
PURIFICATION ET CARACTERISATION DE L’(LACTALBUMINE DU LAIT

Introduction

La synthèse et l’exploitation d’une molécule d’intérêt passe obligatoirement par sa purification et sa caractérisation. Ceci est particulièrement le cas dans l’industrie pharmaceutique où les molécules doivent être complètement pures et leurs caractéristiques totalement maîtrisées, afin d’être incorporées dans des médicaments. 

Nous chercherons donc, à purifier une protéine du lait, l’(lactalbumine du lait, à partir d’un extrait brut. C’est un composant essentiel du système lactose synthétase, de 129 acides aminés dont la masse molaire est de 15500Da et qui est un composant essentiel du système lactose synthétase.

Pour cela, une stratégie de purification par chromatographie IMAC ( Immobilized Métal Ion Chromatography ) et de caractérisation par électrophorèse SDS PAGE a été mise en place, sachant qu’une bonne stratégie de purification doit répondre à deux critères principaux : une bonne séparation et un nombre limité d’étapes.
1) Principes

· La stratégie de purification

Une stratégie de purification comprend différentes étapes :

-Préparation d’un extrait brut.

-Solubilisation de la molécule.( ici ont travaille avec du lait donc l’(-lacaltalbumine est déjà solubilisée.)

-Enrichissement de l’extrait brut.( La Caséine représentant 90% des protéines du lait , on cherche à s’en débarrasser pour augmenter la proportion de (-lacaltalbumine.)

-Purification de la molécule. ( On utilise une chromatographie d’affinité )

Parallèlement à cet analyse qualitative , on réalise une analyse quantitative par un dosage protéique de Bradford et une mesure d’absorbance directe…

On effectue une gamme étalon à partir de solution de BSA (Sérum Albumine Bovine )de concentrations connues , pour pouvoir établir une relation entre Do et la concentration protéique de fractions.

· Chromatographie

On utilise une chromatographie d’affinité sur ions métalliques immobilisés (IMAC).

Des ions métalliques sont chélatés à un support insoluble ou matrice.On utilise une matrice d’agarose sur lequel est fixé de façon covalente de l’acide iminodiacétique (IDA) qui permet la fixation des ions métalliques.

Lorsqu’un échantillon traverse la colonne, seuls les solutés qui se lient spécifiquement au ligand sont retenus, les autres sont élués avec le premier tampon. Pour permettre l’élution de l’(-lactalbumine liée, nous rajoutons de l’imidazole qui entre avec elle en compétition pour se fixer sur la phase stationnaire

· Caractérisation par SDS-Page

Les protéines possèdent une charge globale non nulle à un pH différent de leur pHi, elles peuvent donc migrer dans un champ électrique. La vitesse de migration vers les électrodes dépend alors de leur densité de charge (nombre de charges/masse moléculaire). L'application d'un champ électrique sur nos extraits cellulaires conduit à une séparation des protéines en fonction du pH sélectionné : au dessous du pHi, elles seront chargées négativement, alors qu'elles seront chargées positivement au dessus.

Comme nous ne voulons séparer ici les protéines qu'en fonction de leur taille, et non de leur densité de charge (on ne peut pas connaître la charge d'une protéine totale), nous utilisons un système permettant de les entourer toutes uniformément de charges négatives, pour s'affranchir de ce facteur. Ce système est celui du SDS-PAGE. Le SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) chargé négativement recouvre les protéines par liaison ionique. Le nombre de molécules de SDS qui se fixent dépend de la taille de la molécule, ce qui fait que les complexes protéine-SDS possèdent une densité de charge constante et migrent à la même vitesse vers l'anode. 

Pour ne séparer les protéines que selon leur poids moléculaire, il faut également nous affranchir des structures secondaires et tertiaires. 

Seul l'effet de tamisage moléculaire du gel de polyacrylamide permet de séparer les différents complexes selon leur taille. 

Ici , le gel de SDS-Page nous permet de verifier que notre purification est éfficace et que la fraction d’élution qui contient la protéine rechercher est pure.

On devra ainsi recommencer la purification jusqu'à optention d’une unique bande caractéristique de l’(-lactalbumine pour pouvoir dire que notre fraction est purifié. (ceci demanderait encore d’autres contrôles plus précis…) .

Dans le contexte de ce TP , le SDS –Page nous servira uniquement à confirmer dans qu’elle fraction se trouve l’(-lactalbumine , ainsi qu’à savoir si la purification est suffisant ou pas à se stade.

2) Matériels et méthodes

On commence à partir de 25 ml de lait cru.

· La précipitation isoélectrique
Le but est ici d’enrichir l’extrait brut en éliminant la caséine . La Caséine a un pHi de 4.6 la caséine précipite donc à un pH de 4.6 on cherche donc à obtenir ce pH par ajout d’acide chlorhydrique 4 N. On augmente la vitesse de précipitation en chauffant par un bain-marie (40°C /30 ‘ ). Puis on sépare les lipides la caséine et le petit lait par centrifugation (16000g /30’ ). On obtient donc :
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Le petit lait qui contient l’(-lactalbumine est alors récupéré et filtré sur papier afin d’éviter la contamination et la saturation de la colonne .Le petit lait sera alors conservé dans la glace.

· Chromatographie

C’est donc par chromatographie que l’on cherche à séparer l’(-lactalbumine des autres protéines du lait comme l’albumine ou la Caséine qui reste.
La colonne IMAC est conditionnée avec un tampon A (20 Mm tris, 0.5 M NaCl  pH7) . Une solution de CuSO4 est rajoutée afin de chélater les ions Cu2+ sur la colonne. On rince ensuite la colonne avec du tampon A afin d’éliminer les ions Cu2+ encore libres.

On peut alors déposer le petit lait. L’élution se fait au tampon A. 20 ml sont ainsi collectés dans des fractions A1 à A12. 

La colonne est ensuite éluée avec du tampon B ( tampon A+20ml d’Imidazole), ce qui permet d’éluer l’(-lactalbumine retenue sur la colonne. 10 ml sont ainsi collectés dans les fractions B1 à B10.

La colonne est régénérée par rinçage à l’EDTA puis au tampon A.

· Dosage des protéines

· Mesure d’absorbance à 280 nm

Les protéines ont une absorption maximale pour une longueur d’onde de 280 nm. On passe donc chaque fraction récoltée au spéctrophotométre afin d’établir la courbe : A280 = f (volume d’élution ).
· Dosage par la technique de Bradford

On traite les fractions récoltées par une solution de Bleu de Coomassie et d’acide phosphorique qui se lient spécifiquement aux protéines. La densité optique est ensuite lue à 595 nm.

· Caractérisation de l’(lactalbumine par électrophorèse SDS Page

Le gel est séparé en deux parties différentes : 

· un gel de concentration qui crée un front de migration. Ce front est obtenu grâce aux ions Cl- . Le pH de ce gel étant de 6,8 la glycine dans le tampon est faiblement ionisée et migre très lentement, les Cl- migrent plus rapidement. L’échantillon se retrouve donc entre la frontière formée par les Cl- et la glycine. Entre ces deux fronts règne une forte ddp, ce qui permet de concentrer les complexes protéines-SDS dans un volume plus restreint.

· Un gel de résolution (pH=8,8) où les complexes migrent selon leur taille. La glycine, ionisée à ce pH, migre plus rapidement que les protéines. C’est dans ce gel que s’effectue la séparation des protéines.

Pour faciliter le dépôt, on utilisera du glycérol afin d’augmenter la densité des solutions. On suit la migration grâce au bleu de bromophénol et lorsque la migration est terminée, on colore le gel avec du bleu de Coomasie.

3) Résultats et interprétation

· Dosage des protéines

· Chromatographie. Mesure d’absorbance à 280 nm 
	Volume élué en ml
	0
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	15
	20
	21
	22

	Do (280 nm)
	0
	0.556
	0.826
	2.5
	2.25
	0.852
	0.582
	0.522
	0.231
	0.146
	0.114
	0.06
	0.057
	0.031
	0.048

	[Protéines] µg/ml
	0
	6.63
	16
	1620
	1580
	1420
	13.83
	13.66
	12.57
	11.89
	11.65
	10.14
	10.34
	8
	10.17


	23
	24
	25
	26
	27
	28
	29
	30

	0.222
	1.017
	1.005
	1.608
	0.292
	0.068
	0.047
	0.047

	10.29
	11.14
	23.89
	25.4
	22.09
	20.97
	20.6
	19.57



En observant la courbe Do=f(Volume d’élution ) on obtient un pic pour chaque séries de fractions des tampons A et B qui traduisent une forte concentration moléculaire . (A 3-A4      B4-B6).Le profil d’élution que l’on obtient correspond à ce que l’on attendait puisque le premier pic A2-A3 pourrait correspondre aux molécules n’ayant pas d’affinité pour la matrice et que se retrouvent ainsi éluées. Le deuxième pic correspondrait à l’(-lactalbumine éluée à cause de l’ajout du tampon B . On constate aussi que le pic est double au niveau de B4-B6 se qui laisse penser qu’une autre protéine pourrait être affine pour la colonne puisqu’elle n’est éluée qu’après l’ajout du tampon B. A ce niveau , on peut penser que le pic B6 qui a une Do plus grande (donc une plus forte concentration en protéines ) traduit l’élution de l’(-lactalbumine. Plus l’affinité en grande plus la concentration sera grande au moment de l’élution et plus la purification aura été efficace.

Enfin on pourrait établir le rapport protéines retenues et non retenues sur la colonne ce qui montrerait que les protéines non retenues sont en quantité plus grande . On peut traduire cela de plusieurs façons :

- L’affinité de la colonne est vraiment très spécifique.

- La protéine qui doit être retenue n’est pas présente de façon majoritaire .(ceci peut être du à une mauvaise préparation , mauvais enrichissement de l’extrait brut ? ) 

· Dosage par la technique de Bradford


On établit une courbe étalon pour déterminer la concentration protéique de chaque fractions en utilisant la relation de Beer-Lambert (Do=(LC )pour avoir :

[Protéine dans une fraction]=Do de la fraction / Pente de la courbe étalon.

Avec pour pente ((L= pente ) : 0.035 µg-1.ml.

La validité de la loi de Beer-Lambert n’est plus bonne après 20µg/ml car la droite n’est plus lineaire.

La courbe obtenue ([Protéine]= f(Volume d’élution ) est superposable au profil d’élution à 280nm .Elle confirme également l’analyse de cette dernière, on retrouve dans les fractions A3-A5 et B5-B8 une quantité très importante de protéines non retenues sur la colonne.(Pour les fractions B5-B8 les quantités sont tout de même moins importante ). On confirme donc bien l’élution de l’(-lactalbumine dans les fractions B5-B8.

· Caractérisation de l’(lactalbumine par électrophorèse SDS Page

	Puits
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	Echantillon
	B8+B9
	B6+B7
	B5
	B4
	B2+B3
	(lactalbumine
	A5+A6
	A3+A4
	petit lait
	lait





Piste 1 : On observe rien , toutes les protéines ont été éluées lors des fractions précédentes . On pourrait aussi expliquer ceci par un problème de manipulation car on devrait avoir des traces d’(-actalbumine vue les quantités observer sur les puits 2-3 et le profil d’élution .

Piste 2 et 3 : On trouve de l’(lactalbumine. Les pics d’élutions des fractions B sont donc bien due à l’(lactalbumine. La présence d’autres bandes dans les pistes 2-3 montre que la purification n’est pas suffisant , il faudrait recommencer une purification à partir de cette fraction pour isoler de façon optimale l’(-lactalbumine.

On peut cependant conclure à partir du profil d’élution et du gel SDS-Page que la fraction à repasser sur colonne est la fraction B5-B6.

Piste 4 et 5 :  On retrouve la même bande de plus ou moins faible intensité que dans les pistes 7,8 ont peut donc supposer que cette protéine n’a pas été complètement éluée par le tampon A et qu’elle à donc une très faible affinité avec la colonne. Enfin , on commence à trouver des traces d’(-lactalbumine dans la piste 4.

Piste 6 : C’est notre témoin positif. Il ne comprend une bande de forte intensité, celle de la lactalbumine. La forte intensité de la bande peut s’expliquer par une forte concentration lors de la préparation du témoin.

Piste 7 :On retrouve qu’une seule bande de faible intensité que l’on peut observer dans toutes les autres pistes La faible intensité  de la bande est en accord, sur le profil d’élution, avec une faible concentration de protéines (caractérisée par une faible DO).

Piste 8 : Dans les pistes 7 et 8, on n’observe pas de bande correspondant à la lactalbumine, ce qui est normal, étant donné que le tampon d’élution n’a pas encore été ajouté.

Piste 9 : On trouve moins de protéines dans le petit lait que dans le lait ce qui est normal puisque certaine protéines ont été éliminer pendant la précipitation isoéléctrique. C’est le cas de la Caséine  qui est partiellement éliminé. On distingue bien la bande de l’(lactalbumine.

Piste 10 : Le lait contient beaucoup de protéines, ce qui est normal. De plus, la concentration protéique du petit lait est de 1428(g.ml-1, alors que celle du lait est de 71428 (g.ml-1. Ces valeurs nous montre que l’étape d’enrichissement de l’extrait brut a bien fonctionné et qu’une grosse partie des caséines ont ainsi pu être séparées du petit lait puisque l’on observe une proportion de protéines nettement inférieure dans celui-ci.

Enfin on observe que toutes les protéines présentes dans le lait ou le petit lait sont éluée soit par le tampon A ou le tampon B. Il n’y a donc pas de fixation irréversible sur la colonne.

4) Rendement et degrés de purification

Degré de Rendement : c’est le rapport entre la quantité totale de lactalbumine purifiée et la quantité totale de protéines après la purification.

Degré de purification : c’est le rapport de la quantité totale de lactalbumine sur la quantité totale de protéines après purification.

On ne peut pas calculer la quantité totale de protéines du lait car toutes les fractions B contenant de la lactalbumine sont également contaminées par d’autres protéines. On ne peut donc pas calculer la quantité de lactalbumine purifiée. Il est donc impossible de déterminer le rendement et le degré de purification
5) Amélioration de la purification

On observe une mauvaise purification pour plusieurs raisons :

-Les deux pics observés pour l’élution des fractions B ne sont pas bien séparés.

-Les pistes obtenu en SDS-Page qui contiennent l’(lactalbumine ne sont pas pure.

-On peut donc refaire une colonne à partir des fractions B5-B7.

-On peut aussi utiliser un gradient croissant de concentration en imidazole .( les protéines contaminantes sont fixées sur la colonne par le biais d’interactions faibles. Une faible concentration en imidazole suffirait donc à les éluer. L’(-lactalbumine qui est lié par des interactions fortes spécifiques pourra être éluée que par une forte concentration en imidazole.).

-On peut également améliorer les conditions de préparation en concentrant les solutions entre chaque étape.

-Dans le cas ou les protéines parasites sont retenu sur la colonne par des interaction non spécifiques on cherche à les détéctés. Ces intéractions peuvent se faire par le biai de liaison polaire avec l’IDA.Il faut donc utiliser un solvant polaire pour éluer ce type de protéine .

-Enfin , on pourrait utiliser un colorant spécifique de l’(-lactalbumine ? 

Conclusion

Nous avons donc caractérisé l’(-lactalbumine , mais nous avons aussi constater que la méthode de purification utilisée n’est pas suffisante au niveau qualitatif puisque d’autres protéines contaminent les fractions contenant principalement l’(-lactalbumine.

Avec ces techniques nous avons donc fait une analyse qualitative et quantitative assez grossière. C’est une méthode peu coûteuse mais qui manque de sensibilité. Il est donc préférable d’utiliser d’autres techniques de purification comme l’ultrafiltration ou la dialyse.

On aurait pu aussi employer d’autres types de chromatographies et augmenter le nombre d’étapes.
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