structures diffèrent par un groupement sulfate. Rappelons que les fractions d'enoxaparines 

utilisées sont hétérogènes en structure. 

La présence d'enox6 dans l'électrolyte a également pour conséquences le retard de 

migration de SDF-lα et l'apparition d'une nouvelle espèce moléculaire. Cette nouvelle espèce, de 

17562 ± 7 g.mol-1 (Figure 54c)} pourrait ici correspondre à un complexe non covalent également 

formé de deux protéines associées à une molécule d'enoxô. Nous pouvons observer sur 

l'agrandissement de l'ion 8+ de ce complexe (Figure 54d) la présence d'au moins trois ions (D,E 

et F) correspondant à des complexes formés avec des molécules, d'enoxô possédant un nombre 

croissant de groupement sulfate. 

A partir des masses de ces complexes, nous avons pu estimer plus précisément les masses 

des oligosaccharides liés et envisager des structures (Figure 55). Les structures données ci-dessous 

ne sont qu'illustratives, à ce stade de notre étude, rien ne nous permet d'identifier avec certitude 

les positions des différents groupements fonctionnels. 

L'oligosaccharide donnant les ions de complexe de plus grande intensité (B) correspond 

pour enox4 à une masse de 1154 ± 8 g.mol-1, soit une molécule possédant probablement 6 

groupements sulfate. Les oligosaccharides formant les complexes les moins intenses possèdent 

probablement 5 (A) et 7 (C) groupements sulfate. En ce qui concerne l'enox6, la masse de 1654 ± 

10 g.mol-1, calculée pour les ions les plus intenses (E), correspond à molécule possédant 

probablement 8 groupements sulfate. Les complexes de plus faible intensité sont également 

observés avec des molécules d'enoxô possédant probablement 7 (D) et 9 (F) groupements sulfate. 
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L'hypothèse émise quant à la dimérisation de SDF-lα en présence d'héparine (ici des 
oligosaccharides d'enoxaparines) semble vérifiée. La taille des oligosaccharides influe sur la 
stabilité des complexes formés. Plus ils sont longs, plus le complexe est stable. En effet, aucun 
complexe n'a pu être observé par cette méthode avec le disaccharide hepIS. Par contre, le 
tetrasaccharide et l'hexasaccharide ont permis de mettre en évidence des dimères SDF-lα / 
oligosaccharide de stœchiométrie 2/1. 

Les interactions entre chimiokines et oligosaccharides ont essentiellement été étudiées 
avec des GAG. Dans un but comparatif, nous avons également fait des essais avec un autre type 
de saccharide : le fucoïdane. 
Ce polysaccharide d'origine marine, principalement extrait d'algues brunes, est constitué d'unités 
L-fucose liées par des liaisons α (l-3) et/ou α (l-4). Le fucoïdane est capable de bloquer certaines 
cascades biologiques comme celles de la coagulation [212] et du système du complément [213]. 
Cette action biologique résulte de sa capacité à interagir avec des cibles protéiques. De 
nombreuses études sont actuellement menées en vues d'applications thérapeutiques. L'interaction 
entre des chimiokines (l'interleukine -2, l'interleukine-7 et l'interféron-y) et le fucoïdane a déjà été 

- 103-



II SDF-1 

envisagée par une étude in vitro montrant une activité inhibitrice supérieure du fucoïdane par 

rapport à l'héparine. [50] 

Pour cette étude, nous avons utilisé un pentasaccharide de synthèse (pentafuc), molécule 

possédant 7 groupements sulfate (M = 1420,12 g.mol-1, Figure 56). Soit un oligosaccharide de 

taille intermédiaire aux fragments d'héparine précédemment utilisés, avec un degré de sulfatation 

comparable. 

La présence de pentafuc dans l'électrolyte a également pour conséquence le retard de 

migration de SDF-lα . Cette fois, deux nouvelles espèces ont pu être observées (Figure 57), l'une 

correspond à un complexe de masse M = 9379 ± 5 g.mol-1 formé par une protéine associée à une 

molécule de pentafuc, et l'autre à un complexe de masse M= 17329 ± 9 g.mol-1 formé par deux 

protéines associées à une molécule de pentafuc. 
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L existence de ces deux especes en solution reste néanmoins discutable puisque 
Télectrophérogramme ne laisse apparaître qu'un seul pic. Il semble assez peu probable que ces 
deux espèces migrent au même temps, étant donné leur différence de masse (incrément de 45%) 
et leur différence de charge, Par contre, une dissociation en source pourrait être une explication si 
l'on suppose que la stabilité du complexe SDF-lα / pentafuc de stœchiométrie 1/1 est plus 
grande qu'elle ne l'est pour le complexe de stœchiométrie 2/1. 

Bien que des différences soient observées entre les résultats obtenus avec les enoxaparines 
et le fucoïdane, nous avons montré que le fucoïdane, qui n'est pas un GAG, est également 
capable de complexer et de promouvoir la dimérisation de SDF-la. Le fucoïdane est donc a priori 

susceptible de moduler l'action biologique de SDF-lα . 
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n-2.3 Analyses de SDF-1 (3/6) par ACE-MS 

Les analyses par CE n'avaient montré qu'une très faible modification de la mobilité de 
SDF-1 (3/6) en présence d'enoxô. Nous avons voulu compléter ces résultats par ACE-MS. Dans 
les mêmes conditions que celles qui ont permis d'observer des dimères de SDF-lα , aucun 
complexe n'a pu être observé avec la protéine mutée en présence d'enoxaparine (enox 6, Figure 
58a) ou de fucoïdane (pentafuc, Figure 58b). 

Ce résultat permet une fois de plus de confirmer l'importance des résidus [Lys 24, His25 et 
Lys27], ici substitués par des résidus serine, dans la liaison aux oligosaccharides et la formation 
d'oligomères. De plus, cette analyse nous permet de valider notre approche de couplage ACE-
MS. En effet, malgré la présence de ligands potentiels dans la totalité du capillaire de séparation, 
aucun adduit non-spécifique entre SDF-1 (3/6) et les oligosaccharides n'a été observé aux 
concentrations testées. 
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I I I OLIGOMERISATION DE M C P - 1 

La chimiokine Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1 / CCL2) intervient lors de 
réactions inflammatoires et dans certaines pathologies du système nerveux central. La 
stœchiométrie hypothétique du complexe MCP-1 / héparine est 2/2. 

La chimiokine MCP-1 possède également la propriété d'interagir avec des GAG[52] avec 
une affinité de l'ordre de 1,5 μM pour l'héparine. [74, 75] Les résidus susceptibles de jouer un rôle 
lors de cette interaction sont [Argl8, Lysl9, Arg24, Lys49 Lys 58, His 66].[56] 

Cette chimiokine est susceptible de former des dimères protéiques en solution. Des études 
réalisées par cristallographie et ultracentrifugation analytique ont également suggéré l'existence 
de tétramères protéiques dont la formation pourrait être promue par un octasaccharide 
d'héparine. D'après les calculs effectués par modélisation moléculaire, le dimère MCP-1 / 
héparine serait de stœchiométrie 2/2, celle du tétramère reste à déterminer.[75] 

Une récente étude par MS a permis de mettre en évidence la formation de dimère de 
protéine en absence d'héparine, ainsi que la formation de complexes MCP-1 / héparine de 
stœchiométries 1/1 et 2/1 en présence de pentasaccharide d'héparine octasulfate. La 
stœchiométrie 2/2 n'a pu être observée qu'avec un disaccharide octasulfate, aucun tétramère n'a 
été détecté.[77] 

III-1 ÉTUDES PRELIMINAIRES DE MCP-1 PAR A C E 

Afin d'identifier les oligosaccharides susceptibles de former des complexes avec MCP-1, 
différentes analyses ont été réalisée en ACE. Un criblage des oligosaccharides a été effectué avec 
les fractions d'enoxaparine (enox4 et enox6) et le pentasaccharide de fucoïdane (pentafuc). Ces 
quatre analyses ont été effectuées le même jour, avec la même aliquot de protéine et la même 
solution de marqueur neutre (MN). 

La protéine a donc été injectée dans un capillaire tapissé de PEO conditionné avec 
l'électrolyte seule (Figure 59a) ou contenant des oligosaccharides (Figure 59b, c et d). En 
l'absence d'oligosaccharide, le pic correspondant à MCP-1 est détecté bien avant le marqueur 
neutre, du fait du caractère cationique de la protéine : l0.l0-5cm2 .V-1.s-1. Comme pour 
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SDF-lα , l'ajout d'oligosaccharide provoque un décalage du pic détecté vers le marqueur neutre. 
D'après ces électrophérogrammes, MCP-1 interagit avec enox4, enox6 et pentafuc pour former 
des complexes globalement peu chargés (Figure 59). 
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En ce qui concerne les enoxaparines (Figure 59b et c), le pic correspondant à la protéine 
probablement complexée est confondu avec le pic de marqueur neutre. L'intensité du pic 
correspondant au MN est d'environ 28 mAU en l'absence d'oligosaccharide alors qu'elle est 
d'environ 60 mAU en présence d'enoxaparine. Pour le fucoïdane, un nouveau pic apparaît entre 
celui de l'eau et le pic correspondant au MN, mais on peut également remarquer que le pic 
correspondant au MN est plus intense qu'en l'absence d'oligosaccharide (environ 50 mAU au 
lieu de 28 mAU). 

III-2 ANALYSES DE MCP -1 PAR C E - M S 
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III-2.1 Détection de MCP-1 

Le spectre de masse de MCP-1 a été réalisé, dans les mêmes conditions que SDF-1, par 
couplage CE-MS avec un capillaire tapissé de PEO et un liquide additionnel composé d'eau-
méthanol (90 :10, v/v). 
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III-2.2 Analyses de MCP-1 par ACE-MS 

Comme pour SDF-la, le disaccharide hep IS ne nous a pas permis d'observer de dimères 

de MCP-1 (Figure 61). L'électrophérogramme (non représenté ici) obtenu pour cette analyse n'a 

pas montré de modification du pic de migration de MCP-1 en présence d'hepIS, alors qu'il avait 

montré un dédoublement du pic de SDF-lα {cf. Figure 53a page 100). 

Le seul complexe observé est de masse M = 9259 ± 1 g.mol-1, correspondant également à 

une association de stœchiométrie 1/1. D'après les études réalisées par modélisation moléculaire, 

la dimérisation de SDF-lα résulterait de l'insertion d'un saccharide sulfaté entre les deux 

protéines[70], tandis que l'association de deux MCP-1 serait quant à elle provoquée par une 

modification conformationnelle induite par la liaison des oligosaccharides (Figure 11).[75] Bien 

que les mécanismes d'association ne soient pas les mêmes, un fragment de la taille d'un 

disaccharide, ici trisulfaté, semble insuffisant à la promotion de l'oligomérisation des chimiokines 

étudiées. 

Extrait de la Figure 11 : Modélisation de l'interaction MCP-1 / héparine 

(a) : formation d'un dimère. A gauche : structure d'une chaine protéique, à droite : surface moléculaire du 
dimère. Les zones bleues correspondent aux résidus basiques de la protéine susceptibles d'interagir avec 

l'héparine. D'après [55, 75] 
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L'analyse de MCP-1 après ajout d'enox4 (Figure 62a) ou d'enox6 (Figure 62b) dans 

l'électrolyte permet de mettre en évidence deux nouvelles espèces. 
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L'espèce de plus faible masse, que ce soit pour enox4 (M = 18519 ± 1 g.mol-1) ou enox6 

(M = 19095 ± 20 g.mol"1), correspond à l'association de deux protéines à un seul oligosaccharide. 

L'espèce de plus haute masse, que ce soit pour enox4 (M = 19673 ± 2 g.mol ') ou enox6 (M = 

20756 ± 15 g.mol-1), correspond à l'association de deux protéines avec deux oligosaccharides. Ce 

deuxième complexe de stœchiométrie 2/2 correspond à celui décrit dans la littérature.[75] 

L'utilisation de pentafuc a également permis d'observer le complexe 2/1 de masse M = 

18784 ± 1 g.mol-1 et le complexe 2/2 de masse M = 20209 ± 4 g.mol-1 (Figure 63). 
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L'existence de complexes MCP-1 / oligosaccharides de stœchiométrie 2/2 a pu être 

confirmée par notre méthode. Par contre celle du tétramère, dont la stœchiométrie n'est pas 

déterminée reste un challenge analytique. L'analyse de MCP-1 en présence d'enox6 a donc 

également été réalisée en mode étendu dans le but d'observer des espèces de plus haut poids 

moléculaires (Figure 64) : à la masse de quatre MCP-1 (soit environ 34,7 kg.mol-1) devrait 

s'ajouter un ou plusieurs oligosaccharides. 
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Ce mode d'analyse a permis de mieux distinguer les deux complexes, 2/1 et 2/2, déjà mis 

en évidence précédemment, mais aucune autre espèce. Bien qu'aucune expérience n'ait pu 

déterminer la stœchiométrie d'un tétramère, il semblerait que la taille minimale nécessaire de 

l'oligosaccharide soit un octasaccharide et que des chaines plus longues favoriseraient sa 

formation. [75] 



I I I M C P - 1 

La résolution plutôt moyenne des spectres obtenus pour l'analyse de l'interaction MCP-1 
/ enox6, inhérente à l'analyseur utilisé, laisse entrevoir la limite de notre méthode pour l'étude 
d'oligosaccharides de plus grandes masses. Nous avons tout de même fait quelques essais avec un 
décasaccharide d'enoxaparine (enoxl0) de masse approximative comprise entre 1945 et 3335 
g.mol'1. Les spectres de masse obtenus n'ont pas permis d'identifier de complexes, seule une 
diminution de l'intensité des pics de MCP-1 a pu être observée. Par contre, la détection UV dans 
le capillaire de séparation laisse apparaître, en plus du décalage du pic de protéine, un nouvel 
épaulement (Figure 65) Il semblerait donc que l'association MCP-1/enoxl0, bien qu'elle ne soit 
pas détectée par MS, donne au moins deux complexes en solution. 
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IV CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Le couplage ACE-MS nous a permis de mettre en évidence la formation de dimères de 
chimiokines en présence d'oligosaccharide sulfatés. 

Aucun oligomère de chimiokine en présence de disaccharide d'héparine (3 sulfates) n'a été 
observé. Nous avons par contre pu confirmer les stœchiométries théoriques 2/1 des complexes 
SDF-lα / héparine et 2/2 des complexes MCP-1 / héparine par l'utilisation de tetrasaccharide et 
d'hexasaccharide d'enoxaparine. La stœchiométrie 2/1 a également été observée pour les 
complexes MCP-1 / héparine. L'absence de complexation de la chimiokine mutée, SDF-1 (3-6), 
confirme l'importance des résidus mutés dans l'interaction avec les oligosaccharides sulfatés. De 
plus, bien que les oligosaccharides soient présents dans la totalité du capillaire de séparation, 
aucun adduit non spécifique n'a été observé entre la chimiokine mutée et les oligosaccharides. 

Le pentasaccharide de fucoïdane est également apparu comme un oligosaccharide capable 
de promouvoir la dimérisation des chimiokines. Différentes stœchiométries ont été observées : 
1/1 et 2/1 pour les complexes SDF-lα / pentafuc, et 2/1 et 2/2 pour les complexes MCP-1 / 
pentafuc. Pour comparer l'affinité du pentafuc par rapport aux fractions d'enoxaparine, des 
expériences de compétitions, dans lesquelles les deux types d'oligosaccharide seraient présents 
dans le capillaire de séparation sont à envisager et aisément réalisables par la méthode 
développée. 

La taille minimale des oligosaccharides permettant la dimérisation des chimiokines semble 
être un tetrasaccharide possédant au moins 5 groupements sulfate. Mais, il apparait important de 
déterminer si la modulation biologique des effets des chimiokines est réellement effective avec un 
tetrasaccharide. 

En ce qui concerne la chimiokine MCP-1, nous avons supposé que le complexe 2/1 
pouvait être un fragment du complexe 2/2. Cette hypothèse pourrait être validée par la 
réalisation d'échanges H/D suivis d'une analyse MS. Cette méthode permet l'identification des 
sites de surfaces de la protéine accessible au solvant. La comparaison des spectres obtenus en 
présence ou non d'oligosaccharides permettrait de localiser leurs sites de fixation à la protéine et 
de déterminer le mode d'association des protéines entre elles. L'échange H/D a déjà été envisagé 
en couplage CE-MS pour l'analyse de petites molécules.[215] Cette méthode reste néanmoins 
difficile à mettre en œuvre pour des protéines. 
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I V CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

L'observation de tétramères ou octamères de MCP-1 n'a pas pu être réalisée par la 
méthode utilisée. Soit parce que ces oligomères sont trop labiles, soit parce que leur taille est trop 
importante pour qu'ils puissent être observés par MS avec une trappe d'ions. Si l'on considère 
que l'épaulement observé lors de l'utilisation du décasaccharide correspond à l'un de ces macro-
complexes, une optimisation des conditions de séparation électrophorétique est à envisager. 
L'ionisation, et donc la détection MS, de ce macro-complexe non covalent donnera 
vraisemblablement lieu à des modifications de la méthode actuellement utilisée. 
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES 

Au cours de ce travail de thèse nous nous sommes intéressés au couplage de 
l'électrophorèse capillaire à la spectrométrie de masse (CE-MS) pour l'étude de complexes 
protéines / saccharides. Les voies de recherche qui ont motivé ces travaux concernent le 
développement analytique de la méthode et l'intérêt de cette approche en glycobiologie. 

Les applications principales du couplage CE-MS concernent actuellement l'analyse de 
petites molécules par électrophorèse capillaire en mode zone. Nous nous sommes intéressés, dans 
une première partie, à une nouvelle stratégie de couplage utilisant l'électrophorèse capillaire en 
mode frontal pour l'étude d'interactions non covalentes. 

L'électrophorèse capillaire, en mode frontal, assure une séparation des différents analytes (ici 
l'antithrombine complexée ou non avec l'héparine) et la spectrométrie de masse permet leur 
identification. Nous avons montré la compatibilité du mode frontal avec la détection par 
spectrométrie de masse, ce mode est apparu plus sensible que le mode zone en couplage CE-MS. 
Cette stratégie, validée par l'utilisation d'un pentasaccharide de synthèse, a ensuite été appliquée 
à des fractions d'héparine hétérogènes. Dans ce dernier cas, la formation des complexes non 
covalents a pu être observée, en conditions non dénaturantes, permettant une détermination de la 
stœchiométrie du complexe et la masse du ligand. Les interactions non covalentes sont 
maintenues et les complexes formés à partir d'échantillons hétérogènes peuvent être détectés. 
Cependant, nous nous sommes heurtés à des limites liées à l'analyseur utilisé (trappe d'ions), en 
termes de résolution et en sensibilité à hauts rapports m/z. Les complexes formés sont bien 
caractérisés pour le pentasaccharide de synthèse, mais pas suffisamment pour les fractions 
hétérogènes de plus hautes masses. L'amélioration de la résolution des spectres de masse obtenus 
pourrait être apportée par l'utilisation d'analyseurs plus adaptés à l'étude de macro-complexes 
non covalents, par exemple un analyseur à temps de vol (TOF). 

L'analyse de ligands saccharidiques hétérogènes est facilitée lorsque les éléments liés et 
non liés sont séparés avant l'analyse par spectrométrie de masse. 

Dans ce domaine, différentes stratégies analytiques ont été reportées dans la littérature. Une 
première méthode basée sur le greffage de protéines (dont l'antithrombine) sur une plaque 
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métallique a permis d'isoler les ligands et de les analyser par MALDI.[216] Cette méthode 
possède l'inconvénient principal d'avoir à réaliser le greffage de la protéine et donc la possibilité 
d'induire des artefacts lors de l'interaction avec les oligosaccharides. Plus récemment une autre 
méthode a consisté à immobiliser des chimiokines sur des colonnes hydrophobes assurant, par 
simple filtration, une élimination des oligosaccharides non liés. [77] Bien que cette méthode 
perturbe les équilibres thermodynamiques, les complexes maintenus ainsi que les ligands isolés 
ont pu être analysés par FT-ICR. 

Mettant en oeuvre la stratégie précédemment décrite, ce couplage a pu être adapté à la détection 
des ligands hépariniques. Pour cela, la composition du liquide additionnel, liquide assurant la 
jonction entre l'électrophorèse capillaire et le spectromètre de masse, a été modifiée. En effet, si 
l'utilisation d'un tampon aqueux non dénaturant permet d'observer les complexes intacts, 
l'utilisation d'un solvant organique dénature les complexes et permet par conséquent la détection 
des ligands dissociés. 

Dans une seconde partie, nous avons envisagé une autre approche en réalisant le 
couplage de l'électrophorèse capillaire d'affinité à la spectrométrie de masse. A la différence du 
mode frontal, les échantillons sont ici injectés en plus faible quantité. La méthode a été appliquée 
à l'étude de chimiokines et ce afin de répondre aux hypothèses émises concernant leur 
oligomérisation en présence d'héparine. Deux modes d'association de dimères chimiokines / 
oligosaccharides ont été étudiés, l'un impliquant un effet coopératif de l'oligosaccharide pontant 
les deux protéines (SDF-lα), l'autre résultant d'une modification conformationnelle suite à la 
liaison de l'oligosaccharide (MCP-1). 
L'électrophorèse capillaire d'affinité a été choisie pour former ces oligomères, sans pré-
incubation, pour éviter toute précipitation. Le capillaire de séparation a dû être tapissé de 
poly(éthylène oxyde) pour éviter l'adsorption de ces protéines basiques sur les parois, nous avons 
donc dû vérifier dans un premier temps la compatibilité de ce tapissage avec la détection par 
spectrométrie de masse. Le spectromètre de masse a permis de déterminer sans ambiguité la 
stœchiométrie des dimères formés et ce pour les deux chimiokines étudiées SDF-lα et MCP-1. 
L'existence d'oligomères de plus grande taille, pour MCP-1 notamment, est toujours à l'étude. La 
caractérisation structurale de ces complexes pourrait être apportée par d'autres stratégies 
analytiques, notamment des expériences d'échange H/D associées à des analyses par RMN 
et/ou spectrométrie de masse. 

Nous avons donc démontré l'intérêt du couplage CE-MS pour l'étude de complexes 
protéine / oligosaccharides. Les différentes stratégies analytiques développées nous ont permis, 
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en fonction des objectifs recherchés, de déterminer la stœchiométrie des complexes et d'identifier 
les ligands de protéines données. D'un point de vue analytique, la CE-MS apparaît comme une 
méthode puissante qui pourrait simplifier considérablement l'identification de ligands et de 
protéines cibles à visées thérapeutiques. D'un point de vue biologique, ce couplage s'avère tout 
aussi intéressant. Comme nous avons pu l'observer par l'analyse d'oligomères de chimiokines, 
cette méthode nous a permis de mettre en évidence des effets structuraux différents en fonction 
des ligands testés. Des analyses complémentaires s'avèrent nécessaires afin de relier ces effets 
structuraux à l'activité biologique de ces chimiokines. 
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MATERIEL ET METHODES 

I MATERIEL 

1-1 INSTRUMENTATION 

L'appareil d'électrophorèse capillaire utilisé est un HP3DCE commercialisé par Agilent 

technologies. Le carrousel a été thermostaté au moyen d'un cryothermostat LAUDA RE104. Le 

logiciel pilote permettant l'acquisition et le traitement des données est le ChemStation Agilent. 

Le spectromètre de masse de masse utilisé est un Esquire 3000+ commercialisé par 

Bruker Daltonics (Figure 66). Ce spectromètre est composé d'une source ESI et d'un analyseur à 

trappe ionique quadripolaire. Le logiciel pilote permettant l'acquisition et le traitement des 

données est le Bruker Daltonic DataAnalysis version 3.1. Deux gammes de masses de travail ont 

été utilisée : le mode normal (50 à 3000 m/z) le mode étendu (200 à 6000 m/z). Les paramètres de 

tension de sortie du capillaire et de focalisation des lentilles ont été choisis par l'intermédiaire 

d'un réglage semi-automatique de la « masse cible », correspondant à la valeur du rapport m/z de 

l'ion d'intérêt. 

- 1 2 5 -



I MATERIEL 

La réalisation du couplage CE-MS a été réalisée au moyen d'une interface coaxiale à 3 
voies (G1607A, Agilent Technologies). Un pousse seringue (74 900 sériés, Cole-Palmer, USA) a 
permis l'apport du liquide d'appoint. 

Toutes les conditions expérimentales utilisées en CE, MS et CE-MS sont détaillées dans 
les légendes des figures présentant les résultats (Chapitres 2 et 3). 

I-2 PRODUITS 

I-2.1 Protéines 

Antithrombine 

Deux lots d'antithrombine humaine commercialisés par Hyphen Biomed (Neuville sur Oise) ont 
été utilisés. Vendues lyophilisées, les protéines ont été reprises dans l'eau ultra pure Milli-Q, aux 
concentrations ci-dessous, puis aliquotées et conservées à - 80°C. Les aliquots ont été décongelés 
à température ambiante au moins 1 heure avant chaque utilisation. 

- Lot 1 : 3,75 g.L-1 d'antithrombine dans un tampon glycine-HEPES contenant 9 g.L-1 

de chlorure de sodium. 

- Lot 2 : 5 g.L-1 d'antithrombine dans un tampon phosphate pH 7,5 contenant 9 g.L-1 de 
chlorure de sodium. 

Les échanges de tampons ont été réalisés par filtration sur micro-colonnes( ProbeQuant™ G-50 
microcolumns, Amersham Biosciences) par séquences de centrifugation de deux minutes à 4000 
rpm sur une centrifugeuse 5417R (Eppendorf) : 

1. élution du tampon commercial ; 

2. conditionnement des micro-colonnes avec le tampon d'analyse (trois fois 300 μL) ; 

3. dépôt de 20 μL de l'échantillon d'antithrombine puis élution. 
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I MATERIEL 

Chimiokines 

Pour cette étude, nous avons utilisé trois chimiokines recombinantes humaines dont un mutant 
(Tableau 10). 

SDF-lα 
Cette protéine recombinante (séquence Figure 7) a été fournie par PeproTech France. Vendue 
lyophilisée, la protéine a été reprise dans l'eau ultra pure Milli-Q, à 25 μM, puis aliquotée et 
conservée à - 80°C. 
Les aliquots ont été décongelés à température ambiante au moins 1 heure avant chaque 
utilisation, puis dilués dans l'électrolyte de séparation. 

SDF-1 3/6 
Cette protéine mutée (Séquence Figure 46) nous a généreusement été donnée par l'équipe du Dr 
Françoise Baleux (unité de chimie organique de l'institut Pasteur, Paris). Cette protéine fournie à 
25 μM dans l'eau a été conservée à - 80°C. 
Les aliquots ont été décongelés à température ambiante au moins 1 heure avant chaque 
utilisation, puis dilués dans l'électrolyte de séparation. 
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I MATERIEL 

M C P - 1 

Cette protéine recombinante (Séquence Figure 9) a été fournie par PeproTech France. Vendue 
lyophilisée, la protéine a été reprise dans l'électrolyte de séparation, à 25 μM, puis conservée à 
4°C pendant 3 à 4 jours. Cette protéine ne doit pas être congelée une fois mise en solution, (aucne 
interaction avec des oligosaccharides n'a pu être mise en évidence sur des aliquots conservés à -
80°C). 

I-2.2 Oligosaccharides 

Pentasaccharide d'héparine 

Le pentasaccharide d'héparine (pentaH) utilisé nous a généreusement été donné par le Dr 
Maurice Petitou (Sanofi Synthelabo, Toulouse)[208]. La masse théorique du pentasaccharide 
sodé est de 1726,77 g.mol-1 (Figure 67), celle du pentasaccharide protoné est de 1506,95 g.mol-1. 
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I MATERIEL 

Héparines de bas poids moléculaires 

Les 3 lots d'héparines de bas poids moléculaire (LMWH, Tableau 11) utilisés nous ont 
généreusement été donnés par le Dr Barbara Mulloy (Laboratory for Molecular Structure, 
National Institute for Biological Standards and Control, Angleterre). 

Masse molaire moyenne 
en nombre 

Masse molaire moyenne 
en masse 

Indice de 
polydispersité 

LMWH C 2933 3801 1,30 
LMWH A 3588 4506 1,26 
LMWH B 5162 6893 1,34 

Disaccharide IS d'héparine 

Le disaccharide IS d'héparine (Figure 52, M = 577 g.mol-1) nous a été fourni par Sigma-Aldrich. 

Figure 52 : Structure du disaccharide IS 

Enoxaparines 

Les différents fragments d'enoxaparine (enox, Tableau 12 ) utilisés nous ont généreusement été 
donnés par le Dr Barbara Mulloy (Laboratory for Molecular Structure, National Institute for 
Biological Standards and Control, Angleterre). Les structures de ces fragments sont variables et 
possèdent une structure de base disaccharidique commune (Figure 68). 

Nombre d'unités 
saccharidiques 

Gamme de masse 
g.mol"1 

Enox4 4 776 - 1332 

Enox6 6 1171 -2005 

Enox 10 10 1945 - 3335 
Tableau 12 : Caractéristiques des fragments d'enoxaparine 
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I MATERIEL 

Pentasaccharide de fucane 

Le pentasaccharide de fucane (pentafuc) utilisé nous a généreusement été donné par le Dr Yuguo 
Du (Research center for Eco-Environnemental Sciences, Chinese Academy of Sciences, Pékin) 
[214]. La masse théorique du pentasaccharide sodé est de 1574 g.mol-1 (Figure 56), celle du 
pentasaccharide protonné est de 1420,12 g.mol-1. 

Figure 56 : Structure du pentasaccharide de fucane (pentafuc) 

Synthèse [214] 
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II METHODES DE CALCULS DE CONSTANTES DE DISSOCIATION 

N - 1 CALCULS DE K D PAR A C E 

Trois méthodes de linéarisation (Tableau 14) en fonction de la concentration en héparine 

contenue dans l'électrolyte [H]0, des mobilités de l'antithrombine libre et complexée , 

ont été utilisées pour déterminer la constante de dissociation (KD : x-réciproque (Scatchard), y-
réciproque et double-réciproque [202, 217]. 
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II METHODES DE CALCULS 

II-2 METHODES DE CALCUL PAR FACCE 

II-2.1 Calcul de K, 

Trois méthodes de linéarisation (Tableau 14) en fonction de la concentration en héparine 
libre [H] et de la concentration en complexe formé [AT/H] ont été utilisées pour déterminer la 
constante de dissociation (Kd) : x-réciproque (Scatchard), y-réciproque et double-réciproque [202, 
217], 

Le tracé de ces différentes droites nécessite la détermination expérimentale de la quantité de 
complexe formée [AT/H] et de la quantité d'héparine libre [H] : 

- La concentration en complexe formé a été déterminée par soustraction de la quantité 
d'antithrombine libre [AT] à la quantité initialement introduite [AT]0 : 

soit [AT/H] = [AT]0 - [AT] 

La concentration en antithrombine libre [AT] a pu être déterminée expérimentalement 
par la mesure de l'absorbance du 1er front de migration. Cette hauteur de front a été 
convertie en concentration grâce à une droite d'étalonnage réalisée avec 5 niveaux de 
concentrations en antithrombine en double (Figure 69). 
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II METHODES DE CALCULS 

- Enfin la quantité d'héparine libre [H] a pu être déterminée par soustraction de la 
quantité initialement introduite [H]0 à la quantité de complexe formée [AT/H], 
puisqu'il s'agit d'une interaction de stœchiométrie 1/1 [29]: 

soit [H] = [H]0 - [AT/H] 

II-2.2 Calcul du nombre moyen de ligands liés 

Le rapport entre la quantité d'héparine complexée, qui est la différence entre l'héparine introduite 
initialement et l'héparine libre ([H]0-[H]), et la quantité totale d'antithrombine permet d'estimer le 
nombre moyen de molécules d'héparines liées. Pour cela, il faut supposer qu'il existe entre 
l'héparine et l'antithrombine un seul mode de fixation. 

La détermination expérimentale de n se fait par le tracé de l'asymptote horizontale de 
l'isotherme de complexation 
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III PRÉPARATION DES CAPILLAIRES DE SÉPARATION 

Les capillaires utilisés sont des capillaires de silice vierge de diamètre interne 50 ou 75 μm, 
de diamètre externe 360 μm, fournis par Phymep. Chaque capillaire, en fonction de la méthode 
utilisée, a été préparé suivant des protocoles spécifiques lors de l'utilisation d'un capillaire neuf, 
puis lors de chaque analyse avant (pré-conditionnement) et après (post-conditionnement) chaque 
séparation. Les tableaux suivants résument les différentes étapes de rinçage, par l'application 
d'une pression de 1 bar dans le flacon d'entrée, ainsi que leurs durées en fonction des longueurs 
de capillaires. 

III-1 ACTIVATION D'UN CAPILLAIRE DE SILICE VIERGE 

Classiquement, les capillaires de silice sont activés, avant leur première utilisation par un 
rinçage à la soude, afin de d'ioniser les groupements silanols sur la paroi interne (cf. protocole 
Tableau 15). 

Capillaire court 
34 cm 

Capillaire long 
98 cm 

lire utilisation 
1 NaOH 1 M 10 min 30 min 
2 NaOH 0,1 M 10 min 30 min 
3 Eau 10 min 30 min 

Pré-conditionnement 
1 Electrolyte de séparation 5 min 10 min 

Post-conditionnement 
1 Eau 2 min 10 min 
2 NaOH 0,1 M 2 min 10 min 
3 Eau 2 min 10 min 

Tableau 15 : Protocole d'activation d'un capillaire de silice vierge 
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III-2 MODIFICATIONS DU CAPILLAIRE DE SÉPARATION POUR L'ANALYSE DE 

PROTEINES BASIQUES PAR C E - M S 

L'analyse de protéines basiques par CE est rendue difficile par leur forte interaction 
électrostatique avec les parois des capillaires de silice vierge, le recours à des capillaires modifiés 
devient indispensable. [218, 219] Deux méthodes de modification des parois du capillaire de 
séparation ont ici été envisagées : le greffage (covalent) et le tapissage (non covalent). Afin de ne 
pas déstabiliser les interactions de type électrostatiques entre les protéines et les oligosaccharides 
sulfatés, les agents de modifications choisis sont des molécules non chargées. Ces molécules 
masquent les charges de surfaces négatives du capillaire pour empêcher l'adsorption de cations, et 
ont pour conséquence la suppression du flux électro-osmotique. L'ajout d'une pression 
hydrodynamique tout au long de l'analyse nous a permis de pallier à l'absence du flux électro-
osmotique. 

III-2.1 Greffage d'hydroxypropylcellulose 

Bien que des capillaires greffés soient disponibles commercialement, nous avons préféré 
réaliser cette modification sur des capillaires de silice vierge. L'avantage principal réside dans la 
réalisation de capillaires aux dimensions adéquates avec l'analyse par CE seule ou CE-MS. 

Des essais ont été réalisés avec un polymère neutre l'hydroxypropylcellulose (HPC, 
Figure 70) pouvant se lier, par chauffage, de façon covalente aux fonctions silanols des parois du 
capillaire de séparation. [220, 221] 

Pour réaliser ce greffage, le capillaire de silice non activée est dans un premier temps 
rempli au moyen d'un pousse-seringue par une solution aqueuse de HPC à 5% m/v. Le capillaire 
est ensuite placé dans un four de chromatographie gazeuse pour être chauffé par un flux d'azote. 
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Le capillaire est ensuite rincé à l'eau puis conditionné avec l'électrolyte de séparation. (cf. 

protocole Tableau 16). 

Capillaire court 
34 cm 

Capillaire long 
98 cm 

Greffage 
1 5 % HPC * Remplissage au pousse-seringue 
2 Flux N2 60 à 140°C ** 5°C/min 3°C/min 
3 Flux N2140°C ** 10 min 20 min 
4 Eau 10 min 20 min 

Pré-conditionnement 
1 Electrolyte de séparation 5 min 10 min 

Post-conditionnement 
1 Eau 5 min 10 min 

Tableau 16 : Protocole de greffage d'hvdroxypropylcellulose 

* Solution obtenue par dissolution de HPC 100 kg.mol-1 (Aldrich CAS 9004-64-2, Figure 70) dans l'eau 
dans un rapport de 5 % masse / volume, sous agitation à température ambiante. La solution était préparée 

la veille afin de supprimer les bulles d'air formées. 
** les étapes de séchage à l'azote (N2) ont nécessité l'utilisation d'un four de chromatographie gazeuse à la 

pression maximale soit 30 psi. 

Alors que cela n'était pas réalisable avec un capillaire de silice vierge, le greffage HPC 
nous a permis de détecter SDF-lα (Figure 71). 

Le pic détecté présente une trainée arrière et la ligne de base est irrégulière, ce qui peut 
résulter d'un greffage non uniforme. Le protocole de greffage est fastidieux et les capillaires 
greffés sont fragiles (ils perdent leur greffage et se bouchent facilement). Les analyses sont 
répétables un petit nombre de fois et non reproductibles sur des capillaires différents. De plus, à la 
suite d'essais réalisés en CE-MS, une suppression de signal a pu être observée résultant d'une 
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pollution visible du spectromètre de masse. Pour ces raisons, cette méthode n'a pas été conservée 
pour la suite de notre étude. 

III-2.2 Tapissage de poly (éthylène oxyde) 

Le tapissage consiste à introduire dans le capillaire de séparation une solution à base de 
polymère afin de masquer les charges de surface en recouvrant les parois internes. Nous avons 
choisi de faire nos essais avec le poly(éthylène oxyde) (PEO).[222, 223] 

Le protocole de tapissage (cf. protocole Tableau 17) basé sur de simples étapes de rinçage 
du capillaire de séparation est plus simple à mettre en œuvre que la méthode de greffage utilisée 
précédemment. L'autre avantage du tapissage, par rapport au greffage, est la possibilité de réaliser 
un tapissage neuf à chaque analyse en conservant le même capillaire. Les capillaires sont 
réutilisables plus longtemps et les analyses sont plus reproductibles. 

Capillaire court 
34 cm 

Capillaire long 
98 cm 

lère utilisation 
1 Eau 5 min 10 min 
2 NaOH 0,1 M 5 min 15 min 
3 HC11M 8 min 15 min 
4 Eau 5 min 10 min 

Tapissage / Pré-conditionnement 
1 HC11 M 5 min 15 min 
2 2 g.L"1 PEO/HC10,1 M* 5 min 15 min 
3 Electrolyte de séparation 4 min 8 min 

Post-conditionnement 
1 Eau 5 min 15 min 

Tableau 17 : Protocole de tapissage au poly (éthylène oxvde) 

* Solution mère obtenue par dissolution de PEO 200 kg.mol-1 (Sigma-Aldrich CAS 25322-68-3, 
Figure 72) dans l'eau à une concentration de 2,2 g.L-1, sous agitation à 90° C. La solution mère 
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était ensuite stockée à température ambiante. Juste avant son utilisation, la solution mère était 
diluée par HC1 pour atteindre une concentration finale de 2 g.L-1 PEO et 0,1 M HC1. 

Des essais en CZE-MS réalisés sur trois protéines basiques autres que les chimiokines 
(Tableau 18) ont montré la compatibilité de ce tapissage avec la détection MS, cette méthode a 
donc été choisie pour la suite de notre étude. 

Protéine Origine 
Masse 

(g.mol1) Pi 

Aprotinine Bovine, Sigma 6511 9,1 
Cytochrome C Bovine, Sigma 12232 9,6 

Chymotrypsinogène A Bovine, Sigma 25656 9,1 
Tableau 18 : Caractéristiques des protéines basiques étudiées 

L'analyse de ces protéines nous a permis de mettre au point la méthode de couplage CZE-
MS en optimisant : la pression hydrodynamique appliqué et le diamètre du capillaire. Ainsi, nous 
avons pu déterminer que : 

- la pression minimale nécessaire pour stabiliser le courant d'ion au niveau du 
spectromètre de masse est de 10 mbar pour un capillaire ayant un diamètre interne 
égal à 50 μm ; 

- l'augmentation de cette pression hydrodynamique à 50 mbar permet de réduire la 
durée des analyses, mais les spectres de masse obtenus sont moins intenses. La cause 
la plus probable de cette suppression de signal est une pollution du spectromètre par le 
PEO; 

- l'utilisation de capillaire plus larges, diamètre interne égal à 75 μm, provoque 
également une suppression de signal. La vitesse des protéines est également 
augmentée pour une même pression par rapport à un capillaire de 50 μm. Ce dernier 
point peut s'expliquer par un effet plus important de l'effet de siphon (dû au gaz de 
nébulisation, dont la pression était fixée à 10 psi) pour des capillaire plus larges. 

Les résultats expérimentaux correspondant à cette mise au point sont présentés dans une 
note publiée dans le journal AnalyticalBiochemistry (cf. annexe page 143). 

L'étude des chimiokines a été réalisée avec des capillaires de diamètre interne égal à de 50 
μm.. Nous avons dû réaliser un compromis entre le souhait de réduire les durées d'analyse tout en 
conservant une intensité de signal importante. Pour cela, nous avons utilisé une pression 
hydrodynamique de 50 mbar et une pression du gaz de nébulisation réduite à 5 psi. 
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RESUME 

L'intérêt croissant pour les glucides bioactifs et leurs complexes avec des protéines 
requiert une méthodologie adaptée à leur caractérisation. L'électrophorèse capillaire (CE) 
présente de nombreux avantages pour l'étude d'interactions non covalentes de molécules libres en 
solution, permettant notamment la détermination de constantes de dissociations. La 
spectrométrie de masse par ionisation electrospray (ESIMS) est reconnue comme étant une 
méthode de choix pour l'analyse d'interactions non covalentes mais également de protéines et 
d'oligosaccharides sulfatés. Nous avons donc mis en œuvre des stratégies de couplage CE-ESIMS 
appliquées à l'étude de complexes non covalents protéine /oligosaccharide. 

La validité de ce couplage a d'abord été évaluée par l'analyse du complexe modèle 
antithrombine / héparine. En fonction des objectifs recherchés, il a été possible soit de maintenir 
ce complexe non covalent soit de le dissocier en source grâce à des conditions dénaturantes ou 
non. Le maintien du complexe permet une détermination de sa stœchiométrie, tandis que sa 
dissociation ouvre la voie de l'identification des ligands. La seconde stratégie a concerné la 
caractérisation de complexe chimiokines / oligosaccharides. L'étude des complexes non 
covalents nous a permis d'évaluer les effets de la liaison d'oligosaccharides sur la formation 
d'oligomères protéiques. 

ABSTRACT 
The increasing interest in protein / carbohydrate interaction is accompanied by a demand 

for viable and high throughput méthodologies for their characterization. Capillary electrophoresis 
(CE) offers powerful attributes for the study of non covalent complexes, particularly as regard the 
détermination of binding parameters. Electrospray mass spectrometry (ESIMS) is widely 
recognized as a powerful analytical method for the characterisation of sulfated oligosaccharides 
and non covalent interactions. Therefore, we present data on the implementation of analytical 
stratégies based on CE-ESIMS for the characterisation of protein / carbohydrate complexes. 

The CE-ESIMS methodology was first applied to the analysis of the prototypic complex 
between antithrombin and heparin. Ionisation conditions were optimised either to preserve the 
non covalent complex in the MS source, or allow its dissociation using denaturing conditions. In 
one hand, the stoichiometry of the complex could be obtained through the MS analysis of the 
native complex in non-denaturing conditions. In the other hand, the structural characterisation of 
the sulfated ligand could be performed through dissociation of the complex. This CE-ESIMS 
approach was also used to investigate on the non covalent complexes formation between the 
chemokines and oligosaccharides. The isolation of the non covalent complex allowed studying 
the binding effect on the oligomerisation status of these proteins. 
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