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RESUME

L’astringence est une sensation de sécheresse ressentie en bouche lors de la dégustation des vins
rouges, qui résulte de la complexation entre les polyphénols du vin et les protéines de la salive, provoquant une
diminution de lubrification en bouche. Parmi les protéines salivaires, les protéines riches en prolines (PRP) sont
connues pour leur capacité a se lier aux polyphénols et a précipiter avec eux. Une meilleure connaissance de ce
phénomene au niveau moléculaire est nécessaire pour le comprendre et le maitriser. Il a ét¢ montré qu'un
peptide de quatorze acides aminés, IB714 dont la séquence est conservée au sein des protéines riches en
proline, était un mime représentatif des PRP. Un travail préliminaire par spectrométrie de masse résolue en
énergie a permis de caractériser les interactions entre des polyphénols et le peptide IB7+s. Une échelle d'affinité
en phase gazeuse a ainsi été déterminée.

Cependant, cette méthodologie d’'analyse d’un systéme modele ne permet pas de s'accommoder de la
complexité du vin. C’est pourquoi nous avons congu une nouvelle stratégie reposant sur l'utilisation de sondes
moléculaires immobilisée sur des billes magnétiques. Dans un premier temps nous avons élaboré une sonde
peptidique, en greffant le peptide IB7 sur des billes magnétiques portant des fonctions carboxylates. Cette
sonde peptidique a ensuite été étudiée avec des polyphénols modéles. Aprés sédimentation des billes
magnétiques, les polyphénols non captés par la sonde ont été dosés par spectrométrie de masse en utilisant un
étalon interne. Une échelle d'affinité en phase liquide a été établie de cette maniére. Les positions relatives des
polyphénols modeles sur cette échelle sont similaires a celles qui ont été établies en phase gazeuse. Dans un
second temps, nous avons construit sur le méme principe une sonde polyphénolique. Pour cela, un polyphénol
modifié chimiquement a été immobilisé sur des billes magnétiques portant des fonctions amines. Cette sonde
polyphénolique a été utilisée pour étudier l'interaction avec le peptide 1B714.

Par ailleurs, pour préparer une étude des interactions entre polyphénols et protéines salivaires avec des
mélanges plus complexes que les systémes modeéles, une étude de fractionnement des protéines salivaires a été
entreprise, permettant notamment de d'éliminer 'amylase, protéine majoritaire de la salive humaine. De méme,
un fractionnement d’un vin rouge a été entrepris pour disposer de fractions de tannins caractérisées par
spectrométrie de masse.

La sonde peptidique est I'outil moléculaire qui offre le plus de perspectives de développement ultérieur.

Mots clés : spectrométrie de masse, astringence, protéine de la salive, polyphénols, sondes moléculaires.



ABSTRACT

Astringency is a pucker or dry mouth sensation, typically experimented with red wine tasting, that finds
its origin in the complexation of polyphenols with salivary proteins, producing a reduced lubrication of the oral
cavity. Among salivary proteins, proline rich proteins (PRPs) are well known for their capacity to bind and
precipitate dietary polyphenols. A better knowledge of this phenomenon at the molecular level is required in order
to master it. A 14 amino acid stretch from the PRP IB7 has been synthesized and shown to be a representative
mimic of PRPs. Previous work by Energy Resolved Mass Spectrometry (ERMS) allowed characterizing the keys
parameters of the interactions between these polyphenols and the 1B714 probe. An affinity scale in the gas phase
was determined in this way.

However, the ERMS approach was hardly compatible with the complexity of wine polyphenols, and a
validation of the affinity scale in condensed phase was required. Thus, we designed a new strategy relying on the
use of molecular probes immobilized on magnetic beads. A peptidic probe was obtained by grafting the synthetic
IB714 peptide on magnetic beads bearing carboxylate functions, and used to study its interaction with model
polyphenols. After magnetic precipitation of the beads, unbound polyphenols left in the supernatant were
quantified by mass spectrometry using an internal standard. An affinity scale in liquid phase was established in
this way. Relative positions of model polyphenols on this latter scale were similar to those determined by ERMS.
A polyphenolic probe was obtained by grafting a model polyphenol on beads bearing amine functions. This probe
has been used to study the interaction with I1B714.

To prepare further work on more complex mixtures, attempts were made to fractionate human saliva;
this allowed eliminating amylase, the major salivary protein. Wine tannins were also fractionated, in order to
isolate condensed polyphenols that are characterized by mass spectrometry.

The peptidic probe is the molecular tool that offers the best perspectives for future work.

Key words : mass spectrometry, astringency, salivary proteins, polyphenols, molecular probes.
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Liste des abréviations
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Boc
Cat
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Energie de dissociation 50%
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Chapitre | : A la découverte de ’astringence

Le vin, boisson alcoolisée obtenue par fermentation du raisin, est un mélange complexe de composés
volatils ou non, en solution ou en suspension. Parmi ces composés, I'éthanol est présent a environ 12%, I'acide
tartrique a 5 g.L, les polyphénols entre 1 et 4 g.L", les glucides entre 2 et 3 g.L", les protéines entre 1 et 3 g.L",
et les sels minéraux entre 50 et 200 mg.L' [ 2. Le pH est d’environ 3,5 (selon les cépages, les conditions
climatiques et la vinification). Par I'ensemble des associations possibles et des transformations subies au cours
de sa maturation, le vin est un produit « vivant » qui ne peut donc pas étre étudié comme n'importe quelle

solution.

l. L’astringence goiit ou sensation ?

Lors de la dégustation des vins rouges, plusieurs caractéristiques visuelles entrent en jeu comme la
notion de robe, de texture et de souplesse, accompagnées de sensations tactiles et gustatives. Ces sensations

gustatives sont des facteurs importants car ils vont définir un caractére propre au vin [-€1,

I.1. Définition de I'astringence

La notion d'astringence du latin « ad stringere » [/l (qui signifie serrer), est une sensation tactile qui se
traduit par une sensation de rétrécissement, d’étirement et de plissement de I'épithélium buccal. L’astringence est
considérée comme un phénomene perceptif multiple 1 il s’agit de la combinaison de trois sensations, a savoir le
plissement I/l (sensation de serrage en bouche, impression d’étirement dans les joues et dans les muscles du
visage), de dureté (textures non lisses dans la cavité orale) et de sécheresse (manque de lubrification ou
d’humidité résultant des frictions entre les surfaces orales [-12). L’augmentation de ces frictions active des

récepteurs de la bouche, conduisant ainsi a la perception de I'astringence.

Cependant, il est bien connu que l'astringence peut étre confondue a tort avec I'amertume : cette
confusion a propos de cette qualité organoleptique perceptive a déja été décrite par Aristote (384-322 av JC).
L'astringence est considérée comme un golt avec des qualités de dureté et de pugnacité I 131, Elle est associée
a de nombreux produits alimentaires tels que la biére, le thé, le café, les fruits rouges et le vin [1. Dans le cas des

vins rouges, I'astringence peut étre considérée comme une qualité ou un défaut du vin (8141,

1.2. Les partenaires responsables de 'astringence

La sensation d’astringence des vins rouges est liée aux interactions entre les composés phénoliques 3]
présents dans le vin et les protéines salivaires [ 1. 12 15171 | es composés phénoliques sont & l'origine de la

couleur des vins rouges et conférent au vin un caractére tannique et une astringence plus ou moins importante
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(dans le cas des vins blancs, les composés phénoliques sont peu présents et la sensation d’astringence n'est
pas prononceée) 121,

Lors de la dégustation d’'un vin rouge, les polyphénols présents dans ce dernier s’agrégent avec des
protéines salivaires, induisant la sensation d’astringence ['®-201 (Figure 1.1). Notamment, les protéines riches en
prolines basiques, dont la seule fonction connue est d'interagir avec les polyphénols, jouent un réle crucial dans
cette sensation 2022, | 'astringence est la propriété la plus marquante des polyphénols 231, et elle est liée a la
taille des molécules et au nombre de noyaux phénoliques présents. Par ailleurs, d'un individu & un autre
l'astringence peut étre percue differemment, car les taux de sécrétions salivaires dépendent du régime
alimentaire riche en polyphénols ou non Ul L’astringence des polyphénols augmente avec le degré de

polymérisation, puis diminue lorsque celui-ci excéde 8 sous-unités monomériques.

Par ailleurs, les acides organiques présents dans le vin peuvent aussi contribuer a I'astringence en augmentant
I'efficacité des interactions des polyphénols avec les protéines salivaires, alors que le taux d’alcool du vin va au
contraire réduire cette perception. D'apres Bate-Smith 24, les composés qui ont la capacité de se lier avec des

protéines salivaires sont considérés comme astringents.

Du fait que l'astringence puisse étre considérée comme une qualité ou un défaut du vin rouge, il est important
pour les cenologues de comprendre et de maitriser ce phénomene. A I'échelle moléculaire ce phénomene n’est
pas encore bien compris. Une connaissance approfondie des mécanismes moléculaires a l'origine de ce
phénoméne physiologique devrait contribuer a [Iélaboration d'une méthode objective d'évaluation de

I'astringence, complémentaire de la dégustation.

PROTEINES SALIVAIRES COMPOSES PHENOLIQUES

Flavonols Flavones Flavanones

PRP basiques non glycosylées

. Flavanols Isoflavones Non Flavanoides
Mucines

ASTRINGENCE

Figure 1.1 : Schéma récapitulatif des différents partenaires induisant la sensation d’astringence
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Il. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols sont présents dans tous les végétaux, et sont définis comme
des métabolites secondaires. On les retrouve dans de nombreuses boissons élaborées a partir d'extraits
végétaux (le cidre, la biére, le vin), dans certains fruits et Iégumes (fraise, pomme de terre, kaki), les graines
oléagineuses (noix, noisettes), et dans d’autres denrées alimentaires ['1 125 261, Ces composés produits par les
végétaux n'interviennent donc pas dans la survie de I'espéce (métabolites primaires), mais jouent différents roles
avec notamment des propriétés antibactériennes, antifongiques, antioxydantes, mais également répulsives de
part leur goQit désagréable. lls interviennent aussi sur la santé humaine : propriétés antioxydantes 271 contre le
vieillissement cellulaire (cosmétiques), actions anticancéreuses 1% 26, 281, contre les maladies cardiovasculaires 12

et coronariennes [30-32],

Ces polyphénols regroupent plusieurs milliers de molécules 33 34 réparties dans deux grandes sous
familles. La caractéristique de ces molécules est la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant un
ou plusieurs groupements hydroxyles. Les deux sous-familles des composés phénoliques sont les non-

flavanoides et les flavanoides, qui regroupent a leur tour des sous-familles (Tableau 1.1).
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Classe Squelett’e Exemple Origines
carboné (exemples)
Phénols simples C6 Catéchol Nombreuses
especes
Acides Acide . :
hydroxybenzoiques C6-C1 HO\H/C[ gallique Epices, fraises
Acides .
" Pomme de terre,
hydroxycinnamiques C6-C3 x OH Amde.p
C . coumarique pomme
oumarines
HO
Lignanes (C6-C3)2 Pinorésinol Pin
Lignines (C6-C3)n Fruits & noyaux
Naphtoquinones C6-C4 Juglone Noix
OH
. L |
Stilbenes C6-C2-C6 Resvératrol Vigne
HO O .
Flavonoides \©/\l Catéchine Fruits, légumes
C6-C3-C6
Isoflavonoides
O Génistéine Fleurs
© OH
Tanins condensés (Cgé():& Raisin, kaki

Tableau I.1 : Structure des différentes classes de composés phénoliques [']
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I1.1. Les non flavanoides
Les non-flavanoides sont des acides phénols. Ces composés appartiennent a deux groupes, les acides

hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques. Ces deux familles sont présentes dans le vin rouge a des

concentrations variant de 100 a 200 mg.L- 1.2,

11.1.1. Les acides hydroxybenzoiques
Ils sont dérivés de I'acide benzoique et ont une formule de type C1-C6, un ou plusieurs groupements

hydroxyles pouvant se substituer a un ou plusieurs atomes d’hydrogénes. lIs existent principalement sous forme

d’esters ou de glucosides (Figure 1.2).

OH

Figure 1.2 : Exemple d’acide hydroxybenzoique, I'acide vanillique

11.1.2. Les acides hydroxycinnamiques

Ils sont dérivés de I'acide cinnamique et ont une formule de type C6-C3. Le plus connu des dérivés, est

I'acide caféique présent quasiment chez tous les végétaux (Figure I.3).

OH

HO

Figure 1.3: Acide caféique
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Les coumarines et les stilbénes B33 (Figure 1.4) sont des dérivés des acides hydroxycinnamiques par cyclisation
interne de la chaine latérale. Les stilbénes 1% 37 sont présents dans la vigne en faible quantité et interviennent

dans des mécanismes de défense naturelle de la vigne contre les champignons.

HO
O O
HO (6] O

HO

OH

Figure 1.4: A gauche : exemple d'une coumarine, la scopolétine ; a droite un stilbéne, le resvératrol

I1.2. Les flavanoides

Les flavanoides sont des dérivés du noyau flavane, structure formée de trois noyaux : phloroglucinol

(cycle A), catéchol (cycle B) et d'un hétérocycle (cycle C), pour un squelette en C6-C3-C6, (Figure 1.5) 12 381,

3v

Figure 1.5: Noyau flavane avec la nomenclature propre aux composés phénoliques

Ces flavanoides constituent la famille la plus grande et la plus diversifiée des composés phénoliques,
plusieurs milliers de molécules ont été identifiées a ce jour 12234, Elles sont réparties en plus de dix classes selon

leurs fonctions; les plus importantes sont présentées dans la Figure I.6.
Le classement porte essentiellement sur les insaturations du cycle C et sur le taux d’oxydation de la molécule.

Les variations au sein d’une méme classe portent sur le nombre et la position des groupes hydroxyles présents

sur les cycles benzéniques, ainsi que la possible glycosylation 3% de certaines fonctions alcool ou phénol.
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OH OH
HO HO o)
OH
OH e OH o)
Chalcone: butéine Flavanone: naringénine
OH
HO. o
— OH
o)

OH OH o)

Aurone: aureusidine Flavone: apigénine
HO o)

OH o} OH o

Isoflavone: génistéine OH Flavonol: quercétine OH

o) HO ‘
OH OH
OH OH
Flavane-3,4-diols Flavane-3-ol: catéchine
OH
OH
HO o*\

OH

OH
Anthocyanidine: cyanidine

Figure 1.6 : Structures des différentes familles de flavanoides .
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Les mécanismes de biosynthése des principaux composés phénoliques sont maintenant bien connus (figure 1.7).
Les deux acides aminés aromatiques phénylalanine et tyrosine sont présents dans les protéines mais sont
également a l'origine de la formation de la plupart des composés phénoliques. La premiére étape de la
biosynthése permet la formation de la chalcone, synthétisée par condensation d’une molécule de 4-coumaroyl-
CoA (CoA : coenzyme A) et de trois molécules de malonyl-CoA. La plupart des composés phénoliques sont des
dérivés de la chalcone 1401,

OH
HOOC.

+ HOOCK

— COSCoA
NH, »

Phénylalanine
HOOC.

NH,

Tyrosine

Flavanones OH o Flavonols
Naringénine

OH
OH
OH OH OH
HO. 0. O -«—— HO. 0. O HO. 0‘\ O
O | IO | — |O
OH OH OH
OH OH

OH OH .
Flavane-3-ol Flavane-3,4-diols Anthocyani
dine

Flavones
[e]

Figure 1.7 : Biosynthése des principaux composés phénoliques [3

I1.2.1. Les flavanones

Le flavanone le plus connu est la Naringénine, qui est la molécule centrale dans la biosynthése des flavanoides.

La naringénine permet la synthése des flavanols, des flavones, des flavane-3-4-diols et de leurs dérivés.
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11.2.2. Les anthocyanidines

Les anthocyanidines sont des pigments rouges localisés dans la pellicule de raisin, mais également présents
dans les feuilles de la vigne en fin de cycle végétatif. Ces molécules sont responsables de I'évolution de la

couleur du vin au cours de la maturation. Leur teneur diminue au cours du vieillissement 14 41-431,

11.2.3. Les flavonols

Les flavonols sont rencontrés dans les pellicules des raisins blanc et noir, et ils sont extraits lors de la

macération. lls sont pratiquement absents dans les vins blancs [21.

11.2.4. Les flavane-3-ols ou flavanols

Les flavane-3-ols sont aussi responsables au cours du vieillissement de I'évolution de la couleur du vin
et de certaines perceptions gustatives (diminution de 'amertume et de I'astringence). Cette famille de molécules

constitue les éléments de base des tanins 3431,

A] les tanins

Les tanins sont utilisés depuis I'Antiquité pour le traitement des peaux d’animaux. lls ont une importance
économique et écologique, et sont responsables de 'amertume et de I'astringence de nombreux fruits et [égumes
(pomme, kaki, raisin) et de leurs produits dérivés. Les tanins sont des composés phénoliques condensés qui ont
la capacité a se lier aux protéines salivaires en solution et de les précipiter, ainsi qu'a d'autres polyméres
végétaux tels que les polysaccharides [ 44. Dans le cas du tannage du cuir les tanins réagissent avec le

collagéne.

Daprés la définition établie par Bate-Smith 24, les tanins sont des composés phénoliques
hydrosolubles, dont la masse moléculaire doit &tre comprise entre 500 et 3000 Da, capables de précipiter les
alcaloides, la gélatine et autres protéines. Cependant, différents travaux ont mis en évidence que des composés
phénoliques ayant une masse inférieure a 500 Da ou supérieure & 3000 Da, peuvent étre considérés comme des
tanins, puisqu'ils peuvent précipiter par complexation avec des protéines et sont aussi pergus comme astringents

(notamment I'épicatéchine dont la masse moléculaire est de 290 Da) ["l.
Les tanins sont amphiphiles : ils possédent une partie hydrophile due aux groupements hydroxyles, et une partie

hydrophobe due aux noyaux aromatiques (Figure 1.8). De plus, tous les tanins sont connus pour étre amers et

astringents.
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'OH

Figure 1.8 : le flavan-3-ol, en vert une partie hydrophobe, en rouge la partie hydrophile.
Selon la nature

des molécules élémentaires, trois types de tanins sont distingués :

- les tanins hydrolysables
- les tanins condensés ou catéchiques

- les tanins complexes ou mixtes.

A.1] Les tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des composés constitués d'un noyau glucose estérifié par I'acide gallique
ou ellagique (Figure 1.9). Ces tanins comprennent les gallotanins et les ellagitanins, qui apres hydrolyse libérent

respectivement de I'acide gallique et de I'acide ellagique [ 4 45471,

Ces tanins sont présents en faible concentration dans le vin et sont issus du bois lors de I'élevage en fiit de
chéne. Dans le bois de chéne deux isomeres des ellagitanins sont présents majoritairement :
- lavescalagine

- lacastalagine

Ces tanins sont hydrosolubles mais ce ne sont pas des tanins naturels du vin. D’'autres composés, tels la
grandinine et la roburine, qui aprés hydrolyse partielle donnent la vescalagine et la castalagine, sont aussi
présents en faible quantité. Ces tanins jouent un réle significatif dans la qualité du vin. lls sont plus astringents

que les tanins condensés, mais ils sont présents en plus faible concentration.
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lh Acide gallique HO, OH HO OH
OH

OH
o OH OH
o,

OH

o
HO
OH
o I
HO Noyau glucose
OH
OH
OH
HO OH

OH OH

R1=H;R2=0H; Vescalagine

R1=0H;Rz=H; Castalagine

Figure 1.9: A gauche le 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-B-D-glucose entouré d’un noyau glucose et d’acide
gallique ; a droite structure de deux ellagitanins.

A.2] Les tannins mixtes

Les tanins complexes sont présents dans les plantes. lls sont formés d'une partie de tanins
hydrolysables et d’'une autre de tanins condensés (Figure 1.10). Ces tanins ont pour structure un complexe
covalent entre un ellagitanin et un flavanol. Par exemple certaines études ont mis en évidence un tanin formé
d'une catéchine et de la vescalagine, I'Acutissimine [8, présent naturellement chez une espéce de chéne

(quercus acutissima), et lors du vieillissement du vin en fit de chéne.

HO OH HO OH HO
HO
% OH
o
o ° 0

HO

HO

OH

Figure 1.10: Acutissimine présent dans les chénes, en rouge la catéchine (tanin condensé) et la vescalagine en bleue
(tanin hydrolysable).
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A.3] Les tanins condensés

Les tanins condensés, catéchiques ou proanthocyanidines sont des polyméres plus ou moins
complexes du flavan-3-ol (Figure 1.11). La condensation donne des diméres, des oligoméres et des polymeres,
présents dans la peau, les pépins de raisin et le vin. lls sont extraits des grappes de raisins, leur concentration
est de 1 a 4 g/L dans les vins rouges de Bordeaux. Les flavanols sont connus aussi pour étre potentiellement

antioxydants, captant les radicaux libres in vitro et in vivo 114 49-52,

O

OH
Figure 1.11: Flavan-3-ol.

Les monomeéres

Les deux principales unités monomériques rencontrées sont la (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine, qui
ont un squelette carboné C6-C3-C6 commun a tous les flavanoides. Les caractéristiques principales sont (Figure
112)

- deux cycles phénoliques reliés par un hétérocycle oxygéné saturé (noyau phényl-2-chromane),
- deux centres asymétriques C2 et C3 qui conduisent a 4 isomeéres,

- le C2 est exclusivement de stéréochimie R dans le raisin et le vin,

- le cycle A est nommé phloroglucinol,

- le cycle B est un cycle catéchol,

- le cycle C est un cycle pyrane.

OH

Série Catéchine Série Epicatéchine

(+) catéchine (2R, 3S) (-) épicatéchine (2R, 3R)
Figure 112 : Structures des flavan-3-ols, précurseurs des tanins
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La (+)-catéchine et la (-)-épicatéchine different seulement par la stéréochimie du groupement hydroxyle en
position C3 du cycle pyrane (C). Les unités monomériques vont se condenser et donner des proanthocyanidines
diméres, oligoméres et polymeres. Lorsque le cycle B est dihydroxylé les tanins condensés sont nommés

procyanidines [531,

Les dimeéres

Les dimeéres résultent de la condensation de deux unités flavan-3-ol. A ce jour, deux types de diméres

sont connus, répartis en types A et B.
Dimeéres de type A (CaoH24012)
Les dimeres de type A sont présents en faible quantité dans le vin ; la liaison interflavane se fait soit en

C4/C6, soit en C4/C8, plus une liaison éther entre C5 ou C7 de l'unité terminale et C2 de I'unité supérieure

(Figure 1.13) Le dimére le plus connu présent dans le vin est Ay [254.55],

HO,

Figure 1.13: Proanthocyanidine A, liaison interflavane en C4-C8 et liaison éther en C5-C2

Dimeéres de type B (CaoH26012)

Deux types d’unités monomériques (Cat/Epi) associées par deux types de liaisons (C4-C8; C4-C6)
interflavanes différentes, impliquent I'existence de 8 diméres différents (16 diméres potentiels en tenant compte
de la stéréochimie de la liaison interflavane) (Figure 1.14). Ces molécules sont flexibles ; elles possédent trois
centres chiraux :

- C2ducycleC
- C3ducycleC
- C4ducycleC.
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I _oH
unité supérieure
8 -
HO 02>

liaison interflavane

HO
OH
[AVAVAVAV ) NaVaVaVa¥al
BI:R;=R,=OH: R,=Ry=H: épicatéchine-(4p-8)-catéchi — BS:Ry=R;=OH: Ry=R,=H: épicatéchine-(4p-6)-épicatéchine  —mmmy
B2:Ry=R;=OH: R,=R,=H: épicatéchine-(4B-8)-épicatéchi I B6:Ri=R;=H: R,=R,=OH: catéchine-(4a-6)-catéchine S
B3:Ry=R3=H : R;=R;=0H: catéchine-(4c.-8)-catéchine o B7:Ry=R4=O0OH: R,=R3=H: épicatéchine-(4B-6)-catéchi o
B4:Ry=Ry;=H : R,=R;=0H: catéchine-(40.-8)-épicatéchine B8:Ry=R,=H: R,=R;=0H: catéchine-(40-6)-épicatéchine

Figure 1.14: Les huit diméres issus de I'épicatéchine et de la catéchine.

Les deux unités de flavan-3-ol sont reliées par une liaison interflavane. Elle peut se faire entre le C4 de
I'hétérocycle C et le C8 du cycle phloroglucinol de l'unité inférieure, (dimeres B1 a B4) ou entre C4 et C6
(dimeres B5 & B8). La liaison interflavane peut adopter deux stéréochimies différentes :

- de type B quand I'épicatéchine est unité supérieure et I'unité inférieure est au dessus du
plan du cycle C de l'unité supérieure.
- de type a quand la catéchine est entité supérieure et I'unité inférieure est en dessous du

plan du cycle C de I'unité supérieure.

Au total huit diméres sont issus de la (+)-catéchine et de la (-)-épicatéchine. Le dimére B1 est celui que

I'on retrouve le plus fréquemment en plus grande quantité dans le vin.

L'étude structurale par RMN® des dimeres a montré que B1, B2, B3 et B4 existent sous deux
conformations [49. 56-59]
- une forme dite étendue lorsque les deux cycles aryles C et F sont opposés.

- une forme dite compacte lorsque les deux cycles C et F sont face a face.

Ce phénoméne est lié a une restriction de la rotation au niveau de la liaison interflavane. Les résultats

ont mis en évidence que le dimére B2 est présent sous les deux formes en quantité équivalente, tandis que B1,
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B3 et B4 sont préférentiellement observés sous la forme compacte dans I'eau ou en solution hydro-alcoolique.

Cependant dans d’autres solvants comme I'acétone la proportion varie (Figure 1.15).

B2 Comp

Figure 1.15: a gauche B2 en forme étendue les cycles C et F sont opposés, a droite B2 en forme compacte
les cycles C et F sont face a facels!.

Le rapport de ces deux formes semble varier en fonction de la nature du dimére. Différentes études de
RMN et de modélisation moléculaire ont montré que le cycle B opte préférentiellement pour la position pseudo
équatoriale 156991, Cette conformation permet de rigidifier la structure du dimére et d'obtenir la structure la plus

stable.

Oligoméres, polyméres

Les oligoméres sont constitués de trois a dix unités (masse moléculaire comprise entre 900 et 3000
g/mol), tandis que les polyméres présentent plus de dix unités de flavanol (masses moléculaires supérieures a
3000 g/moal).
Les liaisons interflavanes sont de la méme nature que pour les diméres; ainsi on peut trouver 32 triméres

différents, 128 tétraméres distincts et ainsi de suite.

I1.3. Les polyphénols choisis pour I'étude

Les flavanols sont des molécules largement impliquées dans la sensation d’astringence. Il est admis
d’aprés différentes publications que l'astringence augmente avec le degré de polymérisation des flavanols.
Cependant, les flavanols ne sont pas les seuls composés responsables de 'astringence, d’autres flavanoides

interviennent dans ce phénomene.

En raison de la complexité phénoméne d'astringence, il était indispensable d’élaborer un modéle d'étude
simplifié, reposant sur une sélection de polyphénols modéles. Pour notre étude, plusieurs classes de composés

phénoliques ont été retenues (Figure 1.16). Ce choix s’appuie notamment sur des travaux de thése antérieurs,
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qui ont conduit & I'élaboration d’une échelle d’affinité entre une sélection de polyphénols et des peptides

représentatifs de protéines salivaires (Benoit Plet, 2007) [0,
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Figure 1.16 : les différents polyphénols étudiés
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. Les protéines salivaires

La salive est une solution diluée aqueuse d'électrolytes, de tampons et de protéines 1, qui sont
principalement produits par trois glandes salivaires (parotide, submandibulaire et sublinguale) 2. Les trois
glandes principales assurent 90 % de la production de la salive, les 10 % restant venant des glandes dites
mineures (labiales) 16 621, | a glande submandibulaire produit 65 %, la parotide 20 % et la sublinguale 8 % de la

salive (Schéma I.1) [631, La sécrétion journaliére peut varier entre 1 a 5 litres de salive [63 641,

PN ' P

- L}j’\@ Glande parotide
u)\@
N Glande submandibulaire

Glande
sublinguale

Schéma 1.1 : Localisation des différentes glandes produisant les protéines salivaires

Cing fonctions peuvent étre attribuées a la salive [61-63, 65-671;
- lalubrification et la protection
- Uune action de tampon
- la maintenance de l'intégrité dentaire
- Uune activité antimicrobienne

- une implication dans la digestion et la détermination du goQt

La salive forme la premiére ligne de défense contre les attaques virales et bactériennes, et elle est la
source des immunoglobulines. Parmi ce milieu complexe, 35 % des protéines sont des isoformes de I'alpha-
amylase [88]; les protéines riches en proline représentent 30 % des protéines totales €9, les mucines16 %, le
reste des protéines salivaires étant constitué notamment des histatines (protéines riches en histidines), des
cystatines, des stathérines, des lactoferrines %81 et d’autres protéines présentes a faible concentration (Tableau
3) 84, A ce jour 1381 protéines salivaires distinctes de par leur structure et de par leur réle sont connues 64 701,
De plus, différentes études ont montré que le taux de sécrétion salivaire est propre a chaque individu. Ainsi pour
une méme personne, des différences de sécrétion sont observées d’'un jour a l'autre, ce qui suggére une

modulation de la sécrétion salivaire suivant le régime alimentaire.
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Protéines Sécrétion de la glande Sécrétion de la glande sublinguale Sécrétion salive

salivaires parotide et submandibulaire entiére
Amylase 650-2600 - 380-500
Mucines - 101-790 90-700
Histatines 30-55 13-70 2-30

Stathérines 18-210 20-150 2-12

Protéines riches en 230-1250 270-1335 90-180

prolines

Cystatines 2-4 92-280 240-280

Tableau I.2 : Concentrations (ug/mL) des protéines salivaires sécrétées par les différentes glandes 64

II.1. L’alpha-amylase

Cette protéine est surtout produite par la glande parotide, mais elle est aussi synthétisée par le pancréas
1841, L’alpha-amylase est constituée de deux familles d'isoenzymes: la famille A glycosylée (63 kDa) et la famille B
non glycosylée (59 kDa). L'amylase salivaire est absente de la sécrétion submandibulaire et sublinguale. Elle
intervient dans la défense bactérienne, la protection des membranes muqueuses, I'activité antimicrobienne,
I'homéostasie du calcium et des minéraux, ainsi que dans la lubrification des tissus oraux [ 72, Elle joue aussi

un réle partiel dans la digestion.

I11.2. Les mucines

Deux types de mucines sont présentes parmi les protéines salivaires, MG1 et MG2 qui ont des hauts
poids moléculaires (respectivement > 1 MDa et 250 kDa) 63 841, Ces protéines sont fortement glycosylées et elles
présentent des séquences riches en prolines voisines de celles des protéines salivaires riches en prolines 64,
Elles sont localisées dans les cellules épithéliales, et jouent un réle dans la protection de I'épithélium. De plus,

elles interviennent aussi dans la lubrification, I'hydratation et la protection de la cavité orale.

lll.3. Les cystatines

Les cystatines comme leur nom l'indique sont riches en cystéines, et regroupent quatre superfamilles
184, Elles sont produites aussi bien par la parotide que les glandes sublinguale et submandibulaire. Parmi, les
quatre superfamilles, la famille la plus connue comprend les cystatines S, SA, SN, C et D (de 120 a 122 résidus).

Ces protéines contribuent au maintien de 'homéostasie des surfaces dentaires.

38




Chapitre | : A la découverte de ’astringence

1I1.4. Les stathérines

Les stathérines sont des petites molécules sécrétées par la glande parotide, submandibulaire et
sublinguale %4, Elles sont les seules protéines a étre capable d'inhiber la précipitation du calcium de phosphate

168], Elles permettent aussi le maintien du fluide oral.

111.5. Les histatines

Ces protéines produites par les trois glandes salivaires sont riches en histidines (25%), et de faible
masse moléculaire (inférieure & 5000 Da) [64 731, Les principales histatines sécrétées sont les histatines 1,3 et 5

qui représentent 80% de cette famillel®8l. Elles ont un réle défensif contre certains agents pathogénes 691,

lI.6. Les protéines riches en prolines

Comme leur nom lindique, ces protéines salivaires comportent une proportion élevée de résidus
prolinel®l, Elles représentent environ 30 % des protéines de la salive. Environ une vingtaine de protéines riches
en prolines (PRP) sont connues chez 'homme 2. 741 Cette famille est caractérisée par une homologie de
séquence importante avec une forte proportion (70 a 80%) de résidus proline, glycine et glutamine. Les PRP sont
regroupées en trois classes : les acides (45%), les basiques (30%), et les glycosylées (25%) [™1. Les PRP sont
codées par 6 génes localisés sur le chromosome 12p13.2. : deux genes PRH1 et PRH2 codent pour les PRP
acides, quatre génes PRB1-PRB4 codent pour les PRP basiques (non glycosylées et glycosylées) 6175761, | es
génes PRB1-PRB4 donnent naissance a des proprotéines qui subissent des modifications post-traductionnelles :

clivage protéolytique, insertion ou suppression d’acide aminé, glycosylation 7],
11.6.1. Les protéines riches en prolines acides

Ces protéines sont produites par les glandes parotide, submandibulaire et sublingualel®l, et elles ont
une masse moléculaire comprise entre 12 et 16 kDa [4 891, Leur role est de maintenir 'lhoméostasie de I'acide

calcique dans la bouche, et elles favorisent la stabilisation du calcium et son transport[?!: 781, mais elles participent

aussi a la formation de la plaque dentaire 791,
111.6.2. Les protéines riches en prolines basiques glycosylées

Ces protéines sont codées par les génes PRB3 et PRB4 [, et elle sont sécrétées uniquement par la
glande parotide [€1. Leur masse moléculaire varie entre 36 et 78 kDa. Elles résultent de la glycosylation des PRP

basiques. Elles représentent environ 17 % des protéines salivaires. Ces protéines participent avec les mucines a
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la lubrification de la muqueuse essentiellement grace a leurs parties glycosylées. Elles ont des propriétés

antibactériennes via un processus d’adhésion des bactéries, et antivirales [,

1ll.6.3. Les protéines riches en prolines basiques non glycosylées

Ces protéines sont codées par les génes PRB1 et PRB2, et elles sont sécrétées par la glande parotide
21, 681 comme les PRP glycosylées. Ces deux génes conduisent a I'expression de proprotéines (environ 400
acides aminés), contenant plusieurs protéines riches en prolines basiques non glycosylées. Chez 'lhomme plus

d’'une vingtaine de PRPb ont été identifiées.

Ces protéines ont une structure fibrillaire (flexible et étendue) qui favorise les interactions avec les
polyphénols ingérés. De ce fait, elles constituent une premiere barriere, un filtre capable de retenir des molécules
qui peuvent étre toxiques. Les trois acides aminés les plus représentés au sein de ces protéines, glycine, proline
et glutamine, sont présents dans des enchainements qui engendrent une conformation ouverte et étendue de la
protéine 81, Ces protéines sont constituées a prés de 80 % des résidus proline, glycine et glutamine, la proline
représentant a elle seule 40 %. La seule fonction connue a ce jour des PRPb, est de se lier aux polyphénals,
formant ainsi des complexes stables qui vont précipiter en bouche. Cette propriété est a I'origine de la sensation

d’astringence.

Les acides aminés basiques, arginine et lysine, représentent environ 10 % de la séquence. La plus
basique des PRPb est IB9 (Tableau 4).

B4 | SPPGKPQGPPQQEGNNPQGPPPPAGGNPQQPQAPPAGQPQGPPRPPQGGRPSRPPQ*

IB5 | SPPGKPQGPPQQEGNKPQGPPPPGKPQGPPPPGGNPQQPQAPPAGKPQGPPPPPQGGRPPRPAQGQQPPQ™®

IB6 | SPPGKPQGPPPQGGNQPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPAQGGSKSRQSARSPPGKPQGPP™

IB7 | SPPGKPQGPPPQGGNQPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPAQGDNKSR®

B9 | SPPGKPQGPPPQGGNQPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNRPQGPPPPGKPQGPPAQGDKSRSPR®!

IB8¢ | SPPGKPQGPPPQGGNQPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNRPQGPPPPGKPQGPPAQGGSKSRSAS!

IB8a | SPPGKPQGPPPQGGNQPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPPQGDNKSQSAKPQGPPPQGGKPQGPPPQG
GNKPQGPPPQGKSARSPPGKPQGPPQQEGNNPQGPPPPAGGNPGSKSR'%

Tableau 1.3: Séquences de différentes PRP basiques
Ces protéines possedent une forte homologie de séquence : dans chaque séquence de protéines, un motif de

cing acides aminés PQGPP et un motif de neuf acides aminés PPGKPQGPP sont répétés plusieurs fois. De

plus, la séquence de IB7 est reprise dans la majorité des protéines basiques.
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lll.7. Les protéines salivaires retenues pour I'étude

Dans le but d’élaborer un modele d’étude simplifié, nous avons choisi dans un premier temps un peptide
de protéines riches en prolines basiques qui a fait I'objet de différentes études en résonance magnétique
nucléaire (Thése de Cécile Simon) 82, en modélisation (Michel Laguerre) et en spectrométrie de masse (thése
de Benoit Plet) %, Ce peptide est un segment de 14 acides aminés issu de la structure primaire d’IB7 et préparé
par synthése en phase solide ; il est désigné par B714 (Figure 1.17). Ce peptide est présent au sein de plusieurs
protéines riches en prolines basiques, et les résultats des études entreprises sur ce peptide par un faisceau de
méthodes (RMN, dichroisme circulaire, modélisation moléculaire, spectrométrie de masse) ont montré qu'il était
un mime représentatif des PRPb.

14
IB7 SPPGKPQGPPPQGGNQE&SPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPAQGDNKSR59

Figure 117 : Séquence primaire de la protéine IB7, en rouge délimitation du peptide IB71a.

Dans un second temps, 'ensemble des protéines salivaires a été pris en compte. Pour cette étude, de la salive

humaine a été récoltée gréace a différents volontaires.
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IV. Les interactions mises en jeu

Plusieurs interactions interviennent dans 'association polyphénols/ protéines (Figure 1.18) 21, 83I:
- les liaisons hydrogénes,
- les effets hydrophobes,
- les interactions ioniques,

- les forces de Van der Waals

Liaison hydrogéne

R NH CH,
TNH NH 3/
., 0 HaN'
OH

Interaction
hydrophobe

Lo -
H -

HO
HO ;

Figure 118 : les différentes interactions polyphénols/protéines

- Interaction ionique

Le noyau phénolique permet d’engendrer plusieurs types d'interactions : les interactions de dispersion

(Van Der Waals) interviennent avec des résidus d'acides aminés peu polaires. Deux théories s'opposent quand a

Iintervention des liaisons hydrogénes et des effets hydrophobes, pour expliquer le mécanisme d'interaction entre

les composés phénoliques et les protéines salivaires. Pour Haslam, les interactions qui gouvernent

principalement la complexation sont les interactions hydrophobes, tandis que pour Hagerman et Butler ce sont

principalement les interactions hydrophiles. Les principales interactions gouvernant le complexe vont étre

développées dans le paragraphe suivant.
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IV.1. Les effets hydrophobes

Les effets hydrophobes B! sont dus a la présence de multiples sites aromatiques dans la structure des
polyphénols d'une part, et d’autre part a celle des résidus Proline, et donc de la chaine CH,-CH2-CH; du cycle

pentagonal, qui permet 'association avec les noyaux aromatiques (stacking o-, Figure 1.19) [19. 83-85],

OH

Figure 1.19: Interaction par o-1 stacking entre un phénol et un résidu proline

Avec les histatines le stacking se fait entre les hétérocycles de type imidazole des histidines et les aromatiques

des polyphénols (€61,

D'aprés différentes études, les effets hydrophobes interviennent en premier. Les forces de Van Der
Waals vont ensuite contribuer a la stabilisation du complexe. Quand au caractére multidentate des polyphénals, il

permet de renforcer ces effets par stacking -1 entre polyphénols 71,

IV.2. Liaisons hydrogénes

Pour Hagerman et Butler 22, les liaisons hydrogénes sont la force majeure de stabilisation du
complexe polyphénol/protéine. Ces liaisons se créent entre les fonctions hydroxyles des polyphénols et les
carbonyles de la protéine 181, La haute affinité des PRP basiques avec les polyphénols est due a la conformation
ouverte de ces protéines et a leur capacité a former des liaisons hydrogénes avec les polyphénols [5% 881, Un
acteur majeur est la proline (renforcement du role du carbonyle par 'amine tertiaire, Figure 1.20) [21. 8. 81 Pgr
ailleurs, en présence de prolines successives 1108 ce qui représente une situation souvent répétée dans le cas
des PRPs, les sites préférentiels pour former des liaisons hydrogénes sont renforcés, et les protéines ont

tendance a adopter une structure en feuillet béta susceptible d’envelopper le polyphénol en interaction avec elles.
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Figure 1.20: réle de la proline dans la formation de liaisons hydrogénes

Certains travaux ont montré que le degré de polymérisation des polyphénols favorise les liaisons
hydrogénes. Dans un précédent travail de thése, Cécile Simon 82 a montré grace a I'expérience de dynamique
moléculaire menée par Michel Laguerre 881, que le dimére B2 venait interagir avec le peptide I1B714 par sa face
hydrophile. La conformation de plus basse énergie obtenue a lissue de cette dynamique moléculaire est
présentée sur la Figure 1.21.

Figure 1.21: Interaction résultant de la modélisation moléculaire. Le ruban vert représente la protéine IB714, et en bleu
cyan le tanin B2. Les fléches jaunes montrent les liaisons hydrogénes entre carbonyles de la protéine et hydrogénes
des hydroxyles du polyphénol .

Par ailleurs, la détection par spectrométrie de masse des complexes non-covalents entre un peptide
IB714 et un dimere B3 a apporté une preuve supplémentaire de la forte contribution des liaisons hydrogéne a

I'interaction (€01,
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IV.3. L’affinité de la complexation

L'affinité des polyphénols vis-a-vis des protéines ainsi que la stabilit¢ du complexe dépendent de
nombreux facteurs : la température, le solvant utilisé, le pH, le temps de réaction, la nature des protéines et des
polyphénols, la stocechiométrie et la concentration [2%. 9% |3 teneur en éthanol n'intervient pas dans le
mécanisme de complexation %91, Les structures tridimensionnelles des protéines et des flavanoides sont bien sir

un facteur crucial.

La forte teneur en résidu proline et glycine confere une structure ouverte et souple aux protéines,
facilitant ainsi I'approche des polyphénols [ 871, L'affinité de la complexation est fonction de la taille et de la
conformation des protéines salivaires [%1 : les segments peptidiques de PRP montrent moins d'affinité envers les
polyphénols que les protéines entieres. Un peptide de 14 ou 22 acides aminés présente une constante d’affinité
de l'ordre du mM tandis qu'une protéine entiére de 60 acides aminés a une constante d'affinité de I'ordre du uM.
Une protéine de grande taille a la possibilité de se replier sur elle-méme et d’envelopper le polyphénol %92, De
plus, le nombre de sites de fixation augmente 60 86, 971 gvec le nombre d’acides aminés ou de répétition de motifs
homologues riches en proline chez les PRP (Tableau 3). Cependant, certaines études ont mis en évidence que
I'absence de structure secondaire dans les protéines a chaine courte pourrait favoriser I'établissement de

complexes insolubles.

La capacité des polyphénols a interagir avec les protéines dépend du nombre de cycles phénoliques.
L’astringence augmente avec le degré de polymérisation des polyphénols, puis diminue a partir de 8 unités
monomeériques %81, Le nombre de fonctions o-diphénol favorise I'interaction Il. La liaison interflavane est aussi un
paramétre important, car une liaison en C4-C6 est plus forte énergétiquement qu’une liaison C4-C8, permettant

ainsi d’avoir une conformation préférentielle du polyphénol 1. %1,

Lorsque la concentration en protéines est faible (le ratio polyphénols/protéines augmente), le
mécanisme d'interaction qui a été décrit implique une répartition des polyphénols en monocouche a la surface
des protéines, entrainant ainsi une diminution du caractére hydrophile des protéines, une insolubilité des

complexes et leur précipitation [ 92.94],

Quand la concentration en protéines est élevée (le ratio polyphénols/protéines diminue), les
polyphénols, qui sont des ligands multidentates, peuvent se lier simultanément a plusieurs sites de la protéine,
renforgant ainsi les interactions hydrophobes. Ces ligands servent d'agent de pontage entre les différentes

molécules [1.94],
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Les concentrations relatives en tanins et en protéines influent donc sur la formation des complexes et
sur leur précipitation [16:94.951 A de faibles concentrations le mécanisme s’effectue en trois étapes, tandis qu'a de
hautes concentrations il n’'y a qu'une seule étape (voir ci-dessous) . Le pH, la force ionique ou la teneur en
éthanol du milieu influent sur 'agrégation et la précipitation mais n‘ont que peu d’effets sur la formation des

complexes.

IV.4. Aspects mécanistiques de la complexation

Actuellement, deux mécanismes ont été proposés pour expliquer le mécanisme d'interaction a de faibles

concentrations [360.99-102] | 3 différence entre ces deux mécanismes intervient dés la premiére étape.
a)Premier mécanisme

Premiére étape : les protéines sont libres et en conformation étendue. Plusieurs molécules de polyphénols vont
simultanément se lier sur plusieurs sites de la méme protéine. Cette addition peut se faire grace aux propriétés
multidentates des polyphénols. La taille de la protéine va diminuer et sa structure sera plus compacte.

Deuxiéme étape : les polyphénols sont complexés sur les surfaces des protéines et permettent la dimérisation.
Troisiéme étape : les dimeres de protéines vont s'agréger les uns aux autres. Le résultat sera une particule de

grande taille qui va alors précipiter en solution (Figure 1.22).

b)Deuxiéme mécanisme

Premiére étape : les polyphénols vont s’agréger les uns sur les autres (ceci est du a leur caractére multidentate),
et ainsi former des agrégats ou particules colloidales.

Deuxiéme étape : les particules colloidales vont se lier sur la surface de la protéine.

Troisiéme étape : les agrégats sont complexés sur les surfaces des protéines entrainant la dimérisation. Les

complexes formés vont ainsi s'agréger les uns et autres et précipiter en solution (Figure 1.22).

Polyphénals Particules colloidales Précipité
r %
o) A
v «

Figure 1.22 : Deux mécanismes modéles de I'astringence se réalisant en trois étapes

Polyphéncls Protéings salivaires  Pricipité

Protéines salivaires
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V. LES DIFFERENTES ETUDES

Les interactions entre les protéines salivaires et les polyphénols sont étudiées depuis une dizaine
d’'années. Les techniques d’analyses utilisées sont variées : HPLC [193, 1041 électrophorése SDS-PAGE 1D [20.87.94,
98, 105, 106]Y RMN [10, 41, 74, 86, 88, 89, 100, 101, 107]’ dichroisme circulaire 11, 81, 92]’ dynamique moléculaire @1, 100, 108],
néphélométrie [1%: 109, 1101 flyorescence [z 1M1, FTIR 112, spectrométrie de masse [10% 113, 114] De ces études, il se
dégage d'une part que les polyphénols et les PRP sont capables d'interagir fortement. Cependant, la nature des
interactions mises en jeu pour la formation du complexe reste matiére a débat. Certains auteurs indiquent que ce
sont les interactions hydrophiles et la formation de liaisons hydrogénes qui permettent la formation du complexe,
d’autres expliquent que ce sont les effets hydrophobes, notamment avec I'empilement possible des phénols sur
les résidus prolines, qui sont & l'origine de cette interaction. D’autre part, la plupart des études sur ces
interactions a l'origine de I'astringence sont effectuées sur des mélanges de polyphénols ou sur des monoméres
galloylés ou non, mais les études sur les polyphénols modéles isolés en interaction avec des protéines sont
rares. De méme, une protéine (ou un peptide représentatif) ou une partie des protéines salivaires est prise en

compte pour simuler les interactions avec les polyphénols.
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VI. LES OBJECTIFS DE LA THESE

L'étude des interactions entre les polyphénols et les protéines salivaires a souvent été réalisée au
moyen de méthodes analytiques variées comme nous I'avons évoqué plus haut. La spectrométrie de masse
supramoléculaire, utilisant l'ionisation par électronébulisation, a permis d’étudier de tels complexes. Notamment,
au cours de sa thése soutenue en 2007, Benoit Plet [59 a développé une approche reposant sur la spectrométrie
de masse résolue en énergie (ERMS). La dissociation contrblée au sein d’un piege ionique des complexes
polyphénol-peptide, impliquant notamment 1B7+4, a permis de proposer une échelle d’affinité relative en phase
gazeuse. La méthode utilisée ainsi que I'échelle d'affinité seront présentées ultérieurement. Néanmoins, il
ressortait clairement de cette étude qu'il était souhaitable d’'obtenir un contrdle et une validation en phase liquide

de I'échelle d’affinité obtenue.

Dés lors, prenant ce travail comme base de départ, nous nous sommes fixés pour objectif de mettre au
point une méthode d'analyse cantonnée au seul milieu hydro alcoolique, afin de tenter de valider I'échelle

d'affinité déterminée en phase gazeuse.

Par ailleurs, les travaux réalisés en ERMS reposaient sur un systéme modele composé d'un peptide
représentatif d'une PRP et de polyphénols modéles. De fait, cette méthodologie était trés difficilement adaptable
a I'étude de mélanges complexes de polyphénols tels qu'ils sont présents dans un vin. Nous avons donc inclus

dans notre objectif la conception d’'une méthodologie permettant de résoudre cette difficulté.

Dans un premier temps, nous présenterons donc briévement les travaux de Benoit Plet en mode ERMS,
puis la stratégie envisagée pour travailler en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse. Les différentes
techniques d’analyses utilisées pour étudier les interactions seront présentées dans le chapitre 3. Ensuite, nous
décrirons les travaux réalisés dans le cadre des deux stratégies retenues pour faire progresser notre
connaissance des interactions protéines/polyphénols, et obtenir une échelle d’affinité en phase liquide permettant

de valider ou non celle obtenue en phase gazeuse.

Dans un second temps, nous essaierons de transposer nos deux stratégies a plus grande échelle, de
travailler non pas avec un fragment synthétique de protéine, mais directement avec des protéines salivaires. Ces
protéines présentes dans la salive humaine seront soumises a des étapes de fractionnement pour faciliter leur
caractérisation et déterminer leur implication dans le phénoméne d’astringence. Un fractionnement sera aussi

appliqué aux polyphénols naturels extraits du vin rouge.
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Chapitre Il : Etudes préliminaires et stratégies d’étude de I'astringence

I.  Choix d’un Peptide Modéle

Comme nous I'avons indiqué dans le chapitre |, les protéines salivaires, et plus particuliérement les PRP
basiques sont impliquées dans la sensation d’astringence. Au cours de leurs travaux de thése, C. Simon [l et B.
Plet 12 ont utilisé le peptide IB714, constitué des 14 premiers acides aminés de la PRP IB7 (Figure 11.1),

comportant une séquence de 9 acides aminés (dont 5 prolines) répétée plusieurs fois dans la protéine entiére.

1
SPPGKPQGPPPQGGEQPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPAQGDNKSR”

Figure II.1 : Structure primaire de la protéine IB7 et délimitation du peptide IB714

De plus, ce peptide posséde la caractéristique d’avoir sa séquence présente dans toutes les PRPb, et
sa synthése sur support solide, grace @ un synthétiseur de peptides semi-automatique, ne présente pas de
difficultés majeures. IB7+4 a fait I'objet de plusieurs études par RMN Bl dichroisme circulaire!, spectrométrie de
masse et modélisation moléculaire, qui ont mis en évidence qu'il était un bon mime représentatif des PRPb. Ceci
a été confirmé notamment en spectrométrie de masse par I'étude de peptides plus longs : 34 acides aminés pour
IB934 et 61 acides aminés pour IB8c (Thése B.Plet, 2007). Nous avons donc choisi de réaliser nos travaux sur la
base de I'étude du peptide IB744, que nous avons préparé par synthése en phase solide (description de la

méthode dans le chapitre Ill).

Il. La Spectrométrie de Masse Résolue en Energie [

I1.1. La méthodologie

La spectrométrie de masse a été utilisée pour I'étude des assemblages non covalents entre peptides
(en particulier IB714) et polyphénols en procédant a une préformation du complexe en solution, puis en l'ionisant
par électronébulisation. Les complexes formés en solution hydroalcoolique (pH 3,5 en solution aqueuse a 10%
d'éthanol) sont suffisamment stables pour résister au processus de nébulisation, et a la transmission a un
analyseur de type piége ionique (LCQ Advantage, ThermoFischer). Il est ensuite possible d'isoler un état de
charge donné de ce complexe (le plus souvent 2+) et de dissocier cet ion a l'aide de collisions avec des atomes
d’hélium au sein du piége ionique. La Spectrométrie de Masse Résolue en Energie (Energy Resolved Mass
Spectrometry, ERMS) intervient par une augmentation contrélée de I'énergie interne du complexe ionique
considéré. Le suivi de l'intensité des ions issus de ce processus de dissociation permet d’obtenir des courbes de
ruptures représentant la disparition et I'apparition d’espéces et de déterminer I'énergie qu'il faut apporter pour
dissocier un complexe donné a 50%. Cette valeur est notée EDso, et permet un classement de l'affinité de

polyphénols modéles par rapport a une cible peptidique donnée (Figure 11.2 ).
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L'isolement puis la dissociation de ces complexes non-covalents en phase gazeuse doit étre réalisée
dans des conditions strictement répétables, avec un contréle rigoureux des paramétres de mesure qui peuvent

affecter I'énergie interne des ions,entrainant ainsi des modifications des graphes d’EDsy.

Les paramétres de la source (température appliquée, tension du capillaire de transfert, tension de la
lentille tube) et du piége ionique (largeur de la fenétre d'isolement des ions, état de charge considéré) ont été
étudiés . Les paramétres de la source n’ont révelé aucune influence sur I'énergie interne et aucune modification

sur I'établissement des courdes EDs (Figure 11.2).
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Figure 1.2 : Pour le mélange IB714 (20 uM) / Catéchine (60 uM), courbe de rupture pour une variation de la tension
de lentille tube de -130V a +140V, pour le complexe de stoechiométrie 1 :1 ([IB714 + 2H + Catéchine ]**) [

Cependant, la largeur de la fenétre d'isolement des ions est un paramétre critique pour I'énergie de
dissociation des complexes formés. En effet, plus la fenétre d’isolement est étroite et plus I'énergie interne de
l'ion augmente, ce qui se traduit par une déstabilisation du complexe et une diminution de 'EDso. La largeur de la
fenétre d'isolement des ions est donc un paramétre critique, qui doit étre maintenu strictement fixe dans toutes

les expériences d’'ERMS.

L’état de charge du complexe est aussi un parametre a prendre en compte. Plus le nombre de charges
est important, et plus le complexe est facile a dissocier (avec l'accroissement de leffet de répulsion
électrostatique, I'énergie a apporter est moindre). Pour contourner ce probléme, les complexes sont analysés

uniquement avec une stoechiométrie peptide/polyphénol de 1 :1 (Figure I1.3 ).
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Figure I1.3 : Spectre ESI-MS d’'un mélange IB714 (20 puM) / Catéchine (60 aM). On remarque que le complexe de
stoechiométrie 1 :1 est plus intense que les autres, mais que des stoechiométries élevées sont observées [,

Les courbes de dissociation du complexe peptide/polyphénol sont obtenues pour une stoechiométrie du

complexe préformé en solution de peptide/polyphénol de 1 :3 (solutions mélangées volume a volume de 20 uM

de peptide : 60 uM de polyphénol). Le solvant d'infusion est un mélange Eau/Ethanol/acide acétique (89/10/1).

Pour cette étude les polyphénols sélectionnés avaient tous un double cycle commun & tous les

flavanoides, et pouvaient étre répartis en cing sous-classes :
- Lesflavanoles
- Lesflavonoles
- Les flavones
- Les flavanones

- Les isoflavones

Les différences entre ces composés résident dans la position et le nombre des groupements hydroxyles

et des insaturations, les différents arrangements de cycles et la présence/absence de glycanes. Pour la plupart

d’entre eux, ce sont des polyphénols monomeériques, mais plusieurs diméres ont également été étudiés (Figure

11.4).
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Figure 1.4 : Composés phénoliques utilisés pour I'obtention des courbes de ED50 avec le peptide IB714.

1.2. Résultats et discussion

Plusieurs résultats peuvent étre dégagés de I'échelle d'affinité relative en phase gazeuse établie a partir
des études réalisées en mode ERMS (Figure 11.5). Notamment, plus le nombre de liaisons hydrogenes pouvant

étre créées par la molécule de polyphénol est grand, et plus I'affinité pour le peptide est importante.

Les flavan-3-ols ont toujours une affinité qui augmente avec le degré de polymérisation. Comme le
montre I'échelle d’affinité, le trimére C2 est le flavan-3-ol qui posséde la meilleure affinité avec le peptide. Puis
ensuite viennent les quatre diméres, la catéchine et I'épicatéchine ayant une affinité moindre. La sensation

d’astringence ressentie lors d'une dégustation d’un vin rouge va dans le méme sens 2 91,
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Cette échelle a aussi révélé que le nombre de degrés de liberté est un paramétre plus important que la
taille de la molécule. Par exemple la naringénine-7-O-néohespéridoside (NN) (M = 580 Da, nombre de degrés de
liberté de 213) a une affinité plus petite que B2 (M = 578 Da, nombre de degrés de liberté de 198). Plus la valeur

du nombre de degrés de liberté est faible pour une masse de polyphénol donné, meilleure est I'affinité pour IB714.

De plus, la position et le nombre des groupements hydroxyles influent aussi sur l'affinité envers le
peptide. Il convient de souligner que la méthodologie met en évidence une différence d'affinité nette entre

catéchine et épicatéchine.

Le méme type d’étude par ERMS a été réalisé avec IB934 et IB8c, et a permis de constater un placement

relatif des polyphénols inchangé sur I'échelle d’affinité, validant ainsi le choix d'IB714 comme mime de PRPb 1.
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Figure I1.5 : Echelle d’affinité en phase gazeuse entre le peptide IB714 et différents flavonoides [2I-
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L’examen des résultats obtenus a permis de proposer un schéma d'interaction protéine-polyphénol
procédant selon le scenario suivant (Figure I1.6):

- les polyphénols viennent se fixer sur une protéine salivaire (en monocouche), puis les
autres composés phénoliques en solution s’agrégent sur ceux qui sont déja liés a la
protéine. L'édifice polyphénol-protéine est d’autant plus stable que les composés créent
des liaisons hydrogénes entre eux et la protéine, évoluant ainsi jusqu’a la précipitation.

- Sl n’y a pas précipitation, les polyphénols, grace a leur caractére multidentate, vont
pouvoir servir d'agent pontant sur la couche externe, soit avec une nouvelle protéine, soit

avec d'autres polyphénols. Le cycle continue jusqu’a la précipitation.

Précipitation

Figure I1.6 : Modeéle d’interaction protéine-polyphénol proposé. La protéine (en noir, structure étendue) crée une

interaction avec une premiére couche de polyphénols (en rose). Des composés supplémentaires (en bleu) s’agrégent

par la suite [

Cette méthode permet une évaluation de I'astringence ex-vivo sur la base d'une analyse effectuée par
spectrométrie de masse en mode ERMS. Cependant, cette étude ne prend pas en compte toutes les interactions
entrant en jeu lors de la formation des complexes en phase condensée. En effet, les effets hydrophobes sont
perdus ou trés affaiblis en phase gazeuse dans le spectrométre de masse, le solvant étant éliminé lors du
passage des ions dans l'interface. Autrement dit, les édifices non-covalents sont maintenus en phase gazeuse,

mais par des forces éventuellement différentes par leur nature et leur intensité de celles qui existent en solution.

De plus, d'un point de vue pratique, la méthode ERMS est plut6t limitée a 'analyse de polyphénols isolés ou
de mélanges trés simples, en raison de la formation d’espéces multichargées, alors qu'il est évidemment
nécessaire de prendre en compte le comportement de mélanges complexes de polyphénols, tels qu'ils peuvent

étre isolés a partir d’'un vin rouge.

Compte tenu de ces limitations, nous avons envisagé la mise en ceuvre de deux stratégies pour tenter de

faire progresser notre connaissance de l'astringence.
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ll.  Stratégies envisagées

Le modéle détude de lastringence que nous proposons fait appel a des sondes moléculaires
immobilisées sur un support solide par greffage covalent. Les sondes moléculaires seraient soit des fragments
synthétiques de protéines salivaires, soit des polyphénols modeles. Nous avons choisi de préparer des sondes
moléculaires immobilisées sur un support de billes magnétiques pour faciliter le traitement des échantillons a
analyser, et permettre dans un objectif futur I'automatisation d’'une méthodologie d’analyse et de criblage rapide.
Selon ce concept, les composés qui présentent le plus d'affinité pour la sonde immobilisée peuvent étre
sélectionnés, isolés, puis identifiés au moyen de la spectrométrie de masse. La spectrométrie de masse assure
une détection spécifique a grande sensibilité. Selon cette stratégie l'interaction entre polyphénols et peptides est
réalisée en phase liquide hydro alcoolique mimant I'environnement du vin. L'adaptation a des mélanges
complexes de polyphénols peut étre effectuée par le biais d’'un couplage entre chromatographie en phase liquide

et spectrométrie de masse.

Ill.1. La sonde peptidique : élaboration et mode d’utilisation

Sur la base des résultats antérieurs évoqués plus haut, nous avons choisi de synthétiser une sonde mimant
une protéine salivaire en immobilisant par greffage covalent (formation d’une liaison peptidique) le segment de
PRP IB714.

Le choix d’un support constitué de billes magnétiques permet de rechercher rapidement des conditions dans
lesquelles un type de composés peut se lier a la sonde. L'interaction des polyphénols avec la cible peptidique
peut étre examinée lors de la phase de mise en contact. La spectrométrie de masse est utilisée pour doser les
polyphénols dans le surnageant des billes précipitées par 'action d'un champ magnétique. La sonde peptidique
peut de ce fait &tre mise au contact de mélanges de polyphénols pour identifier les polyphénols ayant la plus

grande affinité pour la sonde.

Par ailleurs, différentes conditions de lavage du support plus ou moins sévéres peuvent étre recherchées
pour décrocher les polyphénols par affinité croissante. Cette phase de mise au point avec des composés
modéles est un préalable a I'analyse de mélanges de polyphénols naturels extraits du vin rouge. A terme, cette
méthodologie pourrait permettre le criblage de tanins d’origines et composition diverses, avec pour objectif final

I'établissement d’une relation avec la typicité des vins de Bordeaux.
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lIl.2. La sonde polyphénolique : élaboration et mode d'utilisation

Nous avons aussi envisagé d'identifier les protéines ayant la meilleure affinité envers les composés
phénoliques en faisant appel a un polyphénol immobilisé sur support solide. L’objectif est ici de pouvoir mettre en
évidence d'autres protéines salivaires que les PRP ayant une forte affinité pour les polyphénols, et par

conséquent susceptibles de jouer un role important dans la sensation d’astringence.

Les structures primaires de prés d'un millier de protéines "l salivaires humaines ont été répertoriées
dans une base de données. Cependant, pour des raisons techniques, les protéines de taille inférieure a 10 kDa
n'ont pas été répertoriées par des approches classiques impliquant I'électrophorése bidimensionnelle. La
stratégie d'analyse des protéines sera donc adaptée a cette particularité, en sélectionnant trois fractions selon la
taille des protéines : inférieure a 10 kDa, comprise entre 10 et 30 kDa et supérieure a 30 kDa. L'obtention d’un
profilage de protéines susceptibles d'interagir fortement avec les polyphénols est donc envisageable. Les
protéines de plus haute affinité pour le polyphénol cible pourraient étre sélectionnées en vue de la préparation
d'une sonde peptidique optimisée, constituée éventuellement de plusieurs segments peptidiques issus de

protéines différentes.
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Ce chapitre regroupe les différentes méthodologies utilisées durant la thése.
|. La synthése peptidique en phase solide (SPPS)

La synthese peptidique en phase solide a été mise au point par Merrifield 1 dans les années 1960.
Cette méthode repose sur lintroduction successive d’'acides aminés protégés, sur un support polymérique

insoluble.
1.1. Stratégie de synthese

La SPPS utilise deux types de stratégies, selon le nom des groupements protecteurs de I'amine de
I'acide aminé a coupler :
- Boc (t-butyloxycarbonyl), impliquant une déprotection en milieu acide

- Fmoc (9-fluorenylméthyloxycarbonyl), impliquant une déprotection en milieu basique

La stratégie Boc utilise I'acide fluorhydrique lors de la déprotection des groupements réactifs. L'utilisation
de l'acide fluorhydrique étant délicate, la stratégie Fmoc est préférée car elle est plus douce et moins
dangereuse. La stratégie Fmoc développée par Atherton et Sheppard en 1971 I8, repose sur 'emploi d’un

groupement Fmoc, qui devient labile en présence de pipéridine.

La synthese sur support solide utilise une résine, inerte par rapport aux réactifs employés, et permettant
une bonne solvatation de la chaine peptidique en élongation et un lavage aisé pour enchainer rapidement les
couplages. Le support solide est constitué de billes de polystyréne. Cette résine est pré-chargée, portant 'acide
aminé par lequel la synthése va commencer, c'est-a-dire I'acide aminé C-Terminal, afin d'éviter toute perte

d’intégrité de la stéréochimie sur I'acide aminé activé (Figure ll1.1).

SPPGKPQGPPPQGG

N-Terminal C-Terminal

Figure lll.1 : Sens de la synthése sur support solide. Cette derniére se déroule du C-Terminal vers le N-Terminal.

Tous les acides aminés ont des fonctions amines protégées par un groupement protecteur Fmoc, pour
que le N-Term soit momentanément non réactif. Pour éviter toutes réactions des chaines latérales des acides

aminés, d’autres groupements protecteurs masquent ces chaines (Tableau IIl.1). Ces groupements sont
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déprotégés par action de I'acide trifluoroacétique, en méme temps que le peptide de synthése final est libéré du

support solide.

Acides aminés

Groupement protecteur

Structure des groupements

Sérine tButyl H
Glutamine Tryphénylméthyl ou Trt (trityl) C]
Lysine Boc

Hs
H3C—Tfo .

Tableau lll.1 : Groupements protecteurs des chaines latérales des acides aminés

1.1.1 Les étapes de la synthese

La résine porte I'acide aminé C-Terminal (dans notre cas Fmoc-Gly). Avant que ne commence la premiére
étape, la résine est mise en suspension dans du dichlorométhane pour la dilater et présenter de fagon optimale
les groupements réactifs enfouis dans les billes. La synthése du peptide est réalisée par fixation séquentielle de
chaque acide aminé constituant le peptide. Le mécanisme de fixation d’'un acide aminé se déroule en quatre

étapes (Figure 11.2).

/H:%O—E—O W)‘\ _:'_Q

Dcprot(.ctlon de I'amine

Pipéridine/ NMP E[(())u]g"ll?/g:[B U
t
DIEA ]
N
x” OH
N N
i) R" (e} Y"
H i) X H
N -\
o R
N
v

i) Déprotection de I'amine Pipéridine/ NMP
ii) Clivage des groupements protecteurs et de la résine: TFA/ H,O

X = Groupement protecteur Fmoc
Y = Groupement protecteur des chaines latérales
A = Groupement carboxy activé

Figure lll.2 : Les différentes étapes de la synthése peptidique sur support solide [2]
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a) Etape 1:la déprotection du groupement amine

Le support solide portant le premier acide aminé (C-Term) est déprotégé par de la pipéridine pure,

conduisant ainsi a I'amine activé (Figure III.3).

o (o]

SPU Y U G

H o R

o

R
NH,
Résine
\O
o

Figure IIl.3 : Clivage du groupement Fmoc par action de la pipéridine

b) Etape 2 : activation

L’acide aminé a coupler est activé avec un mélange Hydroxybenzotriazole (HOBt)/ O-(Benzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N'-Hexafluorophosphate (HBtU) (37,9 g/13,6 g) dans 200 mL de diméthylformamide (DMF) permettant

ainsi d’obtenir I'ester activé 3.4,

c) Etape 3: couplage

Le couplage permet la formation de la liaison peptidique entre I'ester activé et 'amine déprotégée. Il se

déroule dans une solution de 35% de N,N-Diisopropyléthylamine (DIEA) dans N-Méthyl-2-Pyrrolidine (NMP).

d) Etape 4: le « capping »

L’élongation de la chaine peptidique (de AAn vers AAn+1) n’étant pas réalisée avec un rendement de 1,
il est nécessaire de bloquer I'longation des chaines n’ayant pas réagi. Ceci est réalisé par réaction avec
I'anhydride acétique, tous les peptides de longueur incorrecte contenus dans le produit brut de synthése seront
donc terminés par un groupement N-acétyl. Cette étape se fait dans un mélange Anhydride Acétique/ DIEA/
HOBt (19 mL/ 9 mL/ 0,8 g) en solution dans 400 mL de NMP (Figure 111.4).
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Fmoc NH AAD COOH + NHz Aa™ COOH
Pas de fixation
Lavage NMP
NH3 Aa™1 COOH
Fmoc NH——AAM1 COOH
Fmoc NH Aa™1 Aa™l COOH

Figure Ill.4 : Représentation de la formation de peptides tronqués en milieu de chaine

Chaque cycle est répété jusqu’a I'obtention du peptide désiré, puis suivi d’'une déprotection finale et d’'un

décrochage du peptide accroché a la résine.

Le suivi de la synthese peptidique se fait par conductimétrie. Lors de la synthése sur support solide, le
succes du couplage d'un acide aminé dépend de la réactivité du groupement carboxyle de 'acide aminé protégé
et de I'accessibilité du résidu terminal du peptide en cours d'élongation fixé a la résine. Lors de la synthése des
réarrangements structuraux du peptide peuvent se produire. Cela peut géner les étapes de déprotection et de
couplage. Pour contréler les rendements de couplage, la synthese peptidique est suivie par conductimétrie. Lors
de la déprotection (étape 1) des sels de carbamate de pipéridine sont relargués. Ces sels permettent de suivre
par conductimétrie I'évolution de la déprotection au fil des acides aminés ajoutés. La programmation de la
synthése est réalisée de telle maniére que I'étape de déprotection cesse des lors que le dernier pic observé en
conductimétrie est égal au précédent (& 5% pres), suggérant que toutes les amines ont été déprotégées. Un

faible couplage de I'acide aminé (n+1) induit un faible signal de déprotection (Figure IIL.5).
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Fmoc - Acide amine
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Acide aminé déprotége
Mesure de conductivité Mesure d'absorbance

Figure IIL.5 : La déprotection par la pipéridine de la chaine peptidique en élongation génére des produits
secondaires qui permettent le suivi par conductimétrie (sels de pipéridine-carbamate) ou par absorbance a
301 nm (adduits de dibenzo fulvéne-pipéridine). R=chaine latérale de I'acide aminé.

1.1.2. Le clivage

Le peptide est ensuite repris dans une solution aqueuse de TFA pour enlever tous les groupements
protecteurs et le libérer de son support solide (Figure lll.6). Le mélange brut de synthése ainsi obtenu est

précipité dans de I'éther.
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Figure IIl.6 : A gauche clivage de la résine et des groupements protecteurs. A droite clivage du Fmoc.
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1.1.3. La purification

La chromatographie liquide a haute performance sur un support a polarité de phase inversée permet la
purification du peptide par élimination des peptides tronqués. La colonne employée est de type semi-préparatif

(greffage C18, particules de 15 um et d’'une porosité de 100 A, 300 mm de long, 7,8 mm de diamétre interne).

La détection par spectrométrie UV permet une premiére évaluation de la pureté du produit final, qui est

controlée par spectrométrie de masse (Figure II1.7)
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Figure IIl.7 : Spectre de masse ESI en mode positif du peptide IB714. MH* theorique = 1300,66. L’ion majoritaire est
I'espece doublement chargée. A m/z 1166,8 on note une faible contamination par un peptide tronqué correspondant
a PGKPQGPPPQGG non acétylé.
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Il. La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (SM) est une technique d'analyse permettant de caractériser des molécules par
la détermination de leur masse monoisotopique ou moyenne. La SM permet aussi dans certaines conditions
d’'obtenir des informations sur la structure de ces molécules a partir de la mesure du rapport masse sur charge
(m/z) d'ions fragments. Le premier exemple d’analyse par spectrométrie de masse fut réalisé par Joseph J.
Thompson (prix Nobel de physique en 1906). A partir de la fin des années 1930, la spectrométrie de masse
devint un outil indispensable pour I'étude des petites molécules (Prix Nobel de Chimie en 1934 par Harold Urey).
La méthode d’ionisation par impact électronique (IE) étant limitée a I'étude de composés volatils, une extension
de la gamme de des molécules analysables par spectrométrie de masse a été obtenue avec l'arrivée de
l'ionisation chimique dans les années 1960 (IC, Field et Munson, 1966) [°I; 'extension en gamme de masse a été
faible (jusqu'a 800-1000 Da environ), mais I'apport concernant les composés polaires a été plus significatif. En IE
et IC classique, I'échantillon est amené en phase gazeuse avant l'ionisation, et ceci a bloqué toute extension

efficace de la SM pour I'analyse des biomolécules de grande taille, et notamment des peptides et protéines.

L’obtention d’espéces ionisées en phase gazeuse étant un pré-requis indispensable a toute étude par
spectrométrie de masse, plusieurs techniques différentes de I'lE et de I'IC ont été développées pour tenter de
déposer le moins d’énergie possible dans les ions formés. Nous citerons ici la désorption sous ionisation
chimique, le thermospray, le bombardement par atomes rapides (FAB) [, la désorption plasma (PDMS)[7] via la
fission du 252Cf. Au début des années 1980, il était devenu possible de déterminer la masse de petites protéines
dans une gamme pouvant aller jusqu'a 25 kDa. Cependant, en atteignant I'objectif d’ionisation de tels composés,
seule une masse moléculaire pouvait étre mesurée, sans accés a une information sur la structure des molécules

analysées.

A la fin des années 1980, deux nouvelles méthodes d'ionisation dites douces ont permis un saut
technologique majeur : I'électronébulisation ou electrospray (ElectroSpray lonisation, ESI [€) et I'ionisation par
laser assistée par une matrice (Matrix Assisted Laser Desorption-lonisation, MALDI 1), ce qui a valu le prix Nobel
a Fenn & Tanaka en 2002. Avec ces deux modes d'ionisation, il est progressivement devenu possible d’atteindre

la mesure de masse de protéines de plus d'1 MegaDalton.
La source d'ions est donc un élément clé d'un spectrométre de masse, qui sous une forme simple est

constitué de quatre parties distinctes : une source, un analyseur, un détecteur et un systéme informatique
(Figure 111.8).
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Source d’ions : Analyseur : : . . )
production en phase separation des ions . Detecteur Systéme informatique :
gazeuse en fonction de leur > detecl‘,tlon des ™ traitement du signal
rapport m/z lons

Figure IIl.8 : Schéma simplifié d’un spectrométre de masse

Les ions produits en phase gazeuse dans la source sont séparés dans I'analyseur en fonction de leur
rapport m/z avant d’atteindre le détecteur. Le systeme informatique a pour fonction le pilotage du spectrometre,

I'acquisition et le retraitement des données.

Les deux méthodologies qui se sont imposées pour I'étude des macromolécules biologiques, produisent
tres majoritairement des ions stables. Pour obtenir de linformation sur la structure de ces ions, la solution
technique qui s’est imposée consiste a déstabiliser ces ions par des collisions, puis a analyser les ions fragments
produits selon leur rapport m/z avant la détection. On parle alors de spectromeétre tandem ou MS/MS, ou

éventuellement de spectrométrie de masse multiple (MSn).

Différentes combinaisons d’analyseurs peuvent étre utilisées pour constituer un instrument tandem dans

lequel la MS/MS est réalisée dans I'espace (Figure 111.9).

MS/MS dans
I'espace
Source d'ions _ MS1 Cellule de MS2 1
*| (Quadrupdle) collision > (ToF) > Detecteur
MS/MS dans le
temps
Temps 1
Source d'ions > MS1 ___, Temps2 ,| Temps3 ,| Détecteur
Collision MS2

Figure IIL.9 : Schéma de différentes combinaisons d’analyseurs en mode tandem : exemple de MS/MS dans I’espace
avec un Q-ToF, et dans le temps (piége ionique).

Pour notre étude, nous avons choisi d’utiliser un analyseur de masse de type piege ionique, permettant

une spectrométrie de masse multiple réalisée dans le temps (Figure 111.9). Cet instrument comporte une source
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electrospray ESI (LCQ Advantage, Thermo Fisher). Seul cet appareillage sera détaillé dans les paragraphes

suivants.

II.1. La source electrospray

Cette technique de production d'ions a été décrite pour la premiére fois par Fenn & al en 1989 B, Au départ
cette méthode dite douce était dédiée aux protéines, mais tres rapidement son utilisation a été élargie pour
I'analyse par exemple de molécules polaires. De plus, cette source présente 'avantage de pouvoir étre couplée

directement avec un chromatographe en phase liquide.

11.1.1. Le principe de l'ionisation par électronébulisation

Pour ce type de source, la formation des ions se produit sous I'effet d’un champ électrique intense a pression
atmosphérique, en présence d'un gaz inerte (diazote) servant a assister la nébulisation et assurer la
désolvatation des ions. Le processus de formation peut s’expliquer en trois étapes :

- production de gouttelettes chargées
- fission des gouttelettes chargées en microgouttelettes

- émission des ions désolvatés en phase gazeuse

Dans une source ESI classique, I'échantillon a analyser est amené dans la source par un capillaire de
silice (de diamétre interne de l'ordre de 50 um, a un débit de quelques pL/min, qui peut aller jusqu’a plusieurs
centaines de uL/min selon les configurations des instruments). Le débit du gaz de nébulisation et désolvatation
est ajusté en fonction du débit de I'échantillon dans la source. L’électronébulisation est produite par application a
pression atmosphérique d'un fort champ électrique (3 a 6 kV) entre I'extrémité du capillaire (inséré dans une
aiguille métallique) et une contre électrode (capillaire et contre-électrode sont séparés de 0,3 a 2 ¢cm) (Figure
11.10).

Cdane d'echantillonnage
Contre-électrode { 'Skimmer'

Gaz séchant
Echantillon

e -

Analyseur
(1041 10-5 mbar)

(Gaz de nébulisatigh

Pression atmosphérique

@
A

\ Evaporation
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| 0/

Fissiondue ala
limite de Rayleigh @

Figure 110 : Schéma général d’une source électrospray (Micromass)
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Ce champ électrique permet d’avoir une accumulation de charges a la surface du liquide situé a
I'extrémité du capillaire, et ainsi d'imposer un mouvement électrochimique aux ions formés. L'ionisation par
electrospray peut étre assimilée a une cellule électrolytique. En mode positif, les cations migrent du capillaire
vers la contre-électrode, tandis que les anions vont vers le capillaire métallisé. L'émission continue des
gouttelettes fortement surchargées positivement qui forment le spray, génére un excés de charges négatives qui

est contrebalancé par une réaction d’oxydation a l'interface capillaire/liquide (Figure 111.11) [0,
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Figure I.11 : Représentation schématique du processus électrochimique de I'electrospray pour la
formation des ions positifs (figure modifiée d’aprés Kebarle, 2000 ) [°
7

L'application d’'un potentiel sur I'échantillon au niveau du capillaire, permet a l'interface air/liquide de se
polariser et de former quasiment un cbne, dit de Taylor. Sous I'accumulation des charges formées se forme une
extension. Lorsque I'équilibre entre les forces électrostatiques et la tension de surface du liquide est atteint, le
cone de Taylor est déstabilisé et des gouttelettes chargées sont émises (diamétre de l'ordre d'une dizaine a
quelques dizaines de microns). La déformation du céne de Taylor, génére des gouttelettes dites primaires (ou

meéres) possédant un excés de charges dépendant du mode de polarité (Figure 111.12) [0,

Figure 11112 : Limite de stabilité du cone de Taylor au-dela de laquelle des gouttelettes primaires sont émises
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11.1.2. La génération des ions en phase gazeuse

Sous leffet de la température de la source, du gaz de nébulisation, le solvant des gouttelettes
s'évapore, donnant ainsi naissance a des gouttelettes de plus en plus petites, conservant leur charge initiale
(processus de désolvatation). A cause des répulsions électrostatiques, la cohésion d’'une goutte n’est plus
assurée lorsqu’elle atteint la limite de Rayleigh ['"]. Cette limite de stabilité de la goutte correspond a son rayon
maximum en fonction de 'excés de charges grayieigh qu’elle contient.

12

Equation de Rayleigh qrayiigh = 87(€o ¥ R?)

Lorsque que le rayon R de la goutte atteint son maximum, le phénoméne d’explosion coulombienne est
observé, les gouttelettes éclatent en gouttelettes « filles », de plus en plus petites. Ce procédé en cascade se
poursuit jusqu'a la libération en phase gazeuse d’ions désolvatés. Deux théories se dégagent pour expliquer

I'émission des ions a partir des gouttelettes vers la phase gazeuse.

Dans le cas du spectrométre que nous avons utilisé (LCQ Advantage), la désolvatation des ions est
assurée par un transit dans un capillaire chauffé (température pouvant étre ajustée jusqu’a 300°C selon le débit
d’échantillon).

a) Le modéle de Dole

Plusieurs fissions successives conduisent a des microgouttelettes (de rayon proche de 1 nm),

comportant une ou plusieurs charges élémentaires, mais une seule molécule d'analyte. Apres évaporation du

solvant résiduel, les charges se localisent sur les sites permettant de générer l'ion le plus stable en phase

gazeuse. Ce modéle est appelé « modéle de la charge résiduelle »12 (CRM ou Charge Residue Model) (Figure

111.13).
@ .+

- ) B
© °

Figure 1113 : Modéle de la charge résiduelle par Dole
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b) Le modele d'lribarne et Thomson [*3]

Ce modéle, ou modéle d'évaporation ionique (IEM ou lon Evaporation Model), suggére que lorsque le

rayon des gouttelettes filles atteint un rayon inférieur a la limite de Rayleigh (inférieur a 10 nm), le champ

électrique est suffisamment important pour que les ions solvatés soient émis dans la phase gazeuse (Figure
l.14).

Figure Ill.14 : Modéle d’évaporation ionique par Iribarne et Thomson

D'apres différents travaux, un consensus se dégage pour considérer que l'ionisation des molécules de
hautes masses s'effectue selon de modéle de Dole, alors que pour les petites molécules le mécanisme est plutt
I'IEM.

11.1.3. Mode d’introduction de I'échantillon

La méthode la plus simple est l'infusion : I'échantillon a analyser est introduit a I'aide d’'un pousse-
seringue connecté au capillaire de silice de fin diamétre de la source. Dans notre cas, nous avons utilisé un

pousse-seringue KD Scientific avec une seringue de 250 ulL et un débit de 6,6 pL/min.

La chromatographie en phase liquide est un mode d'introduction de I'échantillon qui permet de disposer
en amont du spectrometre de masse d'un moyen de séparation des composés a analyser. Notamment, les
formulations d’éluant frequemment utilisées en chromatographie a polarité de phase inversée sont compatibles
avec lanalyse par spectrométrie de masse, moyennant quelques ajustements (remplacement de l'acide
trifluoroacétique par I'acide formique, ou limitation de la concentration de TFA a 0,05% ; utilisation exclusive de
tampons volatils). De plus, la chromatographie a polarité de phase inversée est un moyen tres efficace de
dessalage des échantillons a analyser, permettant ainsi de limiter la formation d’adduits de sodium et de
potassium pour les ions. Dans notre cas, nous avons utilisé un chromatographe de type Advantage (Thermo
Fischer) avec des colonnes C18 de 2 mm de diamétre et un débit de 0,2 mL/min transmis en intégralité dans la
source du spectromeétre de masse. Un détecteur UV est par ailleurs intercalé entre la sortie de colonne et I'entrée

de la source, permettant une analyse a différentes longueurs d’'ondes dans 'UV.
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11.2. L’Analyseur

Paul ' et Steinwedel ['3 ont décrit en 1960, pour la premiére fois le filire de masse quadripolaire,
couramment désigné sous le terme de quadripble, et le piége ionique quadripolaire. Ce dernier a ensuite été

modifié en analyseur pour la spectrométrie de masse par plusieurs constructeurs.

11.2.1 Principe du piége ionique

Cet analyseur est constitué de trois parties : une électrode circulaire de section hyperbolique et deux
électrodes chapeaux (également de géométrie hyperbolique). Les ions issus de la source d'ionisation sont guidés
jusqu’a l'analyseur et passent a travers I'une des électrodes chapeau et sont éjectés par I'électrode chapeau

opposée (suivant I'axe z) (Figure 111.15).

Electrode
circulaire

Ejection

Injection >
des ions

des ions

t Electrodes _f

chapeaux

Figure Il1.15 : Schéma en coupe du piége ionique quadripolaire.

Ces ions sont soumis au potentiel appliqué a I'électrode circulaire (+do et —®o) qui comprend une

composante continue U et une composante sinusoidale Vcosawt :

@y = U + Vcosmt (ou la pulsation w correspond a une radiofréquence, proche de 100
MHz)

Les électrodes chapeaux ne sont utilisées que pour leur appliquer des potentiels auxiliaires de quelques
millivolts pour déstabiliser les ions.

Les ions issus de linterface sont piégés dans I'analyseur sous l'effet d’'un champ quadripolaire généré
par la radiofréquence appliquée sur I'électrode circulaire. Des collisions successives avec les molécules du gaz
tampon (hélium) présent dans le piége a une pression voisine de 0,1 Pa, ralentissent les ions dont la trajectoire
est ainsi refocalisée au sein de I'analyseur. Les ions adoptent une trajectoire stable, formant une sorte de huit

dans l'espace (Figure 111.16).
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Figure 11116 : Trajectoire d’un ion dans le champ électrique d’un piége a ion

Dans le cas du piege ionique, les ions de différentes masses sont présents simultanément dans la
trappe. Le nombre d’ions admis dans le piége est limité de maniére automatique (fonction Automatic Gain
Control, AGC du LCQ) de maniére a éviter les phénoménes parasites dus a la répulsion électrostatique (effet de
charge d'espace). Ceci permet de prendre en compte la variation du flux d’'analytes engendrée par une

séparation chromatographique en amont du spectrométre de masse.

Le mouvement d’un ion au sein du piége, suit une trajectoire oscillante close, décrite par des équations
différentielles, analogues aux équations de Mathieu qui s’appliquent aux analyseurs quadripolaires. L’analogie
entre ces équations a permis de déterminer les valeurs des paramétres a, (accélération) et qu (charge), en
fonction des tensions U (tension continue) et V (amplitude radiofréquence), pour lesquelles les trajectoires des
ions n’excedent jamais les dimensions zo et rodu piege ionique (u = r ou z, u étant les coordonnées de l'ion dans

I'espace). L'analyse des ions selon leur rapport m/z est réalisée par une expulsion contrdlée vers le détecteur.

Le mode d’analyse simple (Full scan) permet d’obtenir les valeurs de m/z des espéces multi-chargées.
Le nombre de charges d’un ion peut étre confirmé par un balayage restreint autour de la valeur m/z de lion.
Cette fonction ZoomScan du LCQ permet de différencier le nombre de charge des ions mono, doublement et
triplement chargés (I'écart entre deux ions du massif isotopique d’un ion doublement chargé est de 0,5 Th) dans
le cas du spectrométre LCQ, il n'est plus possible de différencier de maniere certaine un ion portant 4 charges
(écart de 0,25 Da) d’un ion portant 5 charges (écart de 0,20 Da)).

En mode MS/MS, seul les ions ayant un m/z donné sont conservés dans le piége ionique, les autres
étant éjectés. Cette sélection peut étre réalisée a £ 1 Th autour de la valeur sélectionnée. La fragmentation des
ions est alors obtenue en augmentant les valeurs de potentiels appliquées aux électrodes pour augmenter leur
énergie cinétique. De multiples collisions ont lieu avec les atomes d’hélium présents dans le piége. Les ions
précurseurs vont ainsi étre excités et pouvoir se dissocier en ions fragments. Par expulsion du piége, ces

derniers sont analysés selon leur valeur de m/z et détectés. Ce processus de fragmentation peut étre répété
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jusqu'a 9 fois dans le cas du LCQ. Toutefois le nombre de cycles de sélection/fragmentation est limité par la

quantité d'ions pouvant étre emmagasinés dans le piege (Figure 1I1.17).
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82



CHAPITRE Ill : Matériels et Méthodes

11.2.2. Le spectrométre LCQ Advantage plus en détail (Figure 11.18)
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Figure Ill.18 : Spectrométre de masse LCQ (Source ESI ; CT : Capillaire de transfert ; LT : Lentille tube ; O1:
Premier octopdle ; 02 : second octopdle ; Pl : Piége lonique ; en gris : les pressions des compartiments)

La source ESI est dite orthogonale, car I'échantillon est amené dans la source a 90° par rapport a
I'orifice du c6ne d’entrée de I'analyseur comme cela est montré sur le schéma ci-dessus. Le premier cone est
suivi d'un capillaire de transfert métallique (CT) chauffé entre 20 et 300°C. Ce capillaire métallique long d’une
quinzaine de centimétres permet une désolvatation optimale des ions en adaptant la température au débit
d’entrée de I'échantillon. Ce capillaire est prolongé par une lentille tube (LT), qui permet de focaliser les ions
issus du CT vers un autre cone « écumoire » (skimmer). Au niveau de LT régne une pression encore
relativement élevée (1 Torr). Ensuite les ions sont focalisés et transmis par deux octopdles O1 et 02 successifs
avant l'injection dans le piege ionique (PI). Un pompage secondaire permet d'atteindre le vide requis par le
fonctionnement de I'analyseur.
La gamme de masse de I'appareil s’étend de 50 a 2000 Th, I'exactitude de mesure de masse est de I'ordre de
0,05 Th.

a) Détermination de masse moléculaire

L’ionisation par électronébulisation produit des ions multichargés. Un calcul simple, pouvant étre réalisé
par un logiciel de déconvolution spectrale, permet de remonter a la masse d’'une molécule neutre M a partir de
deux ions consécutifs porteurs respectivement de z et (z+1) charges (Figure 111.19). En effet le spectre nous

donne les valeurs m et my de deux pics tels que :
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_ M+(z+1) M+z
m=— m; =
(z+1) z
avec: z: la charge M : masse moléculaire théorique my m2 deux pics consécutifs

On en déduit aisément :

z=(m1—1)l(m2—m1)
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Figure 1119 : Spectre ESI en mode positif de I’Angiotensine I. MH*théorique = 1296,48. On distingue I'ion monochargé, le dichargé
et le trichargé.

En mode ZoomScan notamment, la résolution du LCQ est suffisante pour déterminer la masse
monoisotopique de peptides a partir de leurs ions doublement ou triplement chargés dans la gamme allant
jusqu’a 2000 Th.

lll. Couplage de la chromatographie en phase liquide et de la spectrométrie de
masse

Comme nous l'avons vu précédemment, l'ionisation par électronébulisation est réalisée a partir d'un
échantillon introduit dans la source en phase liquide. De ce fait, 'ESI est une méthode idéale pour coupler la
chromatographie liquide a un spectrométre de masse (Figure 111.20), en particulier dans le cas de la

chromatographie a polarité de phase inversée.
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Dans ce mode de chromatographie, la phase stationnaire est une silice greffée (a partir de ses fonctions
silanols) par des chaines alkyles, ce qui confére un caractére fortement hydrophobe a ce support si I'on choisit
des chaines longues de type octadécyl. Dans un tel systéme, 'eau a un pouvoir éluant pratiquement nul. De ce
fait, c’est une méthode de choix pour effectuer le dessalage d’analytes : en utilisant 'eau comme seul éluant, ils
sont retenus sur la colonne et les sels peuvent étre éliminés. Une force éluante croissante est obtenue a l'aide de
modifiants organiques tels que le méthanol et 'acétonitrile, ou I'isopropanol pour les solutés les plus retenus, en

opérant selon un mode programmé de gradient d’élution.

HPLC " | Détecteur UV-visible * | Spectrométre de masse |

Figure 111.20 : Schéma de la chromatographie liquide couplée a un spectrométre de masse

Dans le cas du couplage avec la spectrométrie de masse ESI, il faut veiller a n'utiliser que des tampons
volatils. L’acide trifluoroacétique fréquemment utilisé pour les séparations de peptides et protéines tend a former
de paires d'ions et a diminuer le signal en mode ESI. Il est donc substitué le plus souvent par de I'acide formique

ou acétique.

Le déroulement de la séparation chromatographique peut étre suivi par un spectrophotometre UV, avant
la transmission de I'éluant au spectrométre de masse. Dans le cas de l'analyse des peptides, les longueurs
d’'onde utilisées étaient 214 nm (détection de la liaison peptidique) et 280 nm (présence de Tyr et Trp). Dans le

cas de l'analyse des polyphénoals, les longueurs d’'ondes choisies étaient 280 et 320 nm.

IV. ELECTROPHORESE 1D

Nous avons utilisé cette méthode de séparation pour analyser les protéines salivaires.

L'origine de I'électrophorése remonte en 1892, par S.E Linder et H. Picton qui s'inspirérent des travaux
de H. Von Helmholtz. Ce dernier a montré que sous I'effet d’'un champ électrique, il était possible de déplacer des
particules chargées vers le pdle de signe opposé a leur charge. Il faut attendre 1969 avec Beber et Osborn qui
introduisent I'agent dénaturant de sodium dodécyl sulfate (SDS) pour voir la séparation de différentes sous-unités
protéiques. L'utilisation de gels, permettant une meilleure résolution, a remplacé les supports poreux utilisés en

couche mince pour la séparation de molécules de hauts poids moléculaires.

Le principe de I'électrophorése repose sur le déplacement d’espéces ionisées sous l'effet d’'un champ

électrique, les anions migrant vers la cathode, les cations vers I'anode. Les caractéristiques propres aux espéces
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(propriétés hydrodynamiques) et les conditions de I'électrophorése vont avoir une influence sur la distance

parcourue et la vitesse de migration des ions.

Pour étudier les protéines, I'électrophorése est pratiquée avec des gels de polyacrylamide, obtenus par
polymérisation du monomere d’acrylamide, unité de base, et de bisacrylamide, agent de réticulation. La
proportion en acrylamide va définir le maillage et donc la densité du gel. Si la proportion en acrylamide est
grande, les mailles du réseau seront donc serrées, seules les petites molécules pourront étre séparées (Figure
ll.21).

o NH o
ﬁ/ z NH,
NH / H Hy H 2
/\H/ 2 . NH t‘z NH ----tH,C—C c —c cC—Cc—--1--
NH NH N i
o

o O  catalyse radicalaire [e)

acrylamide bisacrylamide

NH
o NH; o NH,
o
Hy Hy
----- H,C——CH ¢ —C—FC —C——--F--
2 H H

Figure Ill.21 : Mécanisme de polymérisation de I’acrylamide par catalyse radicalaire

Dans notre cas pour séparer les protéines salivaires, les gels sont constitués de 15 % d’acrylamide pour
le gel de séparation et de 5 % pour le gel de concentration (le protocole sera présenté dans le chapitre VIII).

La polymérisation du gel se fait par réaction radicalaire, initiée par le persulfate d'ammonium et
catalysée par le TEMED (N'-N-N'-N'-tétraméthyléne diamine).

Compte tenu de la diversité des structures des protéines et de leur répartition de charges a un pH
donné, il n’est pas possible de déterminer avec précision la masse moléculaire de protéines natives. La méthode
la plus utilisée a cette fin fait appel au dodécyl sulfate de sodium (SDS), d'ou la désignation courante de SDS-
PAGE (pour Poly Acrylamide Gel Electrophoresis). Le SDS est un détergent anionique fort, qui a la propriété de
dénaturer les protéines tout en se liant a elles. La quantité de SDS liée (et donc le nombre de charges
introduites) est globalement proportionnelle a la masse moléculaire des protéines. Il est ainsi possible de séparer
des protéines dénaturées en fonction de leur masse moléculaire. Avant de dénaturer les protéines, ces derniéres

sont traitées par un agent réducteur, le béta-mercaptoéthanol, qui va réduire les ponts disulfures.
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L’électrophorése SDS-PAGE est complétée par la mise en place d'un gel de concentration ou

« stacking ». Il permet une entrée homogéne dans le gel de séparation d’échantillons de volumes sensiblement
différents (Figure 111.22)

[R{RTR TR A AL

Gelde concentration

Gelde séparation

Figure lll. 22 : Gel électrophorése

Aprés migration, les protéines du gel sont révélées par une technique de coloration bien spécifique

selon I'utilisation, dans notre cas soit au Bleu de Coomassie R250, soit au nitrate d’argent.

La révélation au bleu va nous permettre de distinguer les protéines riches en prolines qui vont se colorer

en violet (phénoméne métachromatique : les protéines contenant des résidus hydrophobes et des résidus

prolines en grand nombre apparaissent en bandes de couleur rose a violette). Cette coloration est une méthode

quantitative. La révélation a I'argent permet d’obtenir une meilleure limite de détection que la coloration au bleu,

mais n’est pas quantitative.

10.
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Chapitre 1V : Etude de I’astringence en phase liquide au moyen d’une sonde peptidique

CHAPITRE IV :

ETUDE DE L’ASTRINGENCE EN PHASE

LIQUIDE AU MOYEN D’UNE SONDE
PEPTIDIQUE
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Chapitre 1V : Etude de I’astringence en phase liquide au moyen d’une sonde peptidique

Depuis pratiquement un siécle les composés phénoliques font I'objet de nombreux travaux allant de
I'étude de leur implication dans le monde végétal a celle de leur role dans I'alimentation. Les premiers travaux sur
la notion d’astringence remontent aux années 1980. L’étude au niveau moléculaire de cette sensation, résultant
des interactions entre les composés phénoliques et les protéines salivaires, doit contribuer @ une meilleure
compréhension de ce phénomene avec pour objectif final son contréle. La maitrise de I'astringence constitue en

effet un avantage important pour l'industrie agroalimentaire et crucial pour les applications cenologiques.

Les études actuelles font souvent appel a des techniques trés performantes telles que la Spectrométrie
de Masse et la Résonance Magnétique Nucléaire, couplées a des techniques de séparation (électrophorése,

chromatographie).

Nous avons vu qu'un travail préliminaire réalisé au cours de son doctorat par B. Plet [l a conduit a
I'élaboration d’une échelle d'affinité de polyphénols envers un peptide modele, mime des PRP basiques. Ce
travail reposant sur la caractérisation de complexes par une spectrométrie de masse résolue en énergie (ERMS),
I'échelle daffinité concerne les interactions observables en phase gazeuse. Dans ce cas particulier, le role
prépondérant des interactions hydrophiles dans la formation du complexe a été mis en évidence. L’échelle
d’affinité ainsi obtenue permet de refléter des différences subtiles de structure des polyphénols modéles utilisés.
Cependant, la méthode utilisée présente deux limitations:

- Elle est difficilement applicable au cas de mélanges complexes de polyphénols

- Elle ne prend pas en compte, en premiére approximation, les effets hydrophobes qui
peuvent intervenir dans la formation des complexes entre peptides et polyphénols
intervenant dans la complexation, puisque le processus d'électronébulisation tend a
éliminer le solvant aqueux.

Ces limites nous ont amené a développer une stratégie permettant d’étudier cette interaction en phase
liquide.

Nous avons fait le choix de conserver, comme modeéle simplifié de protéines salivaires riches en prolines
basiques, le peptide IB714 (Figure IV.1) sur lequel a porté 'étude en phase gazeuse. Ce segment de quatorze
acides aminés du domaine N-Terminal de la protéine IB7 présente un intérét triple:

- Il est strictement conservé dans la séquence de toutes les PRPbasiques

- Il comporte le motif de cinqg (PQGPP) et de neuf acides aminés (PPGKPQGPP), répétés
dans la séquence des PRPb et conservés d’une PRPb a l'autre

- Sa taille réduite (14 acides aminés, [M + H]* = 1300,6 Da) en fait un objet facilement
analysable en spectrométrie de masse avec un piége ionique dont la gamme de masse est
limitée a 2000 Th.
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14
IB7 SPPGKPQGPPPQG§QPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPAQGDNKSR59

Figure IV.1 : Structure primaire de la protéine salivaire riche en proline basique IB7. En rouge délimitation du
peptide IB71a.

De plus, comme notre stratégie consiste en I'élaboration d’'une sonde peptidique obtenue par greffage de ce
peptide sur un support solide, la structure étendue du peptide (informations obtenues par dichroisme circulaire et

modélisation moléculaire) est de nature a faciliter son immobilisation.
|. Elaboration de la sonde peptidique

1.1. Fonctionnalisation des billes magnétiques

La sonde est réalisée a partir de billes magnétiques fonctionnalisées en surface par des groupements
carboxylates. Les billes sont monodispersées, constituées d’'un noyau magnétique encapsulé dans un polymére
réticulé hydrophile.

Pour offrir une surface de contact importante, nous avons choisi une des plus petites tailles de billes
disponibles a partir d'une source commerciale (granulométrie des billes 200 nm, Ademtech). Les billes sont en
suspension dans une solution aqueuse contenant 0,09 % d'azidure de sodium (agent de conservation). La
premiére étape consiste a laver les billes. Les groupements carboxyliques sont ensuite activés par l'agent de
couplage EDC (1-éthyle-3(3-diméthylaminopropyle)- carbodiimide), formant ainsi des esters activés comme

intermédiaires de réaction (Figure IV.2).

Ry R

Rs
o o] R
JL (\:C:N/ JL \m / i HN/R3
N*=—C=—7=N
R OH —_— Ry o + H/ RJLOJ%N/RZ
1

Ester activé

R1 = billes magnétiques
EDC

R2 = CH,CHs
R3 = CgHy,N

Figure IV.2 : Mécanisme réactionnel simplifié de la formation de I'ester activé a partir des acides carboxyliques en
surface des billes magnétiques
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1.2. Greffage du peptide sur les billes magnétiques et détermination du rendement de greffage

9(1% HN/RS h i o R, o
4
J% P A G JLOH _— J-L """ )L
R o N HZNJ\F R, N OH
H
+

\—/ | |

R1 = billes magnétiques J\

EDC Re—y N—Re

R2 = CH,CH3 H H
R3 = CsHoN

R, chaine latérale de I'acide aminé

Figure IV.3 : Mécanisme réactionnel de la formation de la liaison amide entre I'ester activé et 'amine primaire du
peptide IB714.

Ces intermédiaires de réaction réagissent avec le peptide (attaque de I'amine primaire du peptide sur I'ester)
pour former une liaison amide (liaison peptidique) (Figure IV.3).

Les billes sont ensuite remises en suspension dans une solution de tampon Tris pour bloquer les
fonctions carboxylates n‘ayant pas réagi. Enfin les billes sont lavées avant stockage en milieu tamponné.

La réaction de greffage a pour cible le groupement amino-terminal du peptide. Or, le peptide IB7+4
possede aussi une lysine en position 5; il n’est donc pas exclu que le greffage se fasse partiellement a ce niveau.
Cependant, les PRP étant connues pour avoir une structure en « random coil » (étendue), on peut émettre
I'hypothése que si 'amine de la chaine latérale de la lysine se lie aux billes, le peptide conservera malgré tout sa
capacité a interagir avec les polyphénoals, les résidus du peptide impliqués (principalement les prolines) étant
toujours accessibles.

Sachant que les billes présentent une capacité de fixation de 10 & 50 ug de peptide par milligramme, les
expériences de greffage ont été engagées avec des quantités de 30 g a 150 g de peptide IB714 pour 3 mg de
billes. Le rendement de greffage du peptide sur les billes magnétiques fonctionnalisées est déterminé par dosage
du peptide avant et apres greffage par mesure de I'absorbance dans 'UV. Pour réaliser cette quantification il
nous a fallu au préalable déterminer le coefficient d’extinction molaire du peptide.

Comme le peptide ne contient pas de résidu aromatique, I'absorbance est mesurée a 190 nm avec au
moins trois mesures séparées (spectre d’absorbance présenté entre 190 et 390 nm, Figure IV.4). Le solvant

utilisé présentant une absorbance a cette longueur d’onde, un blanc est réalisé pour chaque mesure.
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0 T T T T
190 240 290 340 390 longueur donde ennm

Figure IV.4 : Spectre d’absorbance du peptide IB714 (trois mesures distinctes)

Le coefficient d’extinction molaire est déterminé pour le maximum d’absorbance obtenu avec une

solution de peptide de concentration 5,61.10-° M, gréce a la loi de Beer-Lambert :

Abs= CxIx €&

(I'- longueur de la cuve en cm, C : concentration en mol.L-", &: coefficient d’extinction molaire en L-mol'-cm-)

Nous avons déterminé un coefficient d’extinction molaire moyen ¢ a température ambiante de (80000 = 3000)

L.mol'.cm-".
La détermination du taux de greffage passe par la détermination de la part de peptide non greffé (Figure

IV.5). Cette derniere est obtenue par mesure de I'absorbance du surnageant du mélange réactionnel aprés

couplage (les billes ayant été séparées par centrifugation). Figure IV.5 : Evaluation de la part
2,5 q
2 IB7,, non greffé en solution avec EDC

m
1

solutjon de couplage EDC

o Absorbance

IB7,, non greffe

0 , . . .
190 240 290 340 390Iongueurd onde ennm

de peptide non greffé au moyen de mesures d’absorbance UV
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Le Tableau IV.1 présente les rendements de greffage obtenus pour différentes quantités de peptide

engagées. Le rendement de greffage moyen est de (94 + 1) %.

Quantité de IB744
Pour 3 mg de
billes

160 pg

146 pg

146 pg

146 g

75 g

105 pg

Rendement de
greffage moyen

94 +1%

9B*+1%

B+1%

9%+1%

94 +1%

9%B+1%

Pour 1 mg de
billes

38,4 nmoles

34,7 nmoles

35,0 nmoles

35,6 nmoles

18,2 nmoles

25,7 nmoles

1.3.Conclusion

Tableau IV.1 : Rendements de greffage

A ce stade, I'élaboration de la sonde peptidique sur des billes magnétiques ne semble avoir présenté

aucune difficulté particuliére. Ainsi, on retiendra que le protocole utilisé permet la fixation de 18 a 38 nanomoles

de peptide IB714 par milligramme de billes. On note cependant que le greffage du peptide sur les billes peut se

réaliser sur la partie N-Terminale et sur la chaine latérale de la lysine 5. Les expériences d'interaction avec des

polyphénols devront donc étre menées avec un seul et méme lot de sonde peptidique. De plus, on peut supposer

que l'absence d'information sur la densité des groupements carboxyliques en surface des billes magnétiques

peut étre une variable supplémentaire, le fournisseur ne donnant qu'une fourchette de concentration pour les

fonctions réactives en surface des billes.
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Il. Etude des polyphénols modéles

I1.1. Choix des polyphénols

Notre travail a pour objectif I'élaboration d’'une échelle d’affinité en phase liquide, mais aussi la
comparaison de celle-ci avec I'échelle établie précédemment en phase gazeuse. Pour cette raison, nous avons
retenu dans un premier temps les quatorze polyphénols étudiés en phase gazeuse (structures présentées sur la
Figure IV-6). lls sont représentatifs de cing des six sous-classes des flavanoides : flavanoles, flavonoles,

flavones, flavanones, isoflavones.

Cependant la stratégie envisagée, avec les nombreux contrbles qu’elle impose, est particulierement
lourde dans le cas d’'un nombre aussi important de composés. Nous avons donc limité dans un premier temps
I'analyse & un nombre réduit de composés pour tenter de valider 'approche.

Cing composés (quatre diméres et un trimére, représentés en vert sur la Figure IV-6) ont été écartés
d'emblée, car leur production au laboratoire a impliqué une synthése chimique multi-étapes et a faible
rendement, rendant délicate leur utilisation (les quantités disponibles au début de ce travail n’étaient pas

suffisantes et le colt de versions commerciales de ces composés est dissuasif).

Parmi les neuf composés restants nous n’avons retenu que ceux qui offrent des conditions d’analyses

compatibles avec notre stratégie (description dans le paragraphe suivant).
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Figure IV.6 : Les quatorze composés phénoliques analysés en infusion par spectrométrie de masse (ERMS)
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1.2. Analyse des polyphénols par spectrométrie de masse ESI-Piege ionique

Si notre objectif se limitait a I'étude de l'interaction de la sonde avec des polyphénols purs, nous aurions
pu déterminer des conditions d’analyse par spectrométrie de masse optimales pour chacun d’eux. Or nous
envisageons d'étudier l'interaction de la sonde avec des mélanges de polyphénols plus ou moins complexes
allant jusqu’au cas le plus complexe: le vin rouge. C'est la raison pour laquelle il nous a fallu déterminer des
conditions d’'analyses adaptées a la majeure partie d’entre eux méme si ces conditions n’étaient optimales pour
aucun.

Pour le choix du solvant dans lequel les polyphénols sont analysés, nous avons sélectionné des
conditions proches de celles dans lesquelles l'interaction se produit en bouche lors de la dégustation d'un vin. Le
vin étant un milieu hydroalcoolique acide (concentration en éthanol d’environ 12 & 14 %, pH = 3, 5 selon les
cépages) nous avons choisi un mélange eau/éthanol/acide acétique 89/10/1.

L’analyse des composés phénoliques est réalisée sur un spectrometre de masse LCQ Advantage
(Thermo) en mode positif, a une concentration de 35.10% mol.L-'. Les spectres présentés ci-apreés ont été
réalisés en infusion a un débit de 6 plL/minute. Les paramétres de base des conditions d'ionisation sont

présentés dans le Tableau IV.2.

Source ESI Mode positif
Gaz de nébulisation (u.a) 20

Gaz auxiliaire (u.a) 0

Tension de spray 4.5kV
Température du capillaire de transfert 200 °C
Tension du capillaire de transfert 10V
Lentille de tube 0

Tableau IV.2 : Paramétres de base des conditions d’ionisation en mode positif

Dans ces conditions, la faible réponse obtenue pour certains polyphénols nous a amené a les
disqualifier. C’est le cas de la catéchine et de la lutéoline. Sur les spectres présentés Figure IV.7, on peut
remarquer que le monomeére d'épicatéchine (a) est observé dans des conditions acceptables de rapport
signal/bruit, mais que ce n’est pas le cas des deux autres composés, lutéoline (b) et catéchine (c), noyés dans le

bruit de fond (pour des concentrations compatibles avec notre stratégie).
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Figure IV.7 : Spectres (mode positif) de trois polyphénols (a) épicatéchine, (b) lutéoline, (c) catéchine
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Dans ces conditions d’analyse dites « moyennes » cing composés seulement sont retenus sur le seul
critere de la sensibilité¢ de la réponse en spectrométriec de masse dans les conditions choisies (spectres
présentés Figure IV.8, structures moléculaires encadrées dans I'échelle d’affinité en phase gazeuse rappelée
Figure IV.9) :

- AN (apigénine-7-O-néohespéridoside) (a)
- AG (apigénine-7-O-glucoside) (b)
- NN (naringénine-7-O-néhespéridoside) (c)
- QR2 (quercétine-3-O-rutinoside) (d)
- Epi (épicatéchine) (Figure IV.7)
L'un des intéréts présentés par ces molécules vient de la variété structurale induite par des substitutions
différentes d’'un noyau flavane commun. Elles différent par :
- Le degré d'oligomérisation des groupements sucres en périphérie du noyau flavane : deux
pour QR2, AN et NN, un pour AG, zéro pour I'épicatéchine.
- Lanature des sucres : NN et AN sont des neohesperidosides, QR2 un rutinoside et AG un
glucoside.
- La position des sucres : substitution du noyau flavane en 3 du cycle C (QR2) ou en 7 du
cycle A (AG, AN, NN).
La signature spectrale de chacun de ces composés sera décrite ultérieurement. Ces molécules sélectionnées ne
représentent que quatre des six familles de flavanoides :
- Flavones : représentés par AN, AG
- Flavanol : Epi
- Flavonols : QR2

- Flavanones : NN

Deux familles manqueront donc a notre étude : les anthocyanidines (déja absentes de I'étude d'affinité
en phase gazeuse) et les isoflavones. Deux isoflavones (daidzéine et daidzéine-7-O-glucoside) avaient été
étudiées en phase gazeuse et avaient montré une faible affinité pour le peptide IB7+4. Leur absence dans notre
étude ne semble donc pas préjudiciable pour une premiére approche, & moins d’observer un bouleversement

radical de 'ordre relatif d’affinité obtenu en phase gazeuse.
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Figure IV.8 : Signature spectrale des composés retenus par spectrométrie de masse ESI-piége ionique (les pics
encadrés correspondent au pic [M + H] *.
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Les caractéristiques de structure des cing composés retenus peuvent soit défavoriser I'interaction avec
la sonde peptidique (en raison de I'encombrement stérique que les groupements sucres engendrent), soit la
favoriser (en fonction du nombre de sites donneurs de liaisons hydrogénes que constituent les hydroxyles des
sucres). Les caractéristiques de structure sont reprises sous la forme du Tableau IV.3, pour évaluer le potentiel a
interagir avec la sonde en fonction du nombre de degré de liberté et du nombre total de sites donneurs de
protons.

Polyphénols Nombre de degrés de Sites donneurs de
Masse molaire (g.mol) liberté protons
QR2 (610) 213 10
NN (580) 213 8
AN (578) 207 8
AG (432) 147 6
Epi (290) 99 5

Tableau IV.3 : Caractéristiques des 5 polyphénols modéles

La Figure IV.9 permet de visualiser la position de ces polyphénols sur I'échelle d’affinité établie en
phase gazeuse. Les cing composés présentent des affinités différentes pour le peptide I1B714 et sont répartis de
fagcon homogene sur I'échelle d’affinité relative (en 3éme, Géme, 8éme q1éme gt 14éme position).

L'étude de l'interaction des composés retenus avec la sonde peptidique peut alors étre menée en deux

temps : sur les composés seuls dans un premier temps, puis avec des mélanges de ces mémes composeés.
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encadrés en bleu
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lll.  Etude de I'interaction sonde peptidique/polyphénols

IlI.1. Principe de I'étude de l'interaction

L'interaction sonde peptidique / polyphénols a dans un premier temps été étudiée avec les composés

phénoliques pris séparément.

M ?{:!Polyphenols libres sy ADSORPTION:
o

Sedimentation quantitation by MS
Ly (o] des billes
+ 'm jﬁ \F magnétiques
EEE
SONDE PEPTIDIQUE Polyphenols en
interactions avec la
sonde P

Figure IV.10 : Principe de I'étude de I'interaction sonde peptidique/polyphénol

Nous avons choisi d'utiliser un rapport molaire sonde peptidique/polyphénols de 3/1, garantissant ainsi
un exces de peptide (favorisant I'interaction). Ce rapport molaire est gardé constant pour toutes les expériences
d’interaction : une expérience standard d'interaction engage 18 nmoles de peptide IB714 greffé et 6 nmoles de
polyphénols purs. Ceci revient & utiliser entre 0,47 et 1 mg de sonde peptidique selon que le taux de greffage du
peptide varie de 18 & 38 nmoles par milligramme de billes. La quantité souhaitée de sonde peptidique
(équivalente a 18 nmoles de peptide) est remise en suspension directement dans 173 UL de chaque solution de
polyphénols (soit 6 nmoles de polyphénal).

Avant utilisation, 3 mg de sonde peptidique sont lavés dix fois par 500 uL d’'un mélange eau/éthanal
(50/50) afin d’éliminer les réactifs utilisés lors de I'étape de greffage et d’éviter ainsi tout relarguage de composés
susceptibles d'interférer lors de l'analyse par spectrométrie de masse. Des solutions fraiches des cing
polyphénols purs (AN, AG, NN, QR2, Epi) sont préparées avant chaque expérience a la concentration de 35.10¢
mol/L dans un mélange eau/éthanol/Acide acétique (89/10/1%).

Aprés 60 minutes d'agitation mécanique a 37°C, les billes sont isolées par centrifugation et le
surnageant contenant les polyphénols non retenus par la sonde peptidique (polyphénols libres) est récupéré
(Figure 1V.10).

Les polyphénols libres sont alors dosés par spectrométrie de masse. La quantité de polyphénols captés
par la sonde sera obtenue par différence entre la quantité totale de polyphénols utilisés pour I'interaction (avant

addition a la sonde peptidique) et la quantité de polyphénols libres, selon 'équation simple :

Polyphénols retenus = Polyphénols totaux — Polyphénols libres
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lIl.2. Quantification par spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse n’est pas une méthode quantitative au sens strict. L'intensité du signal
obtenu en spectrométrie de masse pour un méme échantillon (par exemple une molécule pure en solution dans
un solvant adéquat) peut varier d’'une analyse a l'autre alors que les parametres d’analyse restent inchangés.
L’état de propreté de certains organes du spectrométre (notamment le cone métallique, le capillaire chauffé ou
encore le capillaire en silice dans le cas du spectrometre LCQ) peuvent alors étre incriminés pour expliquer ce
phénoméne. Par ailleurs ce phénoméne est encore plus marqué quand la composition de I'échantillon devient
plus complexe (augmentation du nombre d’espéces, phénoméne d’ionisation sélective), quand le rapport des
especes analysées varie ou quand la composition du solvant est modifiée.

Il est néanmoins possible de s’affranchir de ces limitations en ayant recours & un étalon interne.

I11.2.1. Choix de I'étalon interne

Idéalement I'étalon interne doit présenter des propriétés chimiques et physico-chimiques les plus
proches possibles des molécules a quantifier afin que ses conditions idéales d’'analyse en spectrométrie de
masse soient proches de celles des molécules a quantifier. Notre choix s’est porté sur un flavonol, la quercétine
(Figure 1V.11), présent sur I'échelle d'affinité en phase gazeuse comme ayant une affinité moyenne envers le
peptide. Ce composé présente I'avantage de donner une signature simple en spectrométrie de masse sous la
forme d'une seule espéce ionique [M + HJ]*. De plus ce composé n'interféere pas avec les autres composés
phénoliques retenus pour I'étude dans la mesure ou aucun hétéro-complexe non-covalent n'est détecté.
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Figure IV.11 : Spectre de masse en mode positif de la quercétine [M + H] = 303,3 Th

Il s’agit donc de quantifier les polyphénols totaux (contenus dans les 173 L engagés dans I'expérience
d’interaction) et les polyphénols non retenus aprés I'expérience d'interaction (contenus dans les 173 pL du
surnageant). L'analyse par spectrométrie de masse a été menée sur 20 L de chacun de ces deux échantillons.

Avant analyse, une quantité connue et fixe de standard (20 uL a 35.10-¢ M) est ajoutée a chaque échantillon. Les
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concentrations en standard et en polyphénol dans le mélange sont alors identiques : 17,5 M. L’analyse est
menée au moyen d’'un spectrométre de masse ESI-Piége ionique (Thermo) sur la totalité de chaque échantillon
(40 uL) amené en infusion au moyen d’une seringue.

Le spectre de masse exploité pour la quantification correspond a la somme des spectres de masse
individuels enregistrés au cours de I'analyse de la totalité de I'échantillon (40 uL). Ce spectre est alors normalisé
par rapport a lintensité du signal obtenu pour le standard (c'est-a-dire par rapport & lintensité du pic

correspondant a la quercétine, a m/z 303,3).

lI1.3. Signature spectrale des polyphénols étudiés

La signature spectrale des polyphénols est souvent complexe : en plus de la forme [M+H]*, 'observation
d’adduits de Na, K, d'oligoméres (diméres, triméres), voire d’'ions fragments, est fréquente. Ainsi pour que la
quantification d’un polyphénol donné soit fiable il est indispensable de prendre en compte I'ensemble de ces
especes.

La signature spectrale (dans les conditions d’analyse utilisées) des polyphénols étudiés est présentée
dans ce qui suit. Dans un premier temps, I'étude de l'interaction sonde peptidique/polyphénols n'a été réalisée
que sur trois composés phénoliques (Epi, NN et QR2). Suivant les résultats obtenus, nous pourrons ou non

valider I'ordre d'affinité établi en phase gazeuse, et décliner notre méthode aux deux autres polyphénols restants.

11.3.1. Signature spectrale de NN

L’analyse du polyphénol NN (dont le spectre est présenté Figure 1V-13) illustre bien cette complexité.
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Figure IV.12: Analyse par spectrométrie de masse ESI-Piége lonique du mélange [quercétine + NN]. Les
especes corrélées a NN sont entourées en bleu, celle de la quercétine est en vert.
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En plus du pic caractéristique correspondant au standard (M+H = 303,3), 10 espéces observées peuvent étre

reliées au polyphénol analysé:

1: [M+H] = 581,3 ion moléculaire de NN

2 : [M+Na]= 603,6 adduit de sodium

3: [M + K] = 619,5 adduit de potassium

4:[2M + Na] = 1183,9 dimére + adduit de sodium on

HO M= 434,12 g/mol
miz=4353

5
6 : [3M + Na]+ = 1763,3 trimere + adduit de sodium o
7

[2M + K] + = 1199,3 dimére + adduit de potassium Naringine-7-O-gucoside O
: [naringénine-7-0-glucoside +HJ*: 435,3 OH 7 O

OH o

8 : [naringénine-7-0-glucoside — (OH) +H]* = 419,3 perte d'un OH on

9 : [naringénine + HJ* = 273,3 W=272,0] gimol

mjz=273,3

10 : fragment non identifié* =891,3 HO

11: fragment non identifié* = 1470,3

OH [e]

* fragment non identifié= observé dans le spectre des ions fragments mais non corrélé a un élément de structure

Une telle complexité impose l'identification de toutes les espéces corrélées au polyphénol analysé afin
de ne pas fausser la quantification. Cependant le fait que notre stratégie de quantification soit basée sur une
différence d’abondance (entre « polyphénols totaux » et « polyphénols non retenus aprés interaction ») limite les
risques d’erreurs dans la mesure ou cette différence sera réalisée sur des espéces observées dans les deux
échantillons.

Cette complexité est I'une des raisons pour lesquelles, a terme, la stratégie devra absolument inclure
une étape de fractionnement en amont du spectrometre de masse sous la forme d’un couplage chromatographie
liquide-ESI-MS. La capacité d’adapter cette stratégie a des mélanges complexes passe par ce type de couplage,
sans quoi l'identification dans le spectre de chaque polyphénol et des espéces qui lui sont corrélées s'avererait

irréalisable.

111.3.2. Signature spectrale de QR2

Le méme type d’analyse a été réalisé pour QR2 (Figure IV.13). Au total sept espéces sont observées pour ce

polyphénol.
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Figure IV.13: Analyse par spectrométrie de masse ESI-Piége lonique du mélange [quercétine + QR2]. Les
espéces corrélées a QR2 sont encadrées en rouge, celle de la quercétine est en vert.

1: [M+H] = 611,3 ion moléculaire de QR2

2 : [M+Na]= 633,6 adduit de sodium

3: [2M + Na] = 1243,5 dimére + adduit de sodium
4:[2 M+ K] =1259,3 dimére + adduit de potassium
5 : fragment non identifie* = 476,3

6 : fragment non identifié* = 935,3

7 : fragment non identifie* = 1086,3

* fragment non identifié= observé dans le spectre des ions fragments mais non corrélé a un élément de structure

111.3.3 Signature spectrale de I'Epicatéchine

Pour I'épicatéchine, seul le pic pseudo-moléculaire @ m/z 291 est pris en compte (sur la Figure 1V.14

apparait la quercétine, étalon interne, a m/z 303,3).
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Figure IV.14: Analyse par spectrométrie de masse ESI-Piége lonique du mélange [quercétine + Epi]. Le pic de
I'épicatéchine est entouré en vert clair, celui de la quercétine en vert.
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Ill.4. Etude de I'affinité des polyphénols choisis pour la sonde peptidique

l1.4.1. Principe de la quantification des polyphénols et calcul d’affinité

Une fois la signature spectrale de chaque composé établie et les spectres normalisés par rapport au
standard interne (la quercétine), il est possible de passer a I'étape de quantification des polyphénols retenus sur
la sonde. Cela revient en fait a calculer la différence entre les intensités de pics selon :

[Somme des Intensités de pics polyphénols retenus ] = [Somme des Intensités de pics polyphénols totaux ] = [SOmme des

Intensités de pics polyphénols non retenus |

L’affinité du polyphénol pour la sonde peut alors étre exprimée comme un rapport entre polyphénols
retenus et polyphénols totaux :

E[-:h:-

Affinite = *100 | = Intensité de pic

E[m

La détermination des intensités de pic pour des espéces comme les polyphénols dont certains
présentent une signature spectrale complexe peut étre réalisée selon deux méthodes qui conduisent
sensiblement au méme résultat :

- Premiére méthode : calculer l'intensité de pic totale pour le polyphénol étudié en
établissant la somme des intensités de pic de chacune des espéces qui lui sont reliées.
Appliqguée aux polyphénols totaux et aux polyphénols non retenus, cette méthode
permetira de déduire l'intensité de pic des polyphénols retenus par la sonde peptidique.

- Deuxieme méthode : pour chaque espéce corrélée aux polyphénols étudiés, effectuer la
différence entre lintensité de picwta — I'intensité de picnon retenus. CecCi donne les
intensités de pic retenus pour chaque espéce corrélée. La somme de ces intensités de pic
correspond aux intensités de pics retenus du polyphénol.

La premiére méthode étant la plus simple a mettre en ceuvre, c’est celle que nous avons retenue.
a. Etude de linteraction sonde peptidique/NN
Les essais d'interaction et les analyses par spectrométrie de masse ont été réalisés dans les conditions

établies précédemment. Le spectre normalisé ci-dessous correspond a la quantité de NN totale, avant mise au

contact de la sonde peptidique (Figure IV.15).
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Figure IV.15 : Spectre normalisé correspondant a la quantité de NN totale(en bleu) avant mise au contact de la
sonde peptidique.

Le spectre présenté ci-dessous correspond a la fraction de NN contenue dans le surnageant des billes

(Figure IV.16).
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Figure IV.16 : Spectre correspondant a la fraction de NN (en bleu) contenue dans le surnageant en
présence de la quercétine (en vert).

Les données expérimentales de chaque expérience (avant et aprés mise en contact avec les billes)

seront détaillées dans la partie expérimentale (chapitre VII). Nous avons ainsi obtenu pour cette expérience une

valeur d'affinité de 20 %, avec une incertitude de mesure estimée a environ 3 %. La sonde peptidique permet

donc effectivement d’observer une interaction avec le polyphénol NN.

En tenant compte de la variabilité de réponse que peut introduire d’une part la possibilité de greffage en

deux points de la molécule de peptide, et d'autre part la densité de fonctions réactives en surface des billes, nous

avons reproduit cette expérience dans les mémes conditions d'interaction (temps de contact, température, et

rapport sonde peptidique/polyphénols identiques) avec un deuxiéme lot de billes magnétiques greffées avec le

peptide. Cette deuxiéme expérience nous a donné une mesure d'affinité de NN envers la sonde peptidique
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d’environ 36%, soit 1,8 fois plus que lors de I'expérience précédente. Une telle différence nous impose en
conséquence de travailler strictement avec le méme lot de billes pour comparer les affinités des polyphénols

modeles envers la sonde peptidique.
b. Etude de l'interaction sonde peptidique/QR2

Les essais d'interaction et les analyses par spectrométrie de masse ont été réalisés dans les conditions
établies précédemment pour le composé QR2. Les intensités des pics de chacune des espéces reliées a QR2
ont été extraites et utilisées pour calculer I'affinité.

En utilisant le premier lot de billes, nous avons obtenu une valeur d’affinitt de 28 % (avec une

incertitude d’environ 3%).
c. Etude de linteraction sonde peptidique/Epicatéchine

Pour ce composé dont la signature spectrale est simple, puisqu'une seule espéce est observée, la

quantification est simplifiée. La valeur d’affinité déterminée est de 4%, avec une incertitude de I'ordre de 1%.
d. Controle : utilisation d’'une sonde peptidique dite « témoin négatif »

Dans le but de s'assurer que les interactions mises en évidence précédemment ne sont pas
artefactuelles (dues a l'interaction anarchique entre les polyphénols et les billes), une sonde peptidique témoin a
été construite. Nous avons choisi de greffer selon le protocole utilisé précédemment un peptide (I'Angiotensine )
dont la séquence est éloignée de celle du peptide IB714 ou de motifs conservés des protéines PRRb. Cette sonde
témoin a été testée avec le polyphénol QR2, qui présente la meilleure affinité pour la sonde peptidique 1B714.

L’expérience a montré que QR2 n’est pas capté par la sonde de maniére détectable (Figure IV.17).
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Figure IV.17 : Spectres correspondant au contréle « témoin » d’une sonde peptidique avec de I’Angiotenine et
mise en interaction avec QR2.
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ll1.5. Influence de certains paramétres sur l'interaction

11.5.1 Influence de la température

L’interaction en bouche entre polyphénols du vin et protéines salivaires se produisant a une température
proche de 37 °C, cette température avait été choisie pour nos tests in vitro. Dans le but d’étudier I'effet de ce
paramétre sur l'interaction, nos expériences ont également été réalisées a température ambiante. Les résultats
se sont révélés variables selon les polyphénols modéles : faible influence pour NN, mais forte variation pour QR2
qui ne semble se lier efficacement a la sonde qu’a 37°C. Pour cette raison nos expériences d’interactions ont été

maintenues systématiquement a 37 °C.

111.5.2. Influence du temps d'interaction

En bouche l'interaction entre les polyphénols du vin et les protéines salivaires semble étre trés rapide
dans la mesure ou la sensation d’astringence est ressentie presque immédiatement. Dans nos conditions
expérimentales nous avons montré que l'interaction entre la sonde peptidique et les polyphénols nécessitait un
temps de contact d’au moins vingt minutes pour étre quantifiable. Des tests réalisés en paralléle pour différents
temps de contact (20, 30 et 60 minutes) ont montré que la quantité de polyphénol captée par la sonde peptidique

augmente jusqu’a t= 60 minutes.

a. Discussion sur les conditions d’interaction

Dans nos conditions d’étude de linteraction, la concentration de chacun des polyphénols est trés
inférieure a la concentration en polyphénols en bouche lors de la dégustation d’un vin. Cette derniére n'est pas
tres éloignée de 8 mM, ce qui correspond a la concentration moyenne en polyphénols de 2 a 4 gL
généralement admise pour le vin (en considérant une masse molaire moyenne de polyphénols de 500 g.mol-').

La concentration de 35 uM utilisée lors de nos essais est donc environ 200 fois inférieure.

En ce qui concemne la salive, la concentration moyenne des protéines salivaires est de I'ordre de 3 g.L,
ce qui correspond approximativement & une valeur de 0,1 mM en considérant une masse molaire moyenne de 30
kDa. En ce qui concerne plus particulierement les PRP basiques, leur proportion dans la salive est estimée aux
environs de 9 % des protéines salivaires totales. Dans nos conditions d'interaction des polyphénols avec le
peptide greffé sur les billes, la concentration en sonde peptidique a été établie a 105 UM (correspondant a la
concentration du peptide greffé lui-méme) afin d’établir un rapport polyphénol/peptide constant de 1/3. La
concentration en « partenaire protéique » est donc proche de celle des protéines salivaires, mais plus élevée que
celle des PRP.
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Cette gamme de concentration permet de s'adapter aux quantités de peptides greffées sur les billes

magnétiques et a la pratique de la spectrométrie de masse.

111.6. Conclusions

Nous avons étudié dans un premier temps le comportement de la sonde peptidique envers un seul
polyphénol. La méthode de quantification mise en place permet de déterminer une « affinité » en phase liquide.
Les résultats obtenus montrent le caractére opérationnel d’'une sonde moléculaire reposant sur le greffage d’'un
peptide mime de PRP. Néanmoins, les expériences menées sur trois polyphénols (NN, QR2 et Epi), nous ont
indiqué qu'il était impératif d’opérer avec un lot de billes unique pour établir une comparaison d’affinité, ce qui
représente une limitation certaine du concept.

De maniere globale, nous pouvons constater que I'ordre d’affinité établi en phase gazeuse par la méthode
ERMS[" est respecté (Epi << NN < QR2), bien que les écarts constatés en phase liquide soient sensiblement
différents de ce qui avait été mis en évidence en phase gazeuse (Figure IV.9. Ceci améne a penser que la

contribution des effets hydrophobes a I'interaction entre polyphénols et PRP n’est pas négligeable.

lll.7. Interaction de la sonde peptidique avec des mélanges de polyphénols

L’étude d'interaction précédente réalisée avec des polyphénols pris séparément a permis de valider la
fonctionnalité de I'outil moléculaire que nous avons créé : la sonde peptidique obtenue par greffage du peptide
IB714 sur des billes magnétiques a montré une capacité a interagir de maniére différenciée avec les polyphénols
étudiés. De méme, le protocole de quantification que nous avons mis en place, basé sur une analyse par
spectrométrie de masse, a été validé pour les polyphénols purs. Cependant, le fait que ce protocole ne comporte
aucune étape de séparation le rend a priori difficilement adaptable a I'analyse de mélanges de polyphénols, nous

I'avons néanmoins testé avec des mélanges simples de polyphénols allant de deux a quatre.

Adaptation du test d'interaction in vitro a des mélanges de polyphénols

Comme précédemment, des solutions fraiches des cing polyphénols purs (AN, AG, NN, QR2, Epi) sont
préparées avant chaque expérience a la concentration de 35.10¢ mol/L dans un mélange eau/éthanol/acide
acétique (89/10/1).

L'expérience standard d'interaction engage toujours 18 nmoles de peptide IB714 greffé et 6 nmoles de
polyphénols totaux soit un rapport molaire constant Peptide/Polyphénols de 3/1. Dans le cas de mélanges, la
quantité de polyphénol engagée (polyphénol totaux, 6 nmoles) correspond a la somme de chacun des
polyphénols en quantité équivalente dans le mélange (soit par exemple 2 nmoles de chaque polyphénol dans le

cas d'un mélange ternaire). Les essais d'interactions sont alors réalisés dans des conditions en tous points

114



Chapitre 1V : Etude de I’astringence en phase liquide au moyen d’une sonde peptidique

identiques a celles utilisées précédemment pour des polyphénols purs. La méthode de quantification est elle

aussi inchangée, l'introduction des échantillons dans la source se faisant par simple infusion.

Dans ce qui suit les valeurs d'affinités obtenues dans le cas de mélange de deux, trois ou quatre

polyphénols seront données directement. Les spectres ne sont pas présentés par souci de concision.

11.7.1. Mélange de 2 polyphénols

Les affinités relatives déterminées pour le mélange binaire [QR2 + NN] sont de 38% pour QR2 et 32% pour NN.

I1.7.2. Mélange ternaire [AN+ NN+QR2 |

Les expériences ont été réalisées avec deux lots de billes différents :
Lot1 Lot 2
AN: 3% 0%
NN: 0% 9%
QR2: 18 % 20%

lIl.7.3. Mélange ternaire [AG+ NN+QR2] :
AG: 0%
NN : 2%
QR2: 17%

11.7.4. Mélange quaternaire [AG+ AN+ NN+ QR2]
AG: 2%
AN: 1,2%
NN: 1,5%
QR2: 9,5%

Pour les différents mélanges testés, QR2 a toujours la plus forte affinité pour la sonde peptidique. AN et
NN ne different que par une double liaison et donnent une valeur d’affinité similaire dans les différents mélanges,
bien que le test réalisé avec deux lots de billes différentes apporte une contradiction. Ce comportement est
analogue a celui qui a été mis en évidence par ERMS en phase gazeuse, QR2 étant le composé le plus affin
pour tous les mélanges. Ce résultat peut étre relié au fait que ce composé est celui qui posséde la masse la plus
élevée parmi les molécules testées, mais aussi et surtout le plus grand nombre de degrés de liberté et de sites

donneurs de protons.
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Cependant, nos études de mélanges de polyphénols par spectrométrie de masse ont été réalisées dans
un mode d'analyse (infusion directe) qui peut étre biaisé par un phénomene d'ionisation sélective des composés
analysés. Pour confirmer les affinités obtenues, une étude complémentaire utilisant la chromatographie liquide
couplée au spectrométre a donc été envisagée. Cette modification du protocole d’analyse va nous permetire de
tester également la possibilitt de classer I'affinité des polyphénols dans une phase de « décrochage » du

support, et de préparer I'étude de mélanges complexes de polyphénols naturels.

IV. Désorption des complexes non-covalents formés en phase liquide

Dans ce qui précéde, I'interaction polyphénols-sonde peptidique a été abordée selon un angle d’affinité.
L'« accrochage » différentiel de polyphénols choisis sur la sonde a en effet permis de connaitre leur affinité en
phase liquide. La corrélation entre l'identité chimique du polyphénol et son affinité pour la sonde a également
permis de dégager des tendances/hypotheses quant a la nature des interactions. Ayant abordé I'aspect « on » de
linteraction, il était bien sir intéressant d’aborder 'aspect « off » via la dissociation du complexe formé. Nous
nous attendions cependant a quelques difficultés, les données bibliographiques indiquant que les complexes
entre PRP et polyphénols sont réputés quasi indissociables, puisque résistant notamment au passage a travers
I'ensemble du tractus digestif et intestinal 241 . Plusieurs axes ont été explorés : des variations de force ionique,

des changements de pH et I'utilisation d’agents chaotropiques et de solvants organiques.

La quantification des polyphénols décrochés est réalisée au moyen d’'un couplage chromatographie
liquide — spectrométrie de masse. L'introduction d’'une étape de séparation par chromatographie liquide permet
de se débarrasser de composés pouvant interférer avec I'analyse par spectrométrie de masse (sels, urée,
guanidine) et d'adapter cette stratégie a des mélanges de polyphénols plus complexes. Dans la mesure ou la
quantification porte sur un seul échantillon (polyphénols décrochés) il n'est plus possible de raisonner comme
nous I'avons fait précédemment par différence entre deux échantillons (total et non retenu), et nous avons en

conséquence utilisé des courbes d’étalonnages.

IV.1. Couplage chromatographie liquide-Spectrométrie de masse

Le spectrometre de masse (Piége ionique LCQ Advantage, Thermo) est couplé a une colonne de
chromatographie liquide a polarité de phase inversée (colonne C18, 15 cm x 2,1 mm, débit de 0,2 mL/min). Un
gradient linéaire de solvant B (99,9 % Méthanol 0,1 % acide formique) est utilisé, le solvant A étant constitué de
99,9 % Eau et 0,1 % d’acide formique.

Le gradient utilisé est inspiré de travaux publiés sur la purification des polyphénols 1571 et a été optimisé

afin d’assurer une séparation efficace de tous les polyphénols de notre étude (Tableau IV.4).
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Temps en minutes Solvant A (%) Solvant B (%)
0 100 0
25 50 50
28 20 80
30 20 80
35 20 80
40 50 50
50 100 0
60 100 0

Tableau IV.4 : Gradient linéaire utilisé pour la séparation des polyphénols

L’élution est suivie par le détecteur UV-visible (longueur d’onde fixéea 280 nm et 320 nm) et par spectrométrie de
masse. Le Tableau IV.5 précise les temps de rétention observés (injection de 10 uL d’une solution a 180 uM) de

chacun des polyphénols dans les conditions de chromatographie décrites précédemment.

Composés Masse (g/mol) Temps de rétention (min)

Quercétine 302 Tr=19,85 +/- 0,06
NN 580 Tr=17,67 +/-0,05
QR2 610 Tr=17,76 +/- 0,04
AG 432 Tr=18,42 +/- 0,05
AN 578 Tr=18,61+/-0,05

Tableau IV.5 : Masse moléculaire et temps de rétention de chaque polyphénol (3 mesures distinctes)

IV.1.1. Principe de quantification relative par couplage LC/MS

Cette méthode de quantification est basée sur la comparaison de l'intensité du signal correspondant au
produit a quantifier avec celui d’'un étalon interne. Nous avons conservé le méme standard interne que pour
I'établissement de I'échelle d'affinité relative en phase liquide : la quercétine. L'étalon interne, ajouté a
I'échantillon de polyphénols a doser (décrochés de la sonde peptidique) subit donc la méme étape de séparation
chromatographique et les mémes conditions d’analyse par spectrométrie de masse. L'étalon interne est donc
exposé aux mémes risques de perte de matériel que chacun des polyphénols présents dans le mélange a
quantifier.

Cette méthode repose sur la réalisation préalable de courbes d'étalonnage établies par I'analyse (dans les
conditions de couplage LC-MS décrites précédemment) de concentrations/quantités croissantes de chaque

polyphénol pur auquel a été ajouté une méme quantité connue d’étalon interne (Figure 1V.18).

Remarque : le mode d'’ionisation par électronébullisation (ESI) produisant fréquemment de multiples entités
chargées pour un méme composé (adduits, ions a charges multiples, fragments corrélés au composé), toutes les

espéces associées a chaque composé sont répertoriées et prises en compte pour la quantification.
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a. Etablissement des courbes d’étalonnage

Pour chaque polyphénol étudié, la courbe d’étalonnage est établie pour les mémes sept rapports
(quantité de polyphénol/quantité de standard interne): 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25, 1,5, et 1,75. Ces rapports
correspondent a des quantités de polyphénols allant de 225 pmoles a 1575 pmoles (5uL) ajoutés a une quantité

constante de quercétine (900 pmoles dans 5 L) pour un volume final de 10 pL. Chaque analyse a été répétée
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Figure IV.19 : De haut en bas : courant ionique total et chromatogrammes de masse du standard et de NN

Trois expériences identiques sont conduites pour chaque point du graphe d’étalonnage. Les droites

d'étalonnage sont obtenues avec des coefficients de corrélation supérieurs a 0,9.

b. Courbe d'étalonnage pour des mélanges de composés

La mise en place des courbes d'étalonnage pour des mélanges nous permet de savoir si les
polyphénols en mélange se comportent differemment des composés isolés. En toute logique les droites
d’étalonnage déterminées pour des mélanges devraient nous donner pour chaque composé le méme coefficient
directeur que celui déterminé pour un composé isolé. La quantité d’étalon interne restant fixe, la quantité des
polyphénols a été ajustée afin que le rapport (polyphénol 1 + polyphénol 2)/Standard interne varie de 0,25 & 1,75.
Dans le mélange les polyphénols (1 et 2) se trouvent en quantités équivalentes. Nous n‘avons pas observé de

différences significatives pour les droites d’étalonnage (coefficients de corrélation supérieurs a 0,9).

IV.2. Etude de la désorption des polyphénols en interactions avec la sonde peptidique

Au terme d’une expérience de mise en contact entre la sonde peptidique et un mélange de polyphénols,

les billes magnétiques sont sédimentées a l'aide d’un barreau aimanté. Ces billes sont réutilisées pour essayer
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de déterminer les conditions de désorption des composés phénoliques. Comme pour les études d'ajout de

polyphénoals, les essais de désorption ont été réalisés a 37°C sous agitation mécanique.

IV.2.1.Etude de désorption avec les solvants

Les complexes formés entre la sonde peptidique et les polyphénols (billes magnétiques) sont repris
dans différents solvants comme le méthanol et I'acétonitrile pour tenter de rompre l'interaction. Par exemple la
sonde peptidique en interaction avec NN est reprise dans un volume de 200 pL de méthanol, puis laissée sous
agitation a 37 °C pendant une heure. Le surnageant est ensuite prélevé et analysé en présence du standard
interne (quantité fixée) dans les mémes proportions que pour I'établissement de la courbe d’étalonnage de NN.

Les rapports des aires correspondantes a NN et au standard sont ensuite reportés sur la courbe
d'étalonnage de [quercétine + NN] (Figure 1V.20). Suivant 'équation de la droite, la quantité de NN récupérée

dans le surnageant est ainsi obtenue.
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Figure IV.20 : Principe de la détermination des polyphénols « décrochés » de la sonde
peptidique

Ni le méthanol, ni 'acétonitrile n'ont permis d’observer la désorption des polyphénols, ce qui confirme la forte

interaction entre la sonde peptidique et les composés phénoliques.

a. Effet de 'acétate d’'ammonium

Le protocole utilisé est le méme que celui mis en place pour I'étude avec des solvants. Les essais ont

été réalisés en utilisant de I'acétate d’'ammonium (sel volatil) a différentes concentrations (Tableau IV.6).

Acétate d'ammonium 100 mM 200 mM 300 mM

pH 6 6 7-8

Tableau IV.6 : Différentes concentrations de I'acétate d’ammonium
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Cette étude a été réalisée dans le cas de sonde peptidique en interaction avec un seul tanin ou
plusieurs. Les tests sont réalisés avec la Naringénine-7-O-neohesperidoside (NN) et la quercétine-3-O-rutinoside
(QR2) seuls et avec les mélanges ((NN+ QR2) et (NN+QR2+AG)).

Les sondes peptidiques en interaction avec les polyphénols sont amenées a sec, puis reprises dans une
solution d’'acétate d'ammonium. Apres trente minutes d’agitation, les billes sont sédimentées pour récupérer le
surnageant, puis analysé en chromatographie liquide couplée au spectrometre de masse en présence du

standard interne.
1V.2.2 Etude de la désorption d’'un polyphénol isolé

Les sondes peptidiques mises en interaction avec un seul polyphénol sont testées dans des solutions

d’'acétate d'ammonium de concentrations et de forces ioniques différentes (Tableau IV.7).

Acétate d'ammonium 100 mM 200 mM 300 mM
Force ionique calculée 0,1 mol/l 0,2 mol/L 0,3 mol/L
pH 6 6 7-8
Rendement pour NN seul 14 % 43 % 8 %
Rendement pour QR2 2% 3% 4%
seul

Tableau IV.7 : Rendement des polyphénols décrochés en utilisant I'acétate d’ammonium a différentes
concentrations et pH

NN et QR2 sont les deux polyphénols qui ont la plus grande affinité en phase liquide pour la sonde
peptidique. Comme le montre le tableau, il s'avere difficile de rompre les interactions entre la sonde peptidique et
ces polyphénols par la seule augmentation de la force ionique. Néanmoins, on remarque que pour une solution
d’acétate d'ammonium a 200 mM on obtient un résultat intéressant. En effet, 43 % de NN en interaction avec la
sonde peptidique sont récupérés, ainsi que 3 % du composé QR2. L'écart observé confirme que le complexe

formé entre la sonde peptidique et QR2 est plus stable que le complexe formé avec NN.
IV.2.3. Etude de la désorption pour un mélange de polyphénols

Au vu du résultat précédent, les complexes sonde peptidique/polyphénol ont été traités avec de I'acétate

d’ammonium a 200 mM, pour trente et soixante minutes de temps de contact (Tableau IV.8).

Composés phénoliques Mélange NN + QR2 Mélange NN + QR2
Acétate d'ammonium 200 mM 200 mM
Température 37°C 37°C
Temps de contact 30 minutes 60 minutes
Proportion de NN récupérée (par 0,2% 0,8%
rapport au départ)
Proportion de QR2 récupérée (par 2,3% 3.6 %
rapport au départ)

Tableau IV.8 : Etude pour deux temps de contact pour le mélange NN et QR2
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Cette étude montre que le temps de contact est un paramétre a prendre en compte, puisque la quantité
de polyphénol libérée est plus importante pour soixante minutes que pour trente minutes. Néanmoins cette étude
réalisée sur le mélange NN + QR2 montre dans les deux cas que QR2 est récupéré majoritairement par rapport a
NN. Ce résultat (en apparente contradiction avec I'étude « on ») peut s’expliquer par le fait que la quantité de
QR2 en interaction avec le peptide sonde est plus importante que celle de NN. Cependant les quantités de

polyphénols récupérées sont trés modestes, dans tous les cas inférieures a 10%.

De méme, une étude a été réalisée sur un mélange de trois polyphénols (AG, NN, QR2), en traitant les
billes par de 'acétate d'ammonium 200 mM pendant soixante minutes a 45°C. Les résultats obtenus (Tableau
IV.9) pour cette expérience sont les suivants, montrant que NN est le composé majoritairement récupéré, suivi de
QR2 et AG:

Composés AG NN QR2
phénoliques
Proportions 9% 20 % 12%
récupérées

Tableau IV.9 : Proportions des polyphénols dits « décrochés » de la sonde peptidique

L’augmentation de la force ionique n'a pas permis d’améliorer le décrochage des polyphénols. En effet,
les complexes sonde peptidique/mélange (AG + NN + QR2) traités par de I'acétate d’'ammonium (500 mM, force
ionique 0,5 mol/L) et du chlorure de calcium (500 mM, force ionique 1,25 mol/L) sous agitation mécanique

pendant soixante minutes a 37°C s’avérent toujours fortement résistants a la dissociation (Tableau IV.10).

Sel utilisé Acétate d’'ammonium Chlorure de calcium
Proportion de AG récupérée 1% 1%
Proportion de NN récupérée 8 % 7%

Proportion de QR2 récupérée 3% 4%

Tableau IV.10 : Etude comparative pour un méme mélange de deux solutions de force ionique différente

Une étude similaire a été réalisée en utilisant de I'urée a une concentration de 2 M pour le mélange (AG
+ NN + QR2). Les résultats obtenus sont similaires a ceux obtenus avec I'acétate d’ammonium, confirmant la

stabilité des complexes PRP/polyphénols. Il nous faut donc nous contenter de la version « on » de l'interaction.

V. Conclusion et perspectives

La sonde peptidique élaborée par greffage d’un fragment de PRP sur des billes magnétiques permet de
caractériser l'interaction en solution avec des polyphénols modéles. Néanmoins, dans nos conditions d'étude,
nous avons du étendre le temps de réaction a soixante minutes, alors que la sensation d’astringence est percue

avec une échelle de temps beaucoup plus bréve (secondes). Cette différence est vraisemblablement liée aux
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concentrations relatives des espéces en présence : en bouche, lors de la dégustation d’'un vin, les polyphénols
sont présents @ une concentration largement saturante par rapport a celle des PRP. D’autre part, la grande
stabilité des complexes obtenus ne permet pas de caractériser de maniére propice la désorption sélective des
polyphénols.

Les premiers résultats obtenus avec un petit nombre de polyphénols sont globalement en accord avec
I'échelle d'affinité qui a été élaborée a partir des expériences d’ERMS. Le role prépondérant tenu par les liaisons
hydrogénes dans la formation des complexes entre polyphénols et PRP est donc confirmé. Cependant, les
comportements observés en phase liquide laissent supposer que les effets hydrophobes peuvent intervenir pour
une part non négligeable. Il faudra donc compléter I'étude avec un plus grand nombre de composés

polyphénoliques.

Dautre part, cette sonde peptidique posséde un potentiel analytique intéressant pour I'étude de
mélanges complexes de polyphénols naturels, a condition de [l'utiliser en association avec un couplage LC/MS.
L’étude avec des polyphénols extraits du vin, plus représentatifs que les polyphénols modeles utilisés jusqu'ici,

est un passage obligé pour faire progresser notre connaissance de I'astringence.
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CHAPITRE V:

ETUDE DE L’ASTRINGENCE EN PHASE

LIQUIDE AU MOYEN D’UNE SONDE
POLYPHENOLIQUE
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Chapitre V : Etude de I'astringence en phase liquide au moyen d’une sonde polyphénolique

Dans le chapitre précédent nous avons présenté la conception et I'utilisation d’une sonde peptidique
pour I'étude des bases moléculaires de la sensation d’astringence. Cette sonde a la capacité d'interagir de
maniére différentielle avec des polyphénols modéles, offrant ainsi la possibilité de classer ces derniers sur une
échelle d'affinité relative. Il s’agit donc d’'un outil précieux dans une perspective de criblage en phase liquide de
polyphénols naturels, pouvant étre exploité pour l'identification directe dans le vin des polyphénols présentant la

meilleure affinité pour un peptide salivaire modele.

Afin de tirer un profit plus important des stratégies basées sur I'utilisation de sondes, nous avons décidé
de décliner le concept en créant un outil complémentaire : une sonde polyphénolique obtenue par limmobilisation
sur des billes magnétiques d’un polyphénol modéle. Cette sonde pourrait permettre de rechercher les protéines
salivaires présentant I'affinité la plus forte pour le polyphénol étudié. Le concept pourrait étre enrichi en
concevant une sonde obtenue par greffage de différents types de polyphénols a la surface des billes

magnétiques.

|. Elaboration de la sonde polyphénolique

Cette sonde est réalisée a partir de billes magnétiques fonctionnalisées en surface par des groupements
amines. Ces billes ont par ailleurs les mémes propriétés que celles utilisées pour la sonde peptidique.
L’originalité de notre stratégie repose sur la création d’'un espaceur permettant d'éloigner de la surface des billes
les groupements hydroxyles du polyphénol qui semblent essentiels pour I'interaction avec les protéines. Pour ce
faire le polyphénol sera dans un premier temps modifié chimiquement pour construire I'espaceur. Cet espaceur
repose sur I'ouverture du sucre du polyphénol, permettant ainsi de conserver le noyau flavanol intact et de

I'éloigner des billes.

La stratégie suivie pour obtenir I'immobilisation du polyphénol repose sur la présence des sucres (simple
ou comportant une ramification), qui vont permettre, par une réaction d’oxydation, de former une poignée
réactionnelle. Cette poignée di-aldéhyde permettra de fixer le polyphénol de maniere covalente aux billes
magnétiques fonctionnalisées par réaction groupements amino. Le fait que notre stratégie soit basée sur une
réaction d’oxydation periodique la limite aux polyphénols qui possédent au moins un sucre, en orientant la

recherche d’affinité sur la seule partie phénolique de la sonde moléculaire.

Cest la raison pour laquelle, parmi les cing composés phénoliques étudiés précédemment,
I'épicatéchine (qui ne porte pas de sucre) ne peut pas étre prise en considération pour cette stratégie. Les quatre
autres polyphénols, AN, QR2, AG, et NN, offrent cette possibilité de greffage. Afin d’offrir un éloignement
maximal du noyau flavane par rapport aux billes, les composés possédant une ramification sur le sucre ont été
préférés: QR2, NN et AN.
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Au moment ou nous avons débuté cette stratégie nous ne disposions pas encore des résultats de
l'étude daffinitt menée avec la sonde peptidique en phase liquide. Nous ne connaissions donc pas le
positionnement de ces trois composés AN, NN et QR2 sur notre échelle d’affinité relative. La seule information
d’affinité disponible provenait de I'échelle d'affinité établie en phase gazeuse entre ces composés et le peptide

IB714 (déterminée par I'étude ERMS réalisée antérieurement a notre travail) I'l.

Afin de choisir les conditions les plus favorables pour prouver la faisabilité de notre approche, nous
avons retenu celui des trois polyphénols qui tout en possédant une bonne affinité en phase gazeuse pour le

peptide I1B7+4 présentait un encombrement stérique moindre: la naringénine-7-O-neohesperidoside (NN) (Figure

OH
HO
o o )
OH
OH
CHy o
o

OH  OH OH o

OH

Figure V. 1 : Structure de la naringénine-7-O-neohesperidoside (NN)
1.1. Synthése du polyphénol modifié

Dans un premier temps, le polyphénol NN est soumis a une oxydation par le periodate de sodium [ 3l
pour ouvrir le glycane et obtenir un di-aldéhyde. L’oxydation periodique est réalisée en présence de 2 équivalents

de NalO4 pour 1 équivalent de NN (Figure V.2).

0 0 0
OH -H,0 + HIO,
< > NalO, E
OH o O © ©
\

HO/ |\O

o
Figure V.2 : mécanisme de I'oxydation periodique

Le suivi de la réaction se fait par chromatographie sur couche mince en phase inversée, pendant quatre

heures a température ambiante.
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Cependant, la coupure des liaisons carbone-carbone peut se faire a plusieurs endroits de la molécule.
Le periodate peut couper un ou deux groupements glycanes en méme temps, donnant naissance a deux
ouvertures de cycle, mais peut aussi rompre une liaison carbone-carbone en libérant une molécule de formol. La
coupure d’une seule liaison conduit a la formation de trois molécules de méme poids moléculaire (isoméres de

position de fonction, Figure V.3).
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Figure V.3 : Structures des sept polyphénols modifiés pouvant étre obtenus par I'oxydation periodique de NN

Ce mélange de composés est analysé par chromatographie en phase liquide (colonne C18, 15 ¢cm * 2,1
mm, méme gradient que celui utilisé pour isoler les composés phénoliques ; cf Chapitre 4) couplée au
spectrometre de masse, ce qui a permis de confirmer I'oxydation totale du polyphénol et I'obtention de multiples

especes d'aldéhydes (Figure V.4).
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Figure V.4 : Spectre de masse (ESI, mode positif) du mélangeﬁrde polyphénols NN modifiés. On distingue les masses
m/z & 549,4 Th, 577,2 Th et 579,2 Th correspondant aux trois ouvertures de cycles de NN (m/z = 581,3).
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Le fait d’obtenir un mélange pouvant contenir jusqu’a sept polyphénols NN modifiés n’est pas considéré
comme un probléme pour I'étape de greffage dans la mesure ou toutes les espéces sont susceptibles de se lier

aux billes magnétiques en maintenant un noyau flavane intact.
1.2. Fonctionnalisation, greffage des billes magnétiques et détermination du rendement de couplage

Nous avons choisi des billes de petites tailles qui permettent d'offrir une surface de contact élevée,
portant en surface des groupements amines primaires (Ademtech, granulométrie 300 nm). Le couplage du
polyphénol modifié (sous forme de dialdéhyde, en solution dans du méthanol) sur le groupement NH. présenté

par les billes se fait par une amination réductrice ! (Figure V.5).

Cette réaction utilise un excés de cyanoborohydrure de sodium (NaBH;CN, 2heures a 37°C),

permettant de réduire la base de Schiff formée pour conduire a I'amine finale (Figure V.5).

0_

H
H
Na® BH;" CN
N+ N)

H+R2NH2‘—2 H—‘RZ

Hémiacétal Imine Amine

Figure V.5 : Mécanisme réactionnel de I'amination réductrice

Les fonctions amines n'ayant pas réagi sont bloquées au moyen d’une solution de glycine et les sous-

produits de réaction sont éliminés par des étapes de lavage.

Sachant que les billes présentent une capacité de fixation de 10 & 50 ug de polyphénol par milligramme
(selon les données du fabricant), nous avons engagé de 30 a 150 ug de polyphénol modifié pour 3 mg de billes.
Comme pour la sonde peptidique, I'évaluation du rendement de greffage du polyphénol modifié se fait par
mesure d’absorbance dans 'UV. Dans un premier temps le coefficient d’extinction molaire du polyphénol modifié
a été déterminé grace a la loi de Beer-Lambert pour une longueur d’onde de 222 nm, maximum d’absorbance du

spectre (Figure V.6).
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Figure V.6: Spectres d’absorption UV du polyphénol ouvert (trois mesures séparées)

Le coefficient d’extinction molaire moyen pour le polyphénol NN oxydé est de 3630 £ 52 L.mol'.cm™ a
20°C. Le rendement de greffage du polyphénol est déterminé de la méme facon que dans le chapitre 4 par le
dosage de la quantité de polyphénols non greffés.

Le Tableau V.1 regroupe les rendements de greffage obtenus pour deux quantités de polyphénol NN

oxydé (60 pg et 112,5 pg). Le rendement moyen de greffage est de (97,7 £ 0,5) %.

Quantité de 60 ug 60 ug 112,5 ug 112,5 ug
Polyphénols
modifiés pour 3 mg
de billes

Rendement de 98,0£0,1% 97,0+£0,2% 97,8+£0,2% 98,0 £0,2%
greffage moyen

Pour 1 mg de billes 33,9 nmoles 33,6 nmoles 63,4 nmoles 63,6 nmoles

Tableau V.1: Tableau récapitulatif des taux de greffage du polyphénol NN oxydé sur les billes magnétiques avec
1mg de billes par essai

1.3. Conclusion

L’objectif de cette partie, & savoir la création d’'une sonde polyphénolique par immobilisation d'un
polyphénol modifié sur des billes, a été atteint. Il faut cependant noter que la création d'un espaceur a conduit a
un mélange pouvant contenir jusqu'a sept composés distincts, qui possédent néanmoins tous la capacité a se
greffer aux billes magnétiques en conservant un noyau flavane intact. Il est donc possible que la modification du
polyphénol permettant son greffage conduise a une perte non homogéne de sites qui sont des potentiels
donneurs de liaisons hydrogénes. En effet, sur les sept composés possibles, certains possedent deux, trois,
quatre ou cing groupements OH de moins que le polyphénol d’origine. La proportion de ces différentes formes
étant susceptible de varier d’'une expérience de greffage a I'autre, nous avons choisi de mener les expériences
d’interaction avec un seul et méme lot de sonde polyphénolique. Cette contrainte est également justifiée par
I'absence de contréle de la densité des groupements fonctionnels amino en surface des billes magnétiques en

fonction des lots du fabricant, ce dernier fournissant uniqguement une fourchette de concentration.
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Il. Etude de 'interaction entre la sonde polyphénolique et le peptide IB714

La sonde polyphénolique a été congue dans le but de disposer d’'un outil permettant d'étudier les
interactions polyphénols-protéines salivaires. L'efficacité de cet outil doit donc tout d’abord étre validée avec un

systéme simple comme un peptide modéle.
I1.1.Choix et caractérisation par spectrométrie de masse du peptide modele

Nous avons choisi de conserver comme premier modéle le peptide IB714 (Figure V.7). L'étude de
linteraction est la méme que celle utilisée pour la « sonde peptidique »; nous pourrons ainsi tirer profit des

informations obtenues sur l'interaction en phase liquide entre ce peptide et le polyphénol NN.

14
IB7 SPPGKPQGPPPQGS’E}PQGPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPAQGDNKSR59

Figure V.7 : Structure primaire de la protéine riche en proline IB7, la délimitation en rouge indique la structure du
peptide IB714

L'analyse du peptide est réalisée au moyen du spectrométre de masse LCQ Advantage (Thermo) en
mode positif (concentration ajustée a 11,2.10-'2 mol/uL). Les signaux des ions mono et di-chargés sont pris en

compte pour la quantification du peptide (Figure V.8).
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Figure V.8 : Spectre de masse du peptide IB714 en mode electrospray. Le peptide apparait sous deux
formes : I'ion dichargé majoritaire [M+2H]2* a 651,1 Th et I'ion monochargé [M+H]* (a 1300,6 Th).
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11.2. Principe de I'étude de l'interaction

Avant utilisation, 3 mg de billes greffées avec la sonde polyphénolique sont lavées dix fois par 500 pL
d'eau, afin d’éliminer toute espéce susceptible d'interférer avec I'analyse par spectrométrie de masse. Avant
chaque expérience d'interaction une solution fraiche de peptide I1B714 est préparée a une concentration de

112.10""2mol/uL dans un mélange eau/ éthanol (80/20).

Nous avons choisi d'utiliser un rapport molaire sonde/partenaire identique a celui utilisé dans le cas de
la sonde peptidique, soit un rapport molaire polyphénol NN présenté par la sonde/peptide de 3, garantissant un
excés de polyphénols. Ce rapport est gardé constant pour toutes les expériences d'interaction. Dans une
expérience standard d'interaction, nous avons engagé 27 nmoles de polyphénol greffé et 9 nmoles de peptide
purifié (de 0,42 a 0,80 mg de sonde polyphénolique, selon que le taux de greffage est de 63,6 ou 33,6 nmoles
par milligramme de billes) et 80,3 pL d’une solution de peptide a 112.102 mol/uL). Aprés soixante minutes
d’agitation mécanique a 37°C, les billes sont sédimentées et le surnageant contenant le peptide non capté par la
sonde polyphénolique (peptide libre) est prélevé. 20 uL de ce surnageant ont été utilisés pour la quantification
par spectrométrie de masse. La différence entre la quantité totale de peptide et la quantité de peptide libre donne

la quantité de peptide retenu par la sonde polyphénolique (schéma de la Figure V.9).

S . . Peptide Iibreﬂ ADSORPTION:

Sédimentation uantification par SM
des billes .

... magnétiques .
HEEN

—_—

SONDE POLYPHENOLIQUE Peptide en
interactions avec la
sonde

Figure V.9 : Principe de I'étude de I'interaction sonde polyphénolique/peptide salivaire IB714
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11.3. Quantification par spectrométrie de masse
11.3.1. Choix de I'étalon interne

Le choix du standard interne s’est porté sur un peptide de masse voisine de celle d’IB714: ' Angiotensine
| (séquence DRVYIHPFHL, Sigma). L'Angiotensine apparait sous trois formes ioniques qui seront prises en
compte pour la quantification (Figure V.10) : [M+H] * = 1296,8 Th, [M+2H]2* = 649,5 Th et [M+3H]** = 433,7 Th.

20090904sondetannigangiotensine10-4 #73-151 RT: 2,18-4 44 AV- 79 NI -1 98F&
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Figure V.10 : Signature spectrale de I’Angiotensine | par spectrométrie de masse ESI-Piége ionique. Le peptide
apparait sous trois formes : I'ion dichargé majoritaire [M+2H]2* a 641,4 Th, I'ion trichargé [M + 3H]**a 433,6 Th et I'ion
monochargé [M+H]* (a 1296,8 Th).

11.3.2. Principe de la quantification relative

Une quantité fixe d'étalon interne (20uL a 5,4.10%M) est ajoutée a chaque échantillon a doser par
spectrométrie de masse, permettant ainsi de normaliser chaque spectre par rapport a l'intensité du standard
interne. Il s'agit de doser le peptide total (concentration 112.10¢ M) et le peptide non retenu par la sonde
(surnageant prélevé apreés interaction). L'analyse est effectuée avec 20 uL de chacun des ces deux échantillons.
La quantité de peptide captée par la sonde polyphénolique est obtenue par la différence entre la quantité totale
de peptide et la quantité de peptide non retenu. Il s’agit plus précisément de faire la différence entre la somme
des intensités des ions mono- et doublement chargés du peptide I1B7+4.L'affinité du peptide pour la sonde est

déduite de 'équation :
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i[["" X100 | = intensité de pic

Affinité =
> | = somme des intensités des ions mono et

doublement chargé

11.4. Etude de l'affinité du peptide IB714 pour la sonde polyphénolique

Les essais d'interaction et les analyses par spectrométrie de masse ont été réalisés dans les conditions
établies précédemment. Le spectre ci-dessous (Figure V.11) correspond au peptide « total », avant mise en

contact avec la sonde.

Echantillon total
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Figure V.11 : Spectre de masse de I’échantillon total (avant interaction avec la sonde).Les espéces
corrélées a I’Angiotensine sont entourées en bleu, celles du peptide en rouge.

De méme le spectre de la Figure V.12 correspond au peptide non retenu aprés interaction avec la sonde

polyphénolique (surnageant des billes).
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Figure V.12 : Spectre de masse du surnageant (peptide non retenu par la sonde). Les espéces
corrélées a I'angiotensine sont entourées en bleu, celles du peptide sont en rouge.
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L’exploitation des données expérimentales est détaillée dans la partie expérimentale (chapitreVll). La
somme de trois ions est utilisée pour obtenir le signal de I'angiotensine I. Aprés normalisation et application d’un
facteur correctif tenant compte des variations de signal entre les analyses, la quantité d’ 1B7+4 retenue par la

sonde polyphénolique NN est déterminée. Ce résultat peut alors étre traduit comme une affinité pour la sonde :

Affinité = TIC IB714 «retenu » / TIC IB744 « total » x100

Affinité sonde nniB712 = 68 %, incertitude de mesure estimée a 2%

L’expérience répétée a I'identique avec le méme lot de sonde polyphénolique a donné une valeur d’affinité de

Affinité sonde nnis712 = 65 %, incertitude de mesure estimée a 2%

Cette expérience d'interaction fournit plusieurs niveaux d’informations.
II'indique tout d'abord que la sonde moléculaire polyphénolique interagit bien avec le peptide 1B7+s. Une
expérience contrdle identique a celle-ci mais réalisée avec des billes ne portant aucun greffage (absence de
polyphénol) a permis de confirmer ce résultat. Aucune interaction du peptide avec les billes n'a en effet pu étre
mise évidence dans la mesure ou la totalité du peptide engagé dans I'expérience se retrouve sous forme libre. Il
semble donc que I'espaceur créé soit suffisant pour garantir linteraction entre la partie polyphénolique et le
peptide, plus des 2/3 du peptide engagé dans I'expérience étant retenus par la sonde. De plus, un contréle
consistant a réaliser la méme expérience d'interaction avec le méme lot de billes mais avec d’autres peptides qu’
IB714a révélé une affinité bien inférieure pour ces derniers.

Nous avons par ailleurs répété I'expérience a l'identique avec un autre lot de billes préparé dans des
conditions identiques au premier lot. Le résultat de cette expérience a été décevant, puisque la valeur d'affinité d’
IB714 pour la sonde qui en a été déduite est seulement de 'ordre de 29 %.

Affinité sonde nnie712 = 29.%

Cette valeur d'affinité est radicalement différente de celles obtenues précédemment (68 % et 65 %). Les
conditions d'interactions (temps de contact, température, quantités engagées de chaque partenaire, rapport
molaire sonde polyphénolique/peptide) sont pourtant inchangées. Le test d'interaction ne semble donc pas devoir
étre remis en cause. Une des hypothéses envisagées pour expliquer ce résultat est I'hétérogénéité des lots de
sonde polyphénolique utilisés. Les deux premiers essais ont été réalisés avec un seul et méme lot provenant de
la méme réaction de greffage, tandis que le troisiéme essai a été mené sur un autre lot. Nous avons déja évoqué
ce risque au terme de la partie consacrée a la conception de la sonde polyphénolique. Le greffage du polyphénol
modifié revient a greffer les sept formes distinctes produites par la modification, sans qu'il soit possible de
contréler la proportion de ces différentes formes. Ce point est crucial dans la mesure ou toutes les formes ne
possedent pas le méme nombre de groupements donneurs de liaisons H. Ces différentes forment peuvent ne

pas présenter la méme affinité pour le méme peptide.
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lil. Conclusion

A ce jour, ce probleme n’a pas été résolu, et nous I'avons contourné en menant l'intégralité d’un test
d’interaction sur un seul et méme lot de sonde polyphénolique. Pour que ce type de sonde moléculaire soit
opérationnel, il faudra accepter de comparer entre eux des résultats de tests d'interaction menés sur des lots de
sonde différents en utilisant parmi les molécules testées systématiquement le méme peptide afin de pouvoir
normaliser les variations d'affinité constatées. Ce contrble systématique devrait permettre de pondérer
I'hétérogénéité des lots de sonde.

Par ailleurs nous n'avons préparé a ce jour qu'un seul type de sonde polyphénolique, la sonde NN, avec
une stratégie limitée aux polyphénols possédant des sucres en périphérie du noyau flavane. Elle n'est pas
applicable & des composés phénoliques simples, comme la catéchine ou ses oligomeres, pour laquelle une

modification chimique entrainerait une perte totale de sa capacité a interagir avec le peptide.

Les expériences réalisées indiquent pour l'instant que cette sonde reconnait de maniére préférentielle
un segment de PRP. Pour aller plus loin, et rendre la sonde polyphénolique plus universelle il faudrait la tester en
présence d'autres polypeptides issus du fractionnement des protéines salivaires totales. Ainsi, cette sonde aurait
un potentiel de criblage des protéines salivaires. L'identification de ces protéines pourrait permettre la conception
d’une sonde peptique multiplexe, portant a sa surface une sélection de polypeptides greffés ayant une forte

affinité envers les polyphénols.
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CHAPITRE VI :

VERS DES MELANGES PLUS COMPLEXES DE
POLYPHENOLS ET DE PROTEINES
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Dans les deux chapitres précédents, nous avons essayé de mieux comprendre la sensation
d’astringence en construisant deux outils moléculaires : la sonde peptidique et la sonde polyphénolique.
Ces deux sondes complémentaires I'une de l'autre nous ont permis d’étudier les interactions entre un peptide
modele IB714 et 5 polyphénols (sonde peptidique) et d’établir une échelle d’affinité relative en phase liquide, et
d'étudier le comportement d’'un polyphénol immobilisé envers le peptide modéle IB714. Ces deux outils offrent des
perspectives de développement a plus grande échelle en s’approchant des conditions réelles d'interaction entre
polyphénols et protéines salivaires. Dans le cas de la sonde peptidique, cette derniére pourrait permettre le
criblage de polyphénols extraits du vin rouge, et ainsi d’établir une relation avec la typicité des vins de Bordeaux.
Quant a la sonde polyphénolique, elle pourrait étre étudiée avec des protéines salivaires différentes des PRP, et

extraites directement de la salive.

Dans ce chapitre, nous allons dans un premier temps entreprendre de fractionner les protéines
salivaires selon un critére de taille, dans I'objectif d’étudier le comportement de ces fractions avec la sonde
polyphénolique. Dans un second temps, les polyphénols extraits du vin rouge seront fractionnés, pour préparer

leur étude avec la sonde peptidique.

l. Les protéines salivaires

La salive humaine est une solution constituée d’électrolytes et de protéines, produite principalement par
les glandes parotide, submandibulaire et sublinguale. Elle forme ainsi la premiére ligne de défense de la cavité
orale contre les bactéries et les attaques virales [:2. Des approches biochimiques traditionnelles (électrophorése

1D et 2D) ont permis d'identifier plus d’un millier de protéines 3% (Figure V1.1 et Figure VI.2).

Il est cependant bien connu que ce type de méthodologie conduit principalement a l'identification des protéines
majoritaires, et il convient de noter que les protéines salivaires de tailles inférieures a 10 kDa sont sous-
représentées dans ce répertoire. Ceci est notamment di aux conditions utilisées de maniére classique en
électrophorese, et aux difficultés de clivage protéolytique au moyen de la trypsine, qui est 'enzyme la plus

communément utilisée pour obtenir des peptides analysables par spectrométrie de masse.
Pour notre étude nous avons envisagés de faire appel a une méthode de fractionnement des protéines

salivaires selon un critére de taille en visant l'isolement de trois fractions : a) taille inférieure & 10 kDa, b) taille

comprise entre 10 et 30 kDa et c) taille supérieure a 30 kDa.
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1.1. Prélevement d’échantillons et traitement

Le protocole pour la collecte de salive humaine a été établi d’apres différentes publications B 571, Les
prélévements salivaires ont été effectués sur sept adultes volontaires (non-fumeurs et ne suivant aucun
traitement médical). Aprés collecte, les échantillons de salive ont été centrifugés pendant quinze minutes a 4°C,
puis les surnageants ont été stockés a -80°C (aucun cocktail d'inhibiteurs de protéase n'a été ajouté)t® 8. Pour
certaines expériences, des aliquots de prélévements réalisés sur plusieurs individus ont été mélangés. Les
protéines salivaires sont ensuite dosées par la méthode de Bradford (Test BioRad) pour déterminer leur

concentration.

1.2. Dosage des protéines salivaires totales

Cette méthode repose sur un dosage colorimétrique, basé sur I'adsorption du colorant de Coomassie G250.
Ce colorant se complexe avec les protéines et provoque un changement de couleur passant du rouge (DO
mesurée a 465 nm) au bleu (DO mesurée a 595 nm). Ce changement de couleur résulte de la complexation du
réactif de dosage avec les acides aminés aromatiques ou les résidus hydrophobes des protéines. L'intensité
mesurée pour I'échantillon est proportionnelle @ sa concentration de protéines. Un graphe d’étalonnage et établi a
I'aide d’une solution de BSA (Bovine Serum Albumine) de concentration connue. Ce dosage, dit de Bradford [,
ne change pas I'environnement des protéines a doser et est préféré au dosage de Lowry qui utilise du SDS et qui
dénature les protéines. Les concentrations de protéines totales obtenues sont comprises entre 2,7 a 4,4 pg/uL
soit une concentration moyenne de 3,6 ug/pL. Les concentrations obtenues sont en accord avec celles de la

bibliographie ' 191,

1.3. Etude par électrophorese 1D des protéines salivaires

La séparation des protéines salivaires a été effectuée par électrophorése sur gel de polyacrylamide en
présence de sodium dodécyl sulfate (technique SDS-PAGE) ", Cette technique utilise la liaison du SDS (agent
dénaturant) aux protéines, qui leur confére une charge négative uniforme en fonction de leur longueur. Les
protéines ainsi dénaturées migrent sous I'action d’'un champ électrique et se séparent en fonction de leur taille.

Le protocole utilisé pour la réalisation de gel SDS-PAGE est détaillé dans le chapitre VIII (partie expérimentale).
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1.3.1. Optimisation des conditions expérimentales

a) Les différentes colorations

Dans un premier temps, un test a été réalisé pour déterminer la limite de détection des protéines
salivaires sur gel SDS-PAGE a différentes concentrations (5,4 ug @ 162 g pour une concentration moyenne des
protéines salivaires de 3,6 pg/uL).

La coloration d’'un gel SDS-PAGE est I'étape qui permet de révéler les différentes protéines présentes
sur le gel. Le choix de la coloration va déterminer la sensibilité de la technique et ainsi définir la coloration la plus
adaptée pour notre étude.

La coloration au Bleu de Coomassie est une technique quantitative et peu sensible, qui permet de
réaliser des études comparatives. Dans notre étude nous nous somme intéressés a deux méthodes de coloration
au Bleu de Coomassie :

- 0,1% Bleu de Coomassie R250/ 25% MeOH/ 10% Acide acétique/ 65% eau milliQ

- 0,1% Bleu de Coomassie R250/ 50% EtOH/ 10% Acide acétique/ 40% eau milliQ
La derniére de ces deux colorations permet une mise en évidence des protéines possédant des résidus
hydrophobes en grand nombre, caractérisées par des bandes allant du violet foncé au rose (phénoméne

métachromatique).

La coloration testée au nitrate d’argent est connue pour étre plus sensible que la coloration au Bleu.
Cette technique de coloration dépend des propriétés intrinseques des protéines, et ne permet donc pas de

révéler toutes les protéines avec le méme facteur de réponse (Figure V1.3).

Les trois colorations nous montrent que certaines protéines comme I'amylase ne fixent pas bien la
coloration au nitrate d’argent. Cependant, les protéines de basses masses sont mieux visualisées avec cette
derniére coloration, plutdt qu'avec la coloration au Bleu de Coomassie.

Les deux colorations réalisées avec le Bleu de Coomassie permettent de distinguer les protéines
salivaires de maniére quantitative. Une quantité déposée de 54 ug de protéines salivaires totales permet
d’obtenir une bonne détection des bandes de protéines. La coloration au Bleu contenant 50% d’éthanol est
caractérisée par le phénoméne métachromatique ['2. On peut ainsi distinguer les protéines riches en prolines

(bandes roses) et les formes glycosylées de ces protéines (dans la zone des hauts poids moléculaires) 3. 141,
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Figure V1.3 : Gels SDS-PAGE (15 % acrylamide) des protéines salivaires. A gauche coloration au Bleu (contenant de
I’éthanol), on distingue des bandes roses révélatrices de la présence des protéines riches en prolines, au milieu
coloration standard au Bleu de Coomassie, et a droite coloration au nitrate d’argent (les marqueurs de masse moléculaire
vont de 10 kDa a 200 kDa).

D’aprés les données de la littérature, certaines bandes de protéines salivaires peuvent étre attribuées
sur les gels obtenus :
- les protéines supérieures a 100 kDa sont les mucines [°114
- lalactoferrine est détectée aux environs de 80 kDa 471
- l'albumine est présente vers 69 kDal* 7!
Les formes fortement glycosylées des protéines riches en prolines sont présentes entre 75 et 50 kDa [
6]
- L’alpha-amylase glycosylée et non glycosylée apparait a 55 et 57 kDa [15. 16]
Les protéines riches en prolines basiques glycosylées entre 31 et 32 kDa [410.12]
- Les protéines riches en prolines basiques entre 20 et 25 kDa [4 12
Les protéines riches en prolines acides entre 17 et 37 kDa 412
- Les cystatines entre 11 et 16 kDa 515 161
Les stathérines vers 7 kDa I"]
Les histatines vers 6 kDa [ 7]

Cette analyse nous sera utile pour caractériser les fractions issues des essais de séparation.
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b) Résolution des gels SDS-PAGE

En jouant sur la teneur en acrylamide du gel de séparation, on peut espérer mieux séparer les protéines
de basses masses. Pour cela, on utilise un gel & 18% d’acrylamide au lieu de 15%. Deux gels ont été utilisés
avec deux colorations différentes : une au nitrate d’argent, et une au bleu de Coomassie. Dans les deux cas les
protéines salivaires sont déposées aprés précipitation au TCA (explication dans ce qui suit) (Figure VI.4). Les
protéines de basses masses sont mieux distinguées avec la coloration au nitrate d’argent, mais on constate un
probléme de fixation, la coloration au Bleu de Coomassie sera donc systématiquement utilisée par la suite.
Cependant, le gel a 18% d’acrylamide coloré au Bleu n'apporte pas d’amélioration significative pour les protéines
de basses masses; nous conserverons donc une préparation des gels avec 15% d’acrylamide.

Précipitation Protéines Précipitation Protéines
au TCA salivaires _ MgM au TCA salivaires Mg

{ e e e ol M
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Figure V1.4 : Gels SDS-PAGE (18% acrylamide). A gauche coloration au nitrate d’argent, a droite
coloration au Bleu de Coomassie.

1.3.2. Etape de précipitation au TCA

Une expérience est réalisée en paralléle en déposant les protéines salivaires préalablement précipitées
au TCA a une concentration finale de 10% de TCA. L'échantillon est ensuite centrifugé pendant dix minutes a
10000g, puis le culot est repris et déposé sur le gel.

Dans notre cas les protéines salivaires précipitent bien avec le TCA a différentes concentrations, mais
cette étape préliminaire conduit & une distorsion de la migration pour une grande quantité de matériel. Cette
distorsion a peut étre pour origine le TCA résiduel, car les culots repris et déposés sur le gel n'ont pas été lavés.

Ce probléme de migration pourrait étre contourné en lavant les culots précipités au TCA avec de I'éther ou de
I'acétone glacial.
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1.3.3. Tests de précipitation des protéines salivaires en présence de vin rouge ou d’eau

Compte tenu de la diversité des tailles et des concentrations des protéines salivaires, nous avons
cherché a savoir si toutes les protéines salivaires précipitent lorsqu’elles sont mises en présence de vin rouge.
Parallélement a ce test, un contrble a été effectué en remplagant le vin par de I'eau. Dans les deux cas, aprés
centrifugation des échantillons, les culots ont été remis en solution et déposés sur gel, alors que les surnageants
ont été précipités au TCA, remis en solution, puis analysés par SDS-PAGE.

Le vin rouge provoque la précipitation quantitative de toutes les protéines salivaires sans discrimination,
car le surnageant repris au TCA ne contient plus de protéines. En remplagant le vin par I'eau, on constate que le
culot de centrifugation ne contient qu’une tres faible proportion de protéines salivaires. De plus, ces mémes tests
ont été réalisés a différentes vitesses de centrifugation (800g et 10000 g). Dans les deux cas, on obtient le méme
résultat : le vin rouge précipite quantitativement les protéines salivaires, alors que I'eau ne conduit a aucune
précipitation. En particulier, il n'y a pas d'effet de ségrégation de protéines particuliéres (telles que les PRP) lors
de la précipitation au contact des polyphénols du vin.

D'aprés la bibliographie, la composition de la salive humaine varie d’'un individu & un autre; les
différences dépendent de maniére significative du régime alimentaire [' 2. On pourrait donc s'attendre a observer
une variation de composition des protéines salivaires entre un individu isolé, et un « pool » de salives provenant
de plusieurs individus. L'analyse par gel SDS-PAGE dans les deux cas ne montre cependant aucune différence

notable dans les quantités de protéines salivaires, et dans leur répartition.

1.4. Fractionnement des protéines salivaires

1.4.1 Utilisation des Vivaspin

Nous avons cherché a fractionner les protéines salivaires au moyen de concentrateurs Vivaspin, dont la
membrane en polyéthersulfone permet un seuil de coupure (cut-off) @ 30, 10 et 3 kDa pour un volume
d’échantillon limité a 500 uL. Pour cela, les échantillons sont d’abord concentrés sur un Vivaspin de 30 kDa, puis
le filtrat contenant les protéines de masses inférieures & 30 kDa est repris sur un concentrateur a 10 kDa et
ensuite de suite pour obtenir les protéines salivaires de masses inférieures a 3 kDa.

Au départ 100 pL de protéines salivaires non diluées ont été centrifugées a 4°C sur une membrane
ayant un cut-off de 30 kDa pendant 20 minutes. Le concentrat (protéines supérieures a 30 kDa) et le filtrat
(protéines de moins de 30 kDa) sont prélevés. Le filtrat est repris sur la membrane de cut-off de 10 kDa, selon le

schéma de traitement présenté sur la Figure VI.5.
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Les différents filtrats et concentrats sont analysés sur gel SDS-PAGE.

100 plL de protéines salivaires
Vivaspin 30 kDa

Filtrat
Protéines de poids inférieurs 3 30 kDa

Vivaspin 10 kDa

Filtrat
Protéines de poids
inféricurs a 10 kDa

Vivaspin 3 kDa

Figure VL.5 : Methode de fractionnement des protéines salivaires en cascade a I'aide de
systémes de membranes (30 kDa, 10 kDa et 3 kDa).

La révélation des différentes pistes des gels a montré que les protéines salivaires (non diluées) sont
toutes présentes dans le concentrat a 30 kDa, et notamment que les protéines de basses masses se retrouvent
dans ce méme concentrat. Le systéme en cascade (trois coupures successives) n'est donc pas opérationnel pour
séparer les protéines salivaires.

Nous avons tenté de contourner ce probléme en passant au préalable par une étape de dilution des
protéines salivaires, tenant ainsi compte de la forte viscosité de la salive humaine. Des essais ont été réalisés en
mettant en place une ou deux étapes successives de dilution des protéines salivaires, et en appliquant ensuite le

méme protocole en cascade (Figure VL.5). Les résultats se sont révélés identiques.

Nous avons par ailleurs comparé le systéme d'ultrafiltration Amicon au Vivaspin en choisissant le cut-off
a 10 kDa comme point de comparaison. Les résultats obtenus pour ces deux systémes sont identiques : toutes

les protéines salivaires se retrouvent dans le concentrat. Nous avons donc abandonné ce procédé.

1.5. Elimination de 'amylase

Sachant que 'amylase représente a elle seule 30 % des protéines salivaires totales, elle pourrait étre
susceptible d’avoir un effet d’entrainement lors de la précipitation des protéines par les polyphénols (tout comme
la pratique de laboratoire qui consiste a utiliser une protéine « carrier » telle que la BSA lorsqu'il s’agit de
précipiter des protéines en faible concentration). Nous avons donc cherché a nous débarrasser de cette protéine
majoritaire.

Une des méthodes connue pour piéger 'amylase est 'emploi d’une chromatographie d’affinité sur un
support d’amidon (fécule de pomme de terre) ['. Nous avons utilisé ce moyen pour tenter de récupérer les
protéines salivaires déplétées en amylase et isoler 'amylase (conditions expérimentales décrites dans le chapitre

VIII). Ce protocole nous permet ainsi d’obtenir des fractions riches en amylase et des « élutions » déplétées.
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-
Elution 2 Elution 1 Fraction 3Fraction 2Fraction 3 sm::: Mq

Amylase

Figure V1.6 : Gel SDS-PAGE (15% acrylamide) des différentes fractions obtenues en utilisant le protocole
de déplétion de I'amylase avec de la fécule de pomme de terre. Les fractions 1, 2 et 3 contiennent les
protéines déplétées en amylase, les élutions 1 et 2 contiennent 'amylase (coloration au Bleu de
Coomassie, MqM marqueurs de masse moléculaire en kDa).

Sur le gel obtenu (Figure VI.6) on remarque qu’'une déplétion efficace de 'amylase est réalisée (fraction 2 du

lavage). L'amylase n'a été récupérée qu'en ajoutant du SDS dans le tampon d’élution.

Nous avons alors repris notre protocole de fractionnement par des protéines salivaires par ultrafiltration
en utilisant la fraction déplétée en amylase. L'analyse sur gel SDS-PAGE a révélé qu'il n'y avait toujours pas de
fractionnement efficace selon un critére de taille, sur une membrane ayant un cut-off & 30 kD, tant pour les

protéines salivaires non diluées que pour les protéines déplétées en amylase.

Nous avons cherché a savoir si la déplétion en amylase affectait la précipitation des protéines par le vin
rouge. Nous avons donc repris le méme test de précipitation du vin rouge avec les trois fractions 1 a 3, déplétées
en amylase (Figure VI.7). On remarque que les fractions déplétées en amylase précipitent toutes avec le vin
rouge. L'amylase ne tient donc pas de réle majeur dans le phénoméne de précipitation, et en particulier n'a pas

d'effet d’entrainement sur les autres protéines salivaires.
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Figure VI.7 : Gel SDS-PAGE (15% acrylamide) des fractions déplétées en amylase. A droite les fractions déplétées, a
gauche les mémes fractions précipitées avec du vin rouge (coloration au Bleu de Coomassie, MqM marqueurs de
masse moléculaire en kDa).

1.6. Conclusion et perspectives

L'étude sur les protéines salivaires a permis de confirmer dans un premier temps les données relatées
dans la bibliographie sur la concentration totale des protéines salivaires. Les essais de précipitation par un vin
rouge nous indiquent que toutes les protéines salivaires précipitent au contact des polyphénols, sans effet de
précipitation préférentielle d’un type de protéine donnée. Pour peu encourageante qu’elle soit, cette constatation
ne remet cependant pas en cause le choix d’immobilisation d’'un fragment de PRP pour réaliser une sonde
d'affinité.

Une des perspectives pour essayer de fractionner les protéines salivaires seraient d’essayer d'autres
systémes d'ultrafiltration (membranes verticales et horizontales), ou de maniére plus conventionnelle une
séparation par chromatographie d’exclusion selon la taille. La déplétion de I'amylase peut étre exploitée dans ce
contexte. On pourrait ainsi envisager de préparer une sonde « protéique » en greffant sur billes magnétiques une
fraction de protéines salivaires selon le protocole utilisé pour immobiliser 1B714. Néanmoins, I'observation de la

précipitation globale des protéines par un vin rouge ne nous incite pas a poursuivre dans cette direction.
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Par ailleurs, nous avons envisagé de développer un fractionnement de vin rouge pour disposer de

polyphénols naturels, si possible dans des mélanges pas trop complexes.

Il. Fractionnement d’un vin rouge

La stratégie choisie pour fractionner un vin rouge (Chateau Petit Verdot, Bordeaux 2007) débute par une

extraction en phase solide sur Sep-Pack C18.
I1.1. Protocole par Sep-Pack C18

Dans une premiére étape, le vin est mis sous pression réduite pour éliminer I'éthanol présent (dé-
alcoolisation du vin) et le concentrer. L'échantillon est ensuite repris sur une cartouche Sep-Pack C18 pour
obtenir trois fractions distinctes (Figure VI.8) [8I:

- Lafraction (a) contient les ellagitannins issus du bois d’élevage du vin rouge,
- Lafraction (b) les polyphénols qui sont supposés impliqués dans le phénoméne d’astringence [19-21]

- Lafraction (c) les pigments responsables de la couleur du vin.

Vin dé-alcooliseé

Elution 1: 5mL, 2,5% acide acétique dans de I’'eau
Elution 2: 5 mL d’acétate d’éthyl
Elution 3: 5 mL de meéthanol

L

I—> Fraction a: Ellagitanins

Fraction b: Acide
—> ellagic, flavanols et
flavonols

b—> Fraction c: Anthocyanines

Figure VI.8 : Schéma de fractionnement du vin rouge en utilisant une cartouche Sep-Pack C18 [
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11.2. Analyse par spectrométrie de masse ESI-LC-MS

Cette premiere étape nous permet d’obtenir trois fractions qui sont analysées par ESI-LC-MS (colonne
en C18 phase inversée, analyse des ions positifs). Le gradient employé a été choisi a partir de différentes
publications ['8 22241 | es essais ont été réalisés pour des concentrations moyennes estimées de 2 ug/uL (la
teneur des composés phénoliques présents dans le vin étant de 1 a 4 g/L). La détection UV est réalisée aux
longueurs d'onde de 280, 350 et 520 nm [224  Comme nous lindique le spectre ci-dessous les
chromatogrammes en UV obtenus sont complexes (Figure VI.9), certaines espéces possédant des temps de
rétention trés proches. Une simple mesure de masse en mode full scan ne nous permet pas d'identifier tous les

composés présents dans I'échantillon.
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Figure VI.9 : Chromatogrammes d’absorbance (280, 350 et 520 nm) de la fraction contenant les flavanols
et les flavonols avec un gradient de 110 minutes

Pour notre étude la fraction la plus intéressante est la fraction b, qui se révéle contenir effectivement les
flavanols et autres polyphénols d’intérét pour I'étude de I'astringence. Cette fraction est reprise et analysée en
mode MS/MS automatique (sélection des ions précurseurs les plus intenses a l'aide du piége ionique) pour
essayer d'identifier par exemple les diméres de tannins condensés. En effet, les composés qui nous intéressent
le plus sont les diméres de tannins condensés B1, B2, B3 et B4, car ils sont connus pour étre impliqués dans le
phénomeéne d'astringence [2.25 261, De plus, comme nous I'avons évoqué dans le chapitre IV, ces composés font
partie des composés les plus affins pour le peptide IB714 d’aprés I'échelle d'affinité établie en phase gazeuse, et
ces diméres n'ont pu étre étudiés avec notre sonde peptidique (synthese chimique en plusieurs étapes a
rendement total faible). Une fois ces composés identifiés nous pourrons envisager de les collecter.

Effectivement, les dimeres résultant de la polymérisation de la catéchine ou de I'épicatéchine sont

identifiés dans la fraction b, sur la base de leurs spectres d’ions fragments (Figure VI.10).

151



Chapitre VI : Vers des mélanges plus complexes de polyphénols et de protéines

RT:000- 10,38

00+ 2103 NL:984E6
m/z=80,0-20000 F: +c
90 ESIFull ms2
579,00@20,00 [
80 155,00-2000,00] MS
00624fractionBeulot
704
30,26
604
504
404
30
204
851 0121
PE 2397
0205
24 298 7.7 095 BO5 #31 2648 3235 3529 399141y 4538 4875 5379 5;{*9 58,83 6429 706 7226 7478 7898 8233 8736 9240 9827 99.96 7\‘,“993_
T T ¥ T T 7 T T T T T T T T T T T T T T
5 o b 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 % % 00 05 o
Time (min)

00624fractionBculot #863-893 RT: 30,26-31,10 AV: 3 NL: 1,42E6
2+ ¢ ESI Full ms2 579,00@20,00 [ 155,00-2000,00]

-

5788
80
60 4268
40
290,9
20 2471 408,9
1 2888 4529
1816 2311 | 3009 3379 3085 | [ ae87 5428 %808 ls705 6350

e . B L N —

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

m/z

Figure VI.10 : Spectre MS/MS (mode positif) réalisé sur I'ion parent m/z = 579 Da correspondant a un dimére de
tannins. On remarque d’aprés le chromatogramme quatre signaux distincts correspondant aux quatre diméres,
sans pouvoir pour autant faire une attribution de structure précise pour chacun d’entre eux.

Le schéma ci-dessous présente les différentes fragmentations [27-29(Figure VI.11).
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Figure VI.10 : Schéma de fragmentation d’un dimére. Au total quatorze fragments sont identifiés sur le spectre
MS/MS (Figure V1.9).

8

g

En accord avec différentes publications, plusieurs polyphénols ont été identifiés dans la fraction b issue

de la Sep-Pack : épicatéchine, catéchine, diméres, triméres, quercétine, rutine.
A plus long terme, apres avoir identifié tous les polyphénols présents dans cette fraction, une étape de
récolte des composés pourra étre mise en place, ce qui nous permettrait de disposer d’'une palette

complémentaire de composés phénoliques purs.
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lI.  Conclusion générale et perspectives

Dans un premier temps, nous avons essayé de fractionner les protéines salivaires a l'aide de systémes
de coupures. Les différentes expériences réalisées ne nous ont pas permis d'atteindre notre objectif. Une étape
de dilution et I'élimination de I'amylase des protéines salivaires n'ont pas permis de contourner le probléme lié a
I'utilisation des concentrateurs Vivaspin et Amicon. D'autres systemes dotés de membranes différentes
pourraient étre envisagés, mais la chromatographie classique sur colonne d’exclusion par la taille serait peut-étre
la meilleure solution a mettre en ceuvre. L'obtention de fractions bien délimitées en taille pourrait étre exploitée

pour la préparation de sondes a plus large spécificité que le peptide de PRP IB71a.

Le fractionnement d’un vin rouge pour obtenir une fraction enrichie en flavanols et flavonols est facile a
réaliser. L'obtention de polyphénols purifiés, et notamment d'oligoméres a divers degrés de condensation,
permettrait de compléter I'étude de I'affinité en phase liquide avec la sonde peptidique, de comparer les résultats
a I'échelle établie en phase gazeuse, et d’affiner la connaissance des divers types d'interaction qui interviennent
dans la formation des complexes entre protéines et polyphénols, pour tenter de mieux approcher les aspects

moléculaires de I'astringence.
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Les composeés phénoliques sont présents chez tous les végétaux, et ils jouent un réle important dans les
qualités sensorielles de nombreux aliments. Ces composés, qui sont a l'origine de la couleur des vins rouges et
de leur caractere tannique, induisent la sensation d’astringence. Cette sensation résulte de la précipitation des
composés phénoliques avec les protéines salivaires. L’astringence pouvant étre considérée comme une qualité
ou un défaut d'un vin rouge, il semble donc important pour la communauté cenologique de comprendre et de
maitriser ce phénoméne. A 'heure actuelle, bien que les différentes interactions permettant la complexation des
protéines de la salive et des composés phénoliques soient connues, il existe toujours un débat sur le mécanisme
de complexation et sur 'importance relative des interactions qui gouvernent la formation des complexes. Au
niveau moléculaire, I'étude de I'astringence est difficile, car les deux partenaires (le vin et la salive) impliqués
dans cette sensation sont des milieux complexes. De plus, les acteurs participant au phénoméne d’astringence

n'ont pas tous été identifiés a ce jour.

Afin d’essayer de mieux comprendre les interactions entre les composés phénoliques et les protéines de

la salive a I'échelle moléculaire, nous avons mis en place un modéle d'interaction simple. Ce modéle utilise d’'une
part un fragment de protéines riches en prolines, IB714, ayant fait 'objet de différentes études (RMN, DC, SM,
Modélisation moléculaire), et d'autre part des polyphénols modeéles.
Un travail préliminaire réalisé par B. Plet a permis d'établir une échelle d’affinité en phase gazeuse des
polyphénols pour le peptide IB714, grace a une méthodologie analytique basée sur la spectrométrie de masse
résolue en énergie (ERMS). Cette méthodologie est donc une forme d’évaluation du caractére astringent d’un
polyphénol a partir d’'une I'échelle établie en phase gazeuse. Cette approche a confirmé le réle majeur tenu par la
formation de liaisons hydrogene dans la complexation des polyphénols par un fragment de PRP ou une PRP
entiére. Cependant cette méthodologie présente des inconvénients non négligeables :

- Les complexes IB714/polyphénols sont analysés en phase gazeuse ; les effets hydrophobes sont

donc tres affaiblis

- Cette méthode est plutét limitée a l'analyse de polyphénols isolés, et donc peu adaptée aux

mélanges naturels, complexes, de polyphénols.

Tenant compte de ces deux limitations, nous avons décidé de mettre en place deux stratégies pour
tenter de mieux comprendre le phénomeéne d’astringence en nous approchant des conditions d’interaction en
phase liquide. Notre modéle d'étude fait appel a deux types de sondes moléculaires immobilisées sur un support
solide par greffage covalent: une sonde peptidique et une sonde polyphénolique, dans I'objectif d'isoler et
d’identifier par spectrométrie de masse les composés qui présentent le plus d’affinité pour la sonde immobilisée.
Cette stratégie d'interaction entre les composés phénoliques et le peptide IB714 est réalisée en phase liquide
hydro alcoolique, mimant ainsi les conditions trouvées lors de la dégustation d’un vin rouge. Cette stratégie
pourra étre déclinée a des mélanges plus complexes de polyphénols et de salive humaine, pour au final étre au

plus pres des « vraies » conditions de I'astringence.
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Dans un premier temps, nous avons construit une sonde moléculaire en immobilisant le peptide IB714
sur des billes magnétiques. La réalisation de cette sonde, dite peptidique, n'a pas posé de difficulté particuliére.
Bien que deux points d’ancrage possibles sur le support existent (via le groupement N-terminal et la chaine
latérale de la Lysine 5), cette sonde s’est révélée fonctionnelle. Cependant, comme nous I'avons évoqué dans le
chapitre 1V, cet aspect du greffage, conjugué au manque d'information sur la densité de fonctions réactives en
surface des billes, nous impose la contrainte stricte de travailler sur un méme lot de sonde peptidique. Le
comportement vis-a-vis de cette sonde de trois polyphénols (QR2, NN et Epi) permet de les classer suivant leur
affinité. Les études sur un ou plusieurs polyphénols en mélange nous ont permis de constater qu'au sein d'une
sélection de cing composés QR2 est le composé le plus affin pour la sonde peptidique, qu'il soit pris isolément ou
en mélange. Ces résultats montrent que I'ordre d'affinité établi en phase gazeuse est respecté en phase liquide,
ce qui confirme l'importance des sites donneurs de liaisons hydrogénes du peptide. Néanmoins, les écarts
d'affinités observés en phase liquide sont sensiblement différents de ceux qui ont été trouvés en phase gazeuse.
Ceci incline a penser que les effets hydrophobes peuvent intervenir de maniére non négligeable dans l'interaction
entre un peptide et un polyphénol en phase liquide. Ce point mérite d’étre approfondi avec une sélection plus
compléte de polyphénols modéles, puis de polyphénols en mélanges issus de vins rouges, incluant des
oligoméres de tanins. Par ailleurs, les tentatives de dissociation des complexes établis entre des polyphénols et
la sonde peptidique se sont avérés globalement infructueux, confirmant le caractére quasi-indissociable de ces

complexes, réputés capables de traverser le tractus intestinal.

Dans un second temps, nous avons construit, sur le méme principe que la sonde peptidique, un outil
moléculaire complémentaire, la sonde polyphénolique. Le greffage d’'un polyphénol glycosylé sur des billes
magnétiques fonctionnalisées a été obtenu en tirant parti d’'une modification chimique des glycanes pour réaliser
le greffage covalent. Cette sonde nous a permis d'observer la complexation du peptide IB714, et est donc
opérationnelle. Cependant, comme dans le cas de la sonde peptidique, pour espérer établir des mesures
d'affinité relative, il est impératif de travailler sur un méme lot de sonde polyphénolique. De plus, cette approche
est restreinte aux composés possédant un ou plusieurs sucres en périphérie du noyau flavane. Néanmoins, ce
type de sonde polyphénolique a un bon potentiel pour cribler I'affinité des protéines salivaires envers certains

polyphénols.

L'idée d'un crible des protéines salivaires était justifiée par le fait que nos études étaient restreintes au
seul cas des PRP. Or, dans le mélange trés complexe des protéines salivaires, d'autres protéines sont présentes
en concentration importante, et notamment 'amylase (aux environs de 30%). De plus, lorsque I'ensemble des
protéines salivaires est mis au contact d’un vin rouge, on constate qu'il n'y a pas de précipitation préférentielle de
I'une ou l'autre classe de protéines, telles que PRP, cystatines ou encore histatines. L'effet de « transporteur » de
'amylase lors de cette précipitation pouvait éventuellement étre mis en cause. Nous avons donc cherché a
fractionner les protéines salivaires selon un critere de taille, permettant entre autres d'obtenir des fractions

déplétées en amylase (qui a une masse aux environs de 50 kDa). Deux systémes de séparation selon un critére

159



Chapitre VII :Conclusions et Perspectives

de taille par ultrafiltration se sont révélés totalement inopérants dans le cas de la salive. Par contre, la méthode
ancienne utilisant la rétention de 'amylase par I'amidon a permis de caractériser des fractions de protéines
salivaires déplétées en amylase et de constater que cette derniére n’avait pas d'influence sur la précipitation de
ces protéines par un vin rouge (analyse par électrophorése SDS-PAGE des fractions de protéines salivaires
avant et apres précipitation par un vin rouge). En conséquence, une sonde constituée par I'immobilisation d’un
fragment de PRP est certes une représentation minimaliste des protéines salivaires, mais reste pertinente. Par
ailleurs, au vu de ces résultats, nous pouvons conclure qu’une entreprise de criblage fin des protéines salivaires
selon un critére d'affinité pour une sonde polyphénolique est une tache longue et délicate, qui risque fort de
produire peu de résultats qui soient de nature a faire progresser notre connaissance de I'astringence.

Le fractionnement des polyphénols réalisé sur un vin rouge offre sans doute des perspectives plus
intéressantes. Un fractionnement rapide permet un enrichissement des tanins condensés. L'accés a ces
oligoméres, qui peuvent étre purifiés de maniére plus optimale par chromatographie en phase liquide, permettrait
de tester leur affinité pour la sonde peptidique. Il serait ainsi possible d’enrichir les échelles d'affinité déja
élaborées et de disposer de données supplémentaires pour caractériser les forces principales impliquées dans
linteraction entre PRP et polyphénols. De plus, une sonde protéique simple (IB714 immobilisé sur billes
magnétiques reste un bon modele d'étude) ou complexe (immobilisation d’une fraction de protéines salivaires)
doit permettre d’étudier des mélanges complexes de polyphénols et de les classer suivant leur caractere
« astringent ». Il faudra pour cela disposer d’'une source de billes magnétiques fonctionnalisées qui soit de qualité

reproductible.
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l. Synthése peptidique sur support solide

1.1. Matériel

La synthése peptidique a été réalisée a l'aide d’un synthétiseur semi-automatique Applied Biosystems
433A. La résine utilisée, les acides aminés, les activateurs HOBt et HBtU proviennent de chez Novabiochem. La
pipéridine, 'anhydride acétique, le dichlorométhane, la DMF et la DIEA sont fournis par SDS (Peypin, France). La
NMP a été acheté chez Accros (Geel, Belgique), le TFA chez Applied Biosystems, le méthanol et I'acétonitrile
chez VWR, I'éther éthylique et I'acide acétique chez Fisher. L’azote provient de la société Air Liquide.

La résine utilisée pour la synthése du peptide IB714 est préchargée avec I'acide C-Terminal est :

Fmoc-Gly-Wang Resin 100-200 Mesh a 0, 63 mmol.g*, soit une masse de 158mg pour 0,1 mmol.

1.2. Synthese

Les réactifs de synthése qui sont délivrés par le synthétiseur grace a des modules programmés pour
I'ouverture de I'électrovanne sont préparés de la fagon suivante :

Déprotection:  100% pipéridine

Capping : anhydride acétique/DIEA/HOBt (19 mL/9 mL/ 0,8 g) dans 400 mL de NMP
Activation : HBTU/HOBL (37,9 g/13,6 g) dans 200 mL de DMF

Couplage : 35% de DIEA dans NMP

Lavage : dichlorométhane et NMP

La stratégie FastMoc est programmée selon la méthode FAstMoc-Q-CondMonPrevPeak. L'échelle

appliquée a cette stratégie est de 0,1 (acides aminés libres en excés de 10 fois par rapport a la résine).

1.3. Protocole post-synthése : le clivage

Une fois le peptide synthétisé, la résine ainsi que les groupements protecteurs des chaines latérales
doivent étre clivés. Le peptide lié a la résine est d'abord lavé sur un fritté de porosité 4 avec du DCM/ MeOH (1/
1, v/ v), puis mis a sécher au dessiccateur. Le peptide est ensuite libéré du support solide par un mélange TFA/
Thioanisol/ Eau (95/ 3/ 2, v/ v) a 0°C. Le mélange est ensuite laissé sous agitation mécanique pendant 1h30 a
température ambiante (I'agitation par un barreau magnétique pourrait casser la résine). La solution est ensuite
filtrée sur un fritté de porosité 4, puis lavée avec quelques millilitres de TFA/ DCM (9/ 1, viv), puis filtrée. Le filtrat
est précipité dans 10 fois son volume d'éther froid. Le peptide est enfin filtré et solubilisé dans une solution
d’acide acétique 5%, puis lyophilisé. Le rendement brut de la synthese est de 59 % (soit 93 mg de peptide), ce

qui équivaut a un rendement de 97% de greffage par acide aminé. Aprés purification par chromatographie liquide
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et contréle de pureté par spectrométrie de masse, le rendement total (synthése + clivage + purification) est de 22

% (obtention de 35 mg de peptide).

1.4. Purification par HPLC

La colonne employée est de type semi-préparatif (greffage C18, particules de 15 um et d’une porosité

de 100 A, 300 mm de long, 7,8 mm de diamétre inteme). La purification du peptide est réalisée avec un gradient

binaire avec comme solvants :

- Solvant A : Eau milliQ + 0,1 % TFA

- SolvantB:ACN+0,1 % TFA

Le gradient de séparation est présenté ci-dessous :

Temps (minutes) % A % B
0 100 0
1 100 0
6 93 7
11 90 10
26 88 12
31 0 100
33 0 100
35 100 0
40 100 0

Tableau VII.1 : Gradient binaire pour la purification de IB714 en mode semi-préparatif
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Figure VIIIl.1 : Chromatogramme du mélange brut de synthése de IB714. Le gradient est figuré en

pointillés.

% de B (ACN + 0.1% TFA)
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Il. Préparation de la sonde peptidique

I1.1. Fonctionnalisation des billes magnétiques et immobilisation du peptide IB7 14

Les billes magnétiques utilisées proviennent de la société Ademtech (Pessac, France). L'activation des

billes se fait en suivant le protocole proposé par Ademtech.

Les solutions tampons fournies, a savoir le Storage Buffer (SB) et I'Activation Buffer (AB), sont diluées
dix fois dans de I'eau distillée. Les billes magnétiques sont resuspendues par vortex dans une solution & 1% de
tampon AB (100 L de billes + 200 uL de AB), et elles sont sédimentées grace a un séparateur magnétique.
Elles sont ensuite remises en suspension avec 200 uL de AB. Cette opération est répétée trois fois, a la fin les
billes sont resuspendues dans 200L de AB. Une solution a 4 mg/mL d’'EDC dans le tampon AB est préparée,
pour 1 mg de billes magnétiques engagées, 80 uL de cette solution dEDC sont nécessaires. Le milieu est
ensuite agité dix minutes a 37°C. Les billes sont sédimentées pour prélever 100 uL de surnageant pour I'analyse
en UV.

Le peptide I1B744 est mis en solution dans le tampon AB (30 ug a 150 ug pour 3 mg de billes). Le milieu
est mis sous agitation pendant 2h & 37°C. Les billes sont sédimentées, le surnageant est prélevé pour
déterminer le taux de peptide non greffé par mesure d’absorbance dans 'UV.

Afin de bloquer les groupements acides carboxyliques qui n'ont pas réagi avec le peptide, I'ensemble est incubé
30 min a 37°C sous agitation avec une solution de Tris dans AB (200 L de Tris pour 100 uL de billes/protéines).

Les billes sont lavées deux fois par la solution de SB diluée.
I1.2. Mesure de I'absorbance en UV

Pour mesurer I'absorbance, des cellules en quartz d’'une longueur de 1 mm sont utilisées. Le blanc est
effectué dans une cellule remplie de solution AB utilisée lors de I'activation des billes. Le peptide 1B714 dilué dans
la solution AB est analysé. Connaissant la concentration du peptide et la longueur de la cuve, le coefficient

d’extinction molaire est déterminé d’aprés la loi de Beer-Lambert :

Abs=C*l*¢g C = concentration en mol/L

| = longueur de la cuve en cm
¢ = coefficient d’extinction molaire

Pour une cuve de 1 c¢cm l'absorbance obtenue est supérieure a 1, le systéme est saturé. Pour rester
dans la gamme et obtenir le coefficient d’extinction molaire des cuves de 1 mm sont plus appropriées.

Les surnageants sont utilisés pour déterminer le taux de greffage du peptide sur les billes magnétiques.
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11.3. Protocole de I'étude de l'interaction sonde peptidique/polyphénols

Avant utilisation, 3 mg de sonde peptidique sont lavés dix fois par 500 yL d'un mélange eau/éthanol
(50/50) afin d'éliminer les réactifs utilisés lors de I'étape de greffage et d'éviter ainsi tout relarguage de composeés
susceptibles d'interférer lors de I'analyse par spectrométrie de masse. Une expérience standard d'interaction
engage 18 nmoles de peptide IB7+4 greffé et 6 nmoles de polyphénols purs. La quantité souhaitée de sonde
peptidique (équivalente & 18 nmoles de peptide) est remise en suspension directement dans 173 yL de chaque
solution de polyphénols (soit 6 nmoles de polyphénal).

Aprés 60 minutes d'agitation mécanique a 37°C, les billes sont isolées par centrifugation et le

surnageant contenant les polyphénols non retenus par la sonde peptidique (polyphénols libres) est récupére.

I1.4. Calcul des valeurs d’« affinités »

A titre d’exemple, pour l'étude de linteraction entre la sonde peptidique et NN, les données
expérimentales de chaque expérience (avant et aprés interaction) sont présentées dans le tableau ci-dessous.
Les intensités des pics de chacune des especes reliées a NN sont extraites des deux spectres (présentés dans

le chapitre V) de masses obtenus (polyphénols totaux et non retenus).

Totaux Non retenus
m/z Intensités « total » normalisés a | Intensités « Nonretenu » | normalisés a
10000 10000
standard 303 753467 753467 10000 907482 907482 10000
ion M+H 581 420684 5583,3 339654 3742,8
adduit Na 603 505232 6705,4 349517 3851,5
2M +Na 1184 1401523 18601,0 615424 6781,7
3M+Na 1763 31314 415,6 103852 11444
Fragment 273 148266 1967,8 144479 1592,1
Fragment 419 77585 1029,7 136683 1506,2
Fragment 435 27566 365,8 101841 1122,2
Fragment 891 207607 2755,3 344625 3797,6
Fragment 1470 130882 17371 167402 1844,7
NN 54201,7 431426

Tableau VIII.2 : Valeurs des intensités de pics correspondant a I’échantillon de NN total (avant interaction) et non
retenu

A partir de ce tableau nous allons pouvoir déterminer I'affinité de NN pour la sonde peptidique, en
calculant I'intensité de pic de NN dans I'échantillon total :
Intensité de pic NN totaux = Somme des intensités de pic des différentes formes reliées a NN observées dans

I'échantillon de NN totaux (avant interaction)
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Intensité de pic de NN totaux = Intensité de pic du monomere + Intensité de pic de 'adduit de sodium

Intensité de pic NN totaux = 54201,7 (total aprés normalisation a 10000)

Ainsi que l'intensité de pic de NN dans I'échantillon NN non retenu :

Intensité de pic de NN non retenus = Somme des intensités de pic des différentes formes reliées a NN observées
dans I'échantillon de NN non retenus (avant interaction)

Intensité de pic de NN non retenus = Intensité de pic du monomere + Intensité de pic de 'adduit de sodium

Intensité de pic de NN non retenus = 43142,6 (total aprés normalisation & 10000)

L'intensité de pic de NNeteny €St déduite :
(Intensité de pic de NNictaux — Intensité de pic de NN non retenus)
=54201,7 - 431426

El pmas

Ainsi que I'affinité : *100

" E N

=20%

11.5. Graphes de calibrations par LC/MS

Comme nous I'avons décrit dans le chapitre 1V, des graphes de calibration ont été établis pour I'étude de
la « désorption » des polyphénols en interaction avec notre sonde peptidique. Cet étalonnage est réalisé pour les
mémes sept rapports (quantité de polyphénol/quantité de standard interne) : 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25, 1,5, et 1,75.
Ces rapports correspondent a des quantités de polyphénols allant de 225 pmoles a 1575 pmoles (5uL) ajoutés a
une quantité constante de quercétine (900 pmoles dans 5 L) pour un volume final de 10 uL. Chaque analyse
est répétée trois fois afin de vérifier la robustesse de la méthode et de garantir une meilleure fiabilité aux

mesures. Pour toutes droites d’étalonnage les coefficients de corrélations sont supérieurs a 0,9.

lll. Préparation de la sonde polyphénolique

lI1.1. Synthése du polyphénol modifié

Dans un tube de 1,5 mL, 2,43 mg, soit 4,18 micromoles de NN (naringénine-7-O-nehesperidoside) sont
introduits dans 220 uL de méthanol. A cette solution est ajouté 1,3 équivalent de periodate de sodium (1,31 mg,
5,43 micromoles), dilué dans 200 uL d’eau distillée. L'addition de periodate de sodium sur l'eau étant
exothermique le milieu est plongé quelques minutes dans un bain de glace sous agitation. Ce mélange est
additionné a NN dilué, et mis sous agitation pendant trois heures a température ambiante. Le milieu est ensuite
extrait en ajoutant de l'acétate d’éthyle pour séparer les deux phases. La phase aqueuse est récupérée puis

évaporée au Speed Vac. Le suivi de réaction se fait sur des plaques chromatographiques sur couche mince a
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polarité inversée dans un mélange eau/méthanol 50/50. Le rapport frontal du composé formé est de 0,13
(distance parcourue par le composé/ distance parcourue par le solvant).
Le polyphénol modifié est ensuite analysé par couplage LC/MS, avec le gradient binaire eau/méthanol utilisé

précédemment.

lIl.2 Fonctionnalisation des billes magnétiques et immobilisation du polyphénol modifié

La sonde modifiée par le polyphénol est synthétisée en deux étapes en solution. Les billes magnétiques
utilisées proviennent de la société Ademtech. L'activation des billes magnétiques se fait selon un protocole
adapté a partir de celui proposé par Ademtech, en utilisant les solutions tampons fournies, & savoir le Storage
Buffer (SB) et I'’Amino-activation Buffer (AB). Les billes magnétiques sont resuspendues par vortex dans une
solution & 1% de tampon AB (100 L de billes + 200 puL de AB). Les billes sont sédimentées gréce a un
séparateur magnétique. Elles sont ensuite remises en suspension avec 200 uL de AB. Cette opération est
répétée trois fois. A la fin les billes sont amenées a sec. Une solution d’hydrure a 0,26 mg/mL de NaBH3CN dans
du méthanol est préparée. Pour 1 mg de billes magnétiques engagées, 150 uL de solution d’hydrure sont
nécessaires. Le polyphénol oxydé est dilué dans du méthanol a raison de 9mg/mL. L’hydrure et NN en solution
sont ajoutés aux billes magnétiques. Le milieu est mis sous agitation pendant 2 heures a 37°C. Les billes sont
sédimentées pour prélever le surnageant qui permettra de déterminer le taux de polyphénol non greffé (par
spectrophotométrie UV). Afin de bloquer les groupements amines qui n'ont pas réagi avec le polyphénol ouvert,
I'ensemble est incubé trente minutes a 37 °C sous agitation mécanique avec une solution de glycine dans AB

(1,54 mg/mL). Les billes sont ensuite lavées deux fois par la solution de SB.

111.3. Mesure de I'absorbance

La méthode utilisée pour déterminer le rendement de réaction est la mesure d’absorbance (Nanodrop
1000). Cet appareil n’emploie pas de cellules en quartz. L’échantillon & analyser est directement en contact (2
ML) avec un systéme optique, permettant d’obtenir la densité optique (absorbance) du composé. Le coefficient
d’extinction molaire est déterminé d’aprés la loi de Beer-Lambert :
Abs=C*l*¢

C = concentration en mol/L ; | = trajet optique de 1 cm ; ¢ = coefficient d’extinction molaire

Les composés a analyser sont en solution dans du méthanol, solvant fortement volatil. Les 2 pl de
solvant ne suffisent pas pour faire une mesure. Les mesures sont faites dans un mélange eau/méthanol 50/50
pour contourner le probléme du méthanol seul. Le surnageant contenant le polyphénol modifié n‘ayant pas réagi

avec la sonde est analysé pour obtenir le rendement de greffage sur les billes magnétiques.
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I11.4. Calcul d’ « affinité »

Les essais d'interaction et les analyses par spectrométrie de masse ont été réalisés avec les mémes
parametres d’ionisation que ceux présentés dans le chapitre IV. Les spectres ci-dessous correspondent au

peptide « total », (avant mise en contact avec la sonde) et non retenu.

Avant interaction avec la
sonde polyphénolique
090909angio+
ib714l0t1v40#75-407
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NL:2,37E7 T: + cESIms
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Figure VIII.2: Spectres de masse de I'échantillon total (avant interaction avec la sonde) et non retenu. Les espéces
corrélées a I’Angiotensine sont entourées en bleu, celles du peptide en rouge.

Comme nous I'avons expliqué dans le chapitre V, I'affinité du peptide pour la sonde polyphénolique est
calculée a partir des intensités des pics. Le tableau ci-dessous présente (fond rouge) les intensités de pics de
chacune des espéces reliées a IB714 extraites des deux spectres précédents. En fond bleu sont présentées les

intensités de pics des espéces reliées au standard interne (angiotensine ).

Echantillon Echantillon C
total nonretenu | _ Coef?izirg:]t 4 | Echantillon non
Espéces Courant Courant | cormection pourla retenu
observées m/z lonique lonique normalisation Cl normalisé
[M+3H]** 433,5 4524201 3640198
Angiotensine | [M+2H]2+ 649,5 1066028 1946049
[M+H]* 1296,8 116471 165020
Somme 5706700 5751267 0,99 5706700
B7 [M+2H]2+ 651,4 23724857 8205665
” [M+H* | 13006 | 288789 305846
Somme 24013646 8511511 0.99 8445554

Tableau VIII.1 : Valeurs des intensités de pics des espéces corrélées a I’Angiotensine et a IB714 des échantillons
« total » et « non retenu »
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Il s’agit dans un premier temps de comparer la quantité de standard interne (Angiotensine ) observée dans les
deux analyses indépendantes. Celle-ci est représentée par la somme des intensités de pics des especes reliées
a l'angiotensine | (formes mono, di et trichargées) soit :

Intensité de piC monocharge *+ INteNSité de pic dicharge + INtensité de pic icharge

On obtient ainsi pour I'échantillon total (avant interaction avec la sonde) l'intensité de pic de I'Angiotensine
« total » et pour 'échantillon non retenu par la sonde l'intensité de pic Angiotensine « non retenu ».
Cela justifie une étape nécessaire de normalisation. La normalisation, toujours menée en fonction de I'échantillon
« total », passe par la détermination d’'un coefficient de correction :

Cnorm = Intensité de pic Angiotensine « total »/ Intensité de pic Angiotensine « non retenu ».

Ce coefficient de correction sera utilisé pour corriger les quantités de peptide d'intérét IB714 observées.

Dans un second temps il faut comparer les quantités d' I1B7+4 observées dans ces deux mémes
analyses. Comme précédemment, la quantité d' IB7+4 est représentée par la somme des intensités de pic des
espéces reliées a IB714 (formes mono et dichargées) soit :

Intensité de piC monocharge *+ INtensité de pic dicharge -
On obtient ainsi pour I'échantillon total (avant interaction avec la sonde) lintensité de pic IB714 « total » et pour
I'échantillon non retenu par la sonde l'intensité de pic IB714 « non retenu ».
L'intensité de pic IB714 « non retenu » est alors corrigée par le facteur de correction utilisé pour la normalisation :

Intensité de pic de IB714 « non retenu » normalisé = Intensité de pic IB714 « non retenu » X Cnorm.

Il est alors possible de déduire la quantité d’ IB714 « retenu » par la sonde polyphénolique NN

Intensité de pic IB714 «retenu » = (Intensité de pic de I1B714 « total ») - (Intensité de pic de IB714 « non retenu »
normalisé)

Il est alors possible d’exprimer ce résultat différemment, comme la part de peptide IB7+4 total effectivement
retenue par la sonde que nous définissons comme une affinité :

Affinité = Intensité de pic IB714 «retenu » / Intensité de pic 1B744 « total » x100

Selon cette démarche, les données présentées dans le tableau ci-dessus permettent de dégager :

Somme des Intensités de pic de I'Angiotensine « total » = (Intensité de piC monocharge + Intensité de pic
dicharge *+ Intensité de pic trichargs) «toal» = 5706700

Somme des Intensité de pic de I'’Angiotensine « non retenu » = (Intensité de piC monochargs *+ Intensité de
PiC dicharge * INtensité de piC tricharge) « non retenu» = 5751267

Soit un coefficient de normalisation = Intensité de pic Angiotensine « total »/ Intensité de pic Angiotensine « non
retenu » (5706700/5751267 = 0,99).

Ensuite on calcule les intensités de pic C d' IB714 (total et non retenu) :

Intensité de pic IB714 total = (Intensité de piC monochargs + INtensité de pic gicharge) wotal» = 24013646
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Intensité de pic IB714 non retenu = (Intensité de piC monochargs + Intensité de picC dichargs) «non retenu» =
8511511
Ainsi que le'intensité de pic IB714 « non retenu » normalisé = (8511511*0,99)= 8445554

L'intensité de pic IB744 «retenu » est déduit :
Intensité de pic IB714 «retenu » = (Intensité de pic IB714 « total ») - (Intensité de pic IB714 « non retenu »
normalisé)
= (24013646 - 8445554) = 15568092

L'« affinité » peut alors étre exprimée :

Affinité sonde nnis714 = Intensité de pic IB714 «retenu » / Intensité de pic 1B744 « total » x100
Affinité sonde nnis714 = (15568092/24013646)* 100

Affinité sonde nis714 = 64,8 %
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IV. Les protéines salivaires

IV.1.Dosage par la méthode de Bradford

Pour déterminer la concentration des protéines salivaires, on réalise dans un premier temps le graphe
d'étalonnage pour la BSA (Bovine Serum Albumine) a différentes concentrations connues (mesure de la DO a

595 nm). La concentration de la solution de standard interne vaut 1,56 mg/mL

BSAen g 0 0 78 15,6 234 31,2 39
BSA volume prélevé en pL 0 0 5 10 15 20 25
DO mesurée 0 0,017 0,28 0,51 0,69 0,89 1,07

Tableau VIII.4 : Valeurs des DO de la BSA pour différentes concentrations
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Figure VIIL.3 : Droite d’étalonnage avec la BSA
Protéines salivaires 5 5 5 10 10 10 20 20 20
en uL
DO mesurée 0,656 | 0,618 | 0,625 | 1,116 | 1,058 | 1,025 | 1,655 | 1,588 | 1,500

Tableau VIIL5 : Valeurs de la DO mesurée pour les protéines salivaires

On en déduit les concentrations en protéines salivaires pour les différents volumes. Les concentrations

en protéines salivaires sont comprises entre 2,75 et 4,41 ug/JL, soit une concentration moyenne de 3,6 pg/uL.
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IV.2.Electrophorése SDS-PAGE

Les protéines salivaires, ainsi que les différentes fractions obtenues sont analysées sur gel
d'électrophorése de polyacrylamide en présence de SDS. Avant dépbt sur le gel, les échantillons sont repris dans
une solution tampon « Laemmli 3X » (Tris-HCI 0,5M pH 6,7/SDS 2%/ 3-mercaptoéthanol 2%/ glycérol 10%/ bleu
de bromophénol 0,02%), puis chauffés @ 95°C pendant cing minutes. Pour les précipitations, le culot et le
surnageant sont repris dans une solution tampon Laemmli 1X.

Les gels SDS-PAGE sont composés de deux couches distinctes :
- Le gel de migration (Tris-HCI 1.5 M pH 8,8 ; Acrylamide 30/Bisacrylamide 0,8 ; Glycérol 1,375g ; Eau
milliQ)
- Le gel de concentration (Tris-HCI 0.5 M Ph 6,8 ; Acrylamide 30/ Bisacrylamide 0,8 ; Eau milliQ)

La polymérisation du gel est induite par I'addition de N,N,N’,N'-tétraméthylethane-1,2-diamine (TEMED,

catalyseur), en présence de persulfate d’'ammonium ((NHa)2 (S20s) 40mg/100 pL eau milliQ, initiateur de la

polymérisation.
Gel Gel de concentration Gel de migration 15% Gel de migration 18 %
Acrylamide/Bisacrylamide
(30/0.8) 1 mL 5mL 6 mL
Tris HCI 1,5M pH 8,8 2,5mL 2,5mL
Tris HCI 0,5M pH 6,8 1,5 mL

Glycérol 1,375 ¢ 1,375¢
Eau milliQ 1,25 mL 1,4 mL 0,4 mL

TEMED 6 pL 8 uL 8 pL
(NHz)2(S20s) 9L 12 pL 12 L

Tableau VIII.6 : Conditions de préparations des gels électrophorése 1D

Aprés migration, les protéines du gel sont révélées par une technique de coloration.

IV.3. Techniques de colorations

a) Coloration au Bleu de Coomassie R250

Pour ce type de coloration les gels sont d’abord repris dans un bain de fixation (Eau milliQ 50%/ EtOH 40%/
Acide acétique 10%) pendant une heure, puis colorés au Bleu de Coomassie pendant au moins deux heures.
Pour notre étude nous avons testé deux types de coloration au Bleu :

- 0,1% Bleu de Coomassie R250/ 25% MeOH/ 10% Acide acétique/ 65% eau milliQ

- 0,1% Bleu de Coomassie R250/ 50% EtOH/ 10% Acide acétique/ 40% eau milliQ
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Les gels sont ensuite décolorés dans une solution Acide acétique 30%/Eau milliQ 70 % dans le cas de
la coloration au MeOH, et dans une solution ne contenant que 10% acide acétique dans le cas de la coloration a
I'EtOH.

b) Coloration a l'argent

Aprés migration, le gel SDS-PAGE est placé dans la solution de fixation (eau milliQ/ Ethanol/ Acide
acétique, 50/40/10) pendant 30 minutes sous agitation. Apres 5 minutes de lavage dans de I'eau milliQ, le gel est
traité pendant 30 minutes sous agitation dans 125 mL d'une solution de sensibilisation (EtOH 37,5 mL/
Glutardialdéhyde 25 % 0,65 mL/ Thiosulfate de sodium 5% 5 mL/ Acétate de sodium 8,5 g/ eau milliQ, 125 mL).
Le gel est ensuite rincé trois fois & 'eau milliQ, pour ensuite étre traité 20 minutes avec la solution de nitrate
d’argent (solution de AgNO3 2,5 % 12,5 mL, Formaldéhyde 37 % 50 pL/ Eau milliQ 125 mL). Le gel est ensuite
repris dans une solution de développement (Carbonate de sodium 3,15 g/ Formaldéhyde 37 % 2,5% pL/ eau
milliQ 125 mL). Suivant le développement des bandes, la fixation au nitrate d’argent varie entre deux et cing
minutes. La fixation a l'argent est stoppée par une solution contenant de 'EDTA (EDTA-Na; 2H,0 1,8 ¢/ Eau

MilliQ 125 mL) pendant dix minutes. Le gel est ensuite rincé trois fois dans de I'eau milliQ.

IV 4. Protocole des précipitations des protéines salivaires

Les échantillons de protéines salivaires sont mis en présence de vin rouge pour un méme rapport de
volume. Dans notre cas nous avons mélangé 15 L de protéines salivaires avec 15 L de vin rouge. Le mélange
est centrifugé pendant 10 minutes, les surnageants sont éliminés et les culots sont déposés sur gel SDS-PAGE.

Le méme protocole est utilisé pour réaliser les controles protéines salivaires + eau milliQ.

IV.5. Protocole de I'élimination de 'amylase

Pour dépléter 'amylase des protéines salivaires, le protocole emploie de la fécule de pomme de terre
(origine commerciale). Le protocole fait appel a une seringue de 1 mL dans laquelle est inséré un filtre de 0,45
Mm, avant de la garnir avec I'adsorbant, soit 500 mg de fécule de pomme de terre. La fécule de pomme de terre
est sédimentée avec 600 L d’eau milliQ.
500 uL de protéines salivaires sont déposées sur le filtre. L’éluat récupéré a la sortie de la seringue contient les
protéines salivaires déplétées en amylase. Deux lavages de 500 pL d’eau milliQ sont effectués pour récupérer
toutes les protéines salivaires. L'amylase est éluée par 500 uL d’une solution contenant 10 % SDS/ 3% de

mercaptoéthanol.
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V. Parametres utilisés en spectrométrie de masse pour l'identification des

polyphénols

Dans un premier temps, les polyphénols fractionnés par Sep Pack sont analysés en infusion simple en mode MS
et MS/MS (énergie de collision fixée a 30%, sélection manuelle des ions a fragmenter). Les paramétres d’analyse

de I'appareil sont les mémes que ceux utilisés dans les chapitres IV et V.

Source ESI Mode positif
Gaz de nébulisation (u.a) 20

Gaz auxiliaire (u.a) 0

Tension de spray 4.5 kV
Température du capillaire de transfert 200 °C
Tension du capillaire de transfert 10V
Lentille de tube 0

Tableau VIIL.7 : Paramétres d’ionisation ESI en mode positif

Cette premiére analyse nous a permis de constater qu'une étape de séparation par chromatographie

liquide était nécessaire pour identifier un maximum de polyphénols présents dans la fraction.

Lors des analyses réalisées en LC/MS une méthode utilisant de la MS/MS (énergie de collision 30%) en
mode automatique (sélection des deux ions les plus intenses associée a une exclusion dynamique au bout de 1
minute), a été utilisée, permettant d'identifier certains polyphénols et notamment les diméres B1 a B4,

caractérisés par des pics chromatographiques bien séparés (chapitre VI).
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