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Hubert Girault et Niels Lion

Nouveau défi
pour |"'électrophorese

PROTEOMIQUE

Le séquencage du génome humain a ouvert une nou-
velle ére de la biologie, ou la compréhension préci-
se des processus du vivant passe par l'analyse
systémique de tous les génes exprimés, ainsi que
des produits de cette expression: les protéines.
L’enjeu de toutes les disciplines post-génomiques
consiste donc a détecter, identifier et quantifier
toutes les protéines présentes dans un échantillon,
a un temps donné et dans des conditions données.
Pour autant, 'analyse de dizaines ou centaines de
milliers de protéines aux propriétés physico-
chimiques trés différentes en termes de solubilité,
de taille et de charge pose un véritable défi aux
sciences analytiques. Non seulement les protéines
présentent une variabilité trés importante en
termes de propriétés physico-chimiques, mais éga-
lement en termes d’abondance. Si la dynamique a
analyser est encore I'’enjeu de nombreuses discus-
sions, le consensus actuel veut que le taux de
présence d'une protéine dans un échantillon puisse
varier d’au moins 10° et pourrait aller jusqu’'a 10'2
[1]!. Cet article et le suivant montrent la contribu-
tion de la chimie-physique aux nouvelles techniques

bio-analytiques.

Une technique incontournable :
I’électrophoreése

Les techniques analytiques actuelles, principalement basées
sur I"électrophorése bi-dimensionnelle sur gel, permettent de
détecter seulement quelques milliers de protéines, avec une
gamme dynamique de 10* a 10> au mieux [2]. Le défi analy-
tique posé par I'ére post-génomique est donc énorme et
appelle de nouveaux développements. Depuis plusieurs
années, notre laboratoire explore de nouvelles pistes pour le
fractionnement de mélanges complexes de protéines. L'idée
de base consiste a fractionner le mélange initial d'apres une
propriété physico-chimique: le point isoélectrique, pl. La char-

! Les chiffres entre crochets renvoient a la bibliographie en fin d'article
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ge d'une protéine dépend en effet du pH de la solution dans
laquelle elle se trouve: si I'on en place une dans un gradient
de pH, elle migrera sous champ électrique jusqu’au pH ou sa
charge est nulle, soit le pl. Ce principe de séparation est uti-
lisé comme premiére dimension du gel d'électrophorese bi-
dimensionnelle: la solution de protéines est appliquée sur un
gel contenant un gradient de pH immobilisé et les protéines
migrent sous champ dans le gel. L'invention des gels conte-
nant des gradients de pH a révolutionné I'analyse biochi-
mique jusqu'a devenir la technique de référence pour I'ana-
lyse d'échantillons protéiques complexes.

Dépasser les limites de la méthode,
I'approche Off-Gel™

Cependant, cette technique séparative, couplée a la secon-
de dimension du gel d'électrophorése qui sépare les protéines
suivant leur taille présente de nombreux inconvénients. Tout
d'abord, elle requiert au moins deux jours de travail de labo-
ratoire et ne permet pas de récupérer les protéines en solu-
tion; celles-ci restent emprisonnées dans le gel apres sépa-
ration et leur excision pour une analyse complémentaire par
spectrométrie de masse est une procédure complexe. Ensuite,
les protéines les plus abondantes - telles I'albumine ou les
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immunoglobulines dans le plasma humain -, masquent les
molécules plus rares qui jouent souvent un réle physiologique
prépondérant, comme les récepteurs membranaires ou les
facteurs de transcription [3].

L'approche Off-Gel™ consiste a séparer |'échantillon pro-
téique en fractions de pl. La figure 1a présente le principe de
la technique, basée sur un gel & gradient de pH immobilisé,
premiére dimension du gel d'electrophorése bi-dimension-
nelle. Mais au lieu de faire migrer les protéines a I'intérieur
du gel, on tire parti du fait que le gradient de pH a I'intérieur
du gel tamponne la solution qui se trouve juste en contact
avec lui [4]. Il est ainsi possible de faire migrer les protéines
dans le liquide, ce qui permet a la fois d'accélérer la sépara-
tion, et de maintenir les protéines en solution. La figure 1b
montre une simulation par éléments finis des lignes de cou-
rant que suivent les protéines lors de leur migration, ces lignes
de courant n'entrant dans le gel, plus résistif, que pour pas-
ser d'un puits a un autre [5]. Cette technique a été utilisée
pour séparer deux isoformes de la B-lactoglobuline qui ne dif-
férent que de 0,1 unité de p/, ce qui donne une idée de la
résolution offerte par la technique. Mais le principal intérét
du fractionnement par Off-Ge/™ réside dans la possibilité de
fractionner des échantillons complexes: la figure 2 montre
le gain de sensibilité qui peut étre obtenu grace au pré-frac-
tionnement par Off-Ge/™ sur un extrait protéique de la bac-
térie E. Coli [6]. Les avantages clefs du Off-Gel™ résident
dans la rapidité de séparation, la diminution de la complexi-
té des échantillons protéiques, ainsi que dans la possibilité de
recupérer les protéines directement en phase liquide, ce qui
permet de poursuivre la séparation par chromatographie
liquide et d'assurer I'identification par spectrométrie de masse
en évitant I'étape complexe d'excision des protéines du gel.

Création d’une spin-off

Le développement du Off-Ge/™ a démarré par une these
meneée au sein du Laboratoire d'électrochimie physique et
analytique de I'EPFL, qui visait principalement a établir la fai-
sabilité de la technique ainsi qu‘a en explorer les aspects
physico-chimigues fondamentaux. Cette étape a impliqué un
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Fig.1: La séparation Off-Gel™ consiste & appliquer, sur le gel 4 gradient de pH
immobilisé, une barrette de micropuits, dans lesquels on répartit le mélange protéique
a fractionner. Les protéines migrent alors sous champ électrique dans le liquide,

et n'entrent dans le gel que pour passer d'un puits & un autre, jusqu‘a atteindre le
puits correspondant a leur pl.

Fig. 2: Le fractionnement par 0ff-Gel™ d'un extrait protéique de la bactérie E. Coli
montre I'intérét de I'approche : la figure de gauche montre I'analyse par électrophorése
bi-dimensionnelle de I'extrait protéique total ; la figure de droite montre la méme
analyse réalisée sur une des fractions apres Off-Gel™. Aprés fractionnement,

les protéines marquées d’un cercle apparaissent bien plus visibles.

(Tous les documents illustrant cet article ont été fournis par les auteurs)

gros travail de caractérisation des gels a gradient de pH
immobilisé, ainsi qu’une étude approfondie par éléments finis
du mécanisme de séparation. La technique a ensuite été
reprise par DiagnoSwiss SA, une spin-off du Laboratoire
d'électrochimie physique et analytique, qui a mené toute la
validation expérimentale sur des échantillons biologiques.
Finalement, un accord de développement et de commercia-
lisation a été conclu avec Agilent pour faire du Off-Gel™ e
cceur d'une nouvelle plate-forme d'analyse protéomique.

Hubert Girault, professeur

et Niels Lion

Laboratoire d'Electrochimie Physique et Analytique
EPFL, CH - 1015 Lausanne
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