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Introduction générale 

INTRODUCTION GENERALE  

Contexte de l’étude 

L’image du sélénium a considérablement changé durant le siècle dernier. Connu dans un premier temps 

par sa toxicité, le sélénium a suscité un intérêt grandissant à partir des années 1950 lorsque ses effets 

essentiels et bénéfiques sur les organismes vivants ont été découverts (1, 2). A l’état de traces, le sélénium 

est un élément essentiel au bon développement de nombreux organismes vivants (mammifères, bactéries, 

archaebactéries…) (3). En santé humaine, ses propriétés d’agent préventif dans une cinquantaine de 

maladies humaines (maladie du cœur, du poumon, certaines formes de cancer…) sont maintenant 

reconnues (4). Les recherches menées ces dix dernières années tendent à prouver que le sélénium serait 

biologiquement actif sous la forme de sélénoprotéines (4). Bien que leurs mécanismes de biosynthèse 

aient été élucidés et retrouvés chez la plupart des organismes vivants, peu de sélénoprotéines ont été 

identifiées à ce jour (5, 6).  

La stratégie la plus performante de nos jours pour l’identification des protéines consiste à les séparer par 

des électrophorèses sur gel de polyacrylamide, à les détecter avec des colorations spécifiques et à les 

identifier en spectrométries de masse moléculaire (7). Cette analyse appelée ‘analyse protéomique’ est très 

performante pour l’identification des protéines majoritaires mais elle n’est pas adaptée à l’identification 

des sélénoprotéines très minoritaires dans les organismes.  

 

Objectif et présentation de la thèse 

L’objectif de cette thèse a été de développer des techniques analytiques de détection et d’identification 

permettant de compléter les informations obtenues par l’analyse protéomique sur les sélénoprotéines. Les 

performances de la spectrométrie de masse couplée à un plasma induit (ICP-MS) permettent maintenant la 

détection de niveaux de concentration de sélénium très faibles (de l’ordre du ng.mL-1) dans des matrices 

complexes. Les travaux de cette thèse se sont donc basés sur l’utilisation de l’ICP-MS pour le 

développement de ces techniques. Différentes étapes ont ponctué ces travaux. La première a consisté à 

synthétiser un étalon protéique sélénié stable pour valider par la suite l’utilisation des nouvelles techniques 

d’analyse. Cet étalon a permis le développement d’une première méthode d’ablation laser nanoseconde 

couplée à l’ICP-MS pour la détection des protéines séléniées sur gel d’électrophorèse. Les performances 

analytiques en terme de reproductibilité d’analyse et de linéarité de la réponse ont été évaluées. Le 

problème de la détection des sélénoprotéines dans des échantillons biologiques où leurs quantités sont 

extrêmement faibles s’est ensuite posé. Pour cela, la technique d’ablation laser a été améliorée pour une 

détection beaucoup plus sensible en ICP-MS. Une technique d’identification des sélénoprotéines sur gel a 

enfin été élaborée en ciblant spécifiquement le sélénopeptide par nanoHPLC-ICP-MS avant son 
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séquençage en nanoHPLC-ESI-MS/MS. Les sélénopeptides étant très instables, une procédure de 

stabilisation du sélénium a été employée pour permettre leur analyse et l’identification des 

sélénoprotéines. Ces méthodes ont été développées avec l’étalon protéique sélénié stable et validées avec 

des sélénoprotéines. La méthode de détection ultrasensible a été appliquée à la recherche de nouvelles 

sélénoprotéines chez les bactéries. 

 

Ce manuscrit est structuré en cinq chapitres. Le premier chapitre présente les connaissances actuelles sur 

le sélénium et les sélénoprotéines, ainsi que les principes des techniques d’analyse protéomique et des 

techniques d’analyses plus spécifiques des sélénoprotéines. Les outils analytiques, les procédures et les 

conditions expérimentales utilisés dans ce travail sont ensuite détaillés dans le deuxième chapitre. Les 

résultats obtenus et leurs interprétations font l’objet du troisième chapitre, subdivisée en quatre sous-

chapitres. Au sein de ce chapitre, la biosynthèse de l’étalon protéique sélénié stable suivie de sa 

purification et de sa caractérisation sont exposées dans le sous-chapitre 1. Le développement de la 

technique d’ablation laser couplée à l’ICP-MS pour la détection de protéines contenant du sélénium sur 

gel est présenté dans le sous-chapitre 2. Le sous-chapitre 3 s’intéresse aux améliorations apportées en vue 

d’une détection sensible des sélénoprotéines dans les échantillons biologiques. Enfin, le quatrième sous-

chapitre traite des méthodes permettant l’identification des sélénoprotéines grâce à l’utilisation en 

parallèle de l’ICP-MS pour la détection des sélénopeptides et de la spectrométrie de masse moléculaire 

pour leur identification. Les résultats obtenus après stabilisation du sélénium sur les sélénopeptides y sont 

également présentés. La conclusion générale sur ces travaux et les perspectives envisagées sont exposées 

dans le quatrième chapitre. Le cinquième chapitre regroupe les références bibliographiques citées dans ce 

manuscrit avant la présentation des publications scientifiques dont a fait l’objet ce travail (annexes). 

 

Ces travaux de recherche ont été effectués au Laboratoire de Chimie Analytique Bio-Inorganique et 

Environnement (L.C.A.B.I.E.) et au sein de l’Equipe Environnement et Microbiologie (E.E.M.) de 

l’Institut Pluridisciplinaire de Recherche sur l’Environnement et les Matériaux (I.P.R.E.M.) à Pau. 

 

 



I- Synthèse bibliographique 

CHAPITRE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

1 : Le sélénium : propriétés chimiques, biologiques et environnementales. 

Le sélénium a été découvert par le chimiste suédois Berzelius en 1817. Cette découverte ayant eu lieu peu 

de temps après celle de l’élément tellurium, du latin tellus (terre), il l’appela du nom de la déesse grecque 

de la Lune, Selênê.  

 

1.1. Propriétés chimiques du sélénium  

Le sélénium (symbole Se, numéro atomique 34) est un métalloïde qui appartient au groupe des 

chalcogènes (oxygène, soufre, tellurium, polonium), colonne VIa de la classification périodique de 

Mendeleïev. Il ressemble étroitement au soufre (S) par sa taille atomique, ses énergies de liaison, ses 

potentiels d’ionisation et ses affinités électroniques (8). Sa masse atomique relative est de 78.96 g·mol-1. Il 

existe 6 isotopes naturels stables du sélénium dont les abondances isotopiques sont indiquées dans le 

Tableau 1 et 9 isotopes radioactifs artificiels. Le 79Se, produit de fission nucléaire, émetteur β-, fait partie 

de la liste des radionucléides à vie longue (RNVL, demi-vie : 1,1.106 ans) à surveiller. Le 75Se (émetteur 

β+ / γ, demi-vie : 120 jours) est utilisé en radiologie et pour les traçages. 

Tableau 1 : Abondance des isotopes naturels du sélénium. 
 

Isotope Abondance relative  
74Se 0,87% 
76Se 9,02% 
77Se 7,58% 
78Se 23,52% 
80Se 49,82% 
82Se 9,19% 
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1.2. Le sélénium dans l’environnement 

Le sélénium est un élément rare, le 69ème élément en terme d’abondance dans l’écorce terrestre et le 29ème 

dans l’eau de mer (9). Les sols ont des concentrations en sélénium comprises entre 0,01 et 2 mg par kg 

(10). Les sols pauvres en sélénium sont dits séléniprivés (< 0,1 mg par kg). On en trouve par exemple en 

Nouvelle Zélande, en Chine et en Finlande. A l’inverse des sols riches en sélénium avec des 

concentrations supérieures à 100 mg par kg sont trouvés en Irlande et aux Etats-Unis, ces sols sont dits 

sélénifères. Les concentrations en sélénium dans les eaux de surface, marines et continentales, en milieu 

non contaminé, sont rarement supérieures à 0,1 μg par litre (11). La concentration en sélénium dans 

l’atmosphère est en moyenne de 3 ng par m3 en milieu urbain et de 1,3 ng par m3 en milieu rural (12). 

Selon les zones géographiques, les sources anthropiques peuvent entraîner une augmentation de ces 

concentrations. 

1.2.1. Cycle biogéochimique du sélénium 

La spéciation du sélénium dans l’environnement est très complexe avec de nombreuses espèces séléniées 

(Tableau 2). La répartition entre ces différentes espèces séléniées dépend de plusieurs facteurs dont le 

potentiel électrochimique et l’activité biologique du milieu.  Le cycle biogéochimique du sélénium, 

proposé par Fan et al en 2002 (Figure 1), présente les espèces séléniées et leur répartition dans les 

différents compartiments environnementaux (13). Dans les milieux naturels, le sélénium est retrouvé 

principalement sous forme inorganique à différents états d’oxydation (entre parenthèses) : H2Se, HSe-, Se2- 

appelés séléniure (-II), Se appelé sélénium élémentaire (0), H2SeO3, HSeO3
-, SeO3

2- appelé sélénite (+IV) 

et H2SeO4, HSeO4
-, SeO4

2- appelé séléniate (+VI). Du sélénium organique est également retrouvé sous 

forme de séléniure R2Se (-II) (11). Les formes les plus communes des eaux de surface en conditions 

oxydantes à modérément oxydantes et des sols vont être sélénite SeO3
2- (+IV) et séléniate SeO4

2- (+VI). 

Ces formes anioniques sont très solubles, mobiles, biodisponibles et potentiellement toxiques (14). En 

conditions anaérobies, en milieu réducteur, et / ou dans les sols très acides et riches en matière organique, 

le sélénium élémentaire et le séléniure prédominent (15). Les formes organiques séléniées (-II) 

proviennent des réductions biologiques par méthylation du sélénium (diméthylséléniure, le 

diméthyldiséléniure…) ou par assimilation dans la biomasse (acides aminés séléniés sélénocystéine et 

sélénométhionine). Des métabolites séléniés comme la Se-adénosylméthionine, le γ glutamyl Se-

méthylsélénocystéine, la Se-méthylsélénocystéine et Se-méthylméthionine ont également été mis en 

évidence chez les plantes (16). 
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Tableau 2 : Principales formes chimiques des composés naturels du sélénium. 
 

Nom Etat de valence Formes chimiques 

Formes inorganiques 

Séléniure Se(-II) H2Se, HSe-, Se2-  

Sélénium élémentaire  Se(0)  

Sélénite Se(+IV) H2SeO3, HSeO3
-, SeO3

2-  

Séléniate Se(+VI) H2SeO4, HSeO4
-, SeO4

2-  

 Formes organiques Se(-II)  

 Acides aminés  

Sélénocystéine  HSe-CH2CH2NH2COOH 

Sélénométhionine  CH3Se(CH2)2CHNH2COOH 

 Formes méthylées  

Diméthylséléniure  (CH3)2Se 

Diméthyldiséléniure  (CH3)2Se2 

Diméthylsélénone  (CH3)2SeO2 

 Métabolites séléniés  

Se-méthylsélénocystéine  MeSeCH2CHNH2COOH 

Se-méthylsélénométhionine  (CH3)2SeH(CH2)2CHNH2COOH 

Se-adénosylméthionine  
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Figure 1 : Cycle biogéochimique du sélénium dans les écosystèmes aquatiques (13). 
Les flèches en pointillé indiquent les processus de volatilisation du sélénium à l’origine d’une perte nette 
de sélénium de la part du système. Les flèches avec des points d’interrogation représentent des processus 
supposés. (a, a’) prise en charge et transformation des espèces inorganiques par les producteurs primaires 
aquatiques (b) relargage de composés organiques par les producteurs primaires aquatiques (c) prise en 
charge de composés organiques par les producteurs primaires aquatiques (d) oxydation abiotique de 
composés organiques en oxyanions (e) relargage d’alkyséléniures par réaction abiotique (f) relargage 
d’alkyséléniures par les producteurs primaires aquatiques (g) volatilisation des alkyséléniures dans 
l’atmosphère (h) oxydation des alkyséléniures en formes inorganiques (i) formation de sélénium 
élémentaire par les organismes pélagiques et benthiques (j) formation de détritus par les producteurs 
aquatiques (k) bioaccumulation dans la chaîne trophique (l,l’) assimilation des oxyanions de sélénium aux 
sédiments depuis la colonne d’eau (m,m’) oxydation du sélénium élémentaire en oxyanions de sélénium 
(n) réactions redox entre Se(0) et Se(-II) (o) assimilation de Se(-II) depuis le sédiment vers les organismes 
benthiques (p) oxydation de Se(-II) du sédiment en sélénite. 
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1.2.2. Rôle des microorganismes dans le cycle biogéochimique du sélénium  

De nombreuses études montrent l’implication de l’activité microbienne dans le cycle biogéochimique du 

sélénium (17, 18). Certains micro-organismes, en modifiant le degré d’oxydation du sélénium, contribuent 

à augmenter ou à diminuer la mobilité et la biodisponibilité de cet élément dans l’environnement, soit par 

oxydation d’espèces insolubles du sélénium, soit par réduction d’espèces solubles en espèces insolubles 

(19, 20). Les transformations microbiennes du sélénium peuvent être le résultat de processus 

d’assimilation où le sélénium est incorporé dans la biomasse, de dissimilation où la transformation 

d’oxydo-réduction conduit à fournir de l’énergie en utilisant le sélénium comme accepteur d’électron, ou 

de détoxication (immobilisation ou volatilisation des espèces séléniées inorganiques) (21, 22) . 

 

 

Figure 2 : Transformation du sélénium par les micro-organismes (21). 
 DMSe correspond à du diméthyl séléniure et DMDSe à du diméthyl diséléniure.  

1.2.3. Sources anthropiques et utilisation 

Aux principales sources naturelles (dégradation des roches et du sol, activités volcaniques, biologiques…) 

s’ajoute une dispersion anthropique, liée à ces utilisations multiples, dans les différents compartiments 

environnementaux (23). Les utilisations industrielles les plus marquantes du Se sont la fabrication de 

produits électroniques et photographiques, la fabrication du verre, en agriculture comme produit de 

fertilisation ou en complément alimentaire chez les animaux (12, 23). 
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1.3. Le sélénium : les deux facettes toxique et essentiel 

Selon sa spéciation et sa concentration dans un milieu donné, le sélénium va présenter un caractère 

toxique ou au contraire va s’avérer essentiel aux organismes vivant dans cet environnement.   

1.3.1. Toxicité du sélénium 

Les premières observations de la toxicité du sélénium ont été faites par Marco Polo à la fin du XIIIème 

siècle, soit bien avant sa découverte. Sa progression vers la Chine occidentale fut rapidement compromise 

par la perte des sabots de ses chevaux, suivie de la mort des animaux. Ceux-ci consommaient une plante 

dangereuse, l’Astragalus, dont la particularité est d’accumuler le sélénium, notamment dans les régions où 

le sol est très sélénifère, comme dans l’Ouest de la Chine. Ce syndrome de toxicité est aujourd’hui connu 

sous le nom d’"Alkali disease" (24). Certaines plantes peuvent accumuler naturellement jusqu’à 1000 

mg/kg ou synthétiser des formes organiques toxique du sélénium pour les animaux comme la 

sélénocystathionine (25). D’autres empoisonnements ont été recensés dans des régions contaminées au 

sélénium par l’activité agricole et industrielle. Dans les années 1980, des décès et des difformités 

observées sur des animaux sauvages d’un refuge en Californie du Sud ont été associés avec une 

contamination au séléniate dans l’eau, jusqu’à 30 µg/L (26).   

Les cas d’intoxications chez l’homme sont rares. Les symptômes de la toxicité du sélénium sont des pertes 

de cheveux et d’ongles, accompagnées d’états dépressifs et de fatigues, voire des leucopénies (diminution 

pathologique du nombre de globules blancs dans le sang), ou des troubles neurologiques dans les cas 

d’intoxications les plus graves (27). Les bases moléculaires et cellulaires de la toxicité du sélénium ne sont 

pas encore élucidées (8). La toxicité du sélénium dans l’environnement aquatique s’est déjà manifestée à 

plusieurs reprises, pouvant engendrer des malformations, des problèmes liés à la reproduction ou encore 

une mortalité accrue chez des populations de poissons ou d’oiseaux aquatiques (28, 29). Le degré de 

toxicité dépend également de la forme chimique du sélénium mise en jeu. La sélénométhionine est la 

forme la plus toxique et la plus accumulée chez le poisson (30). Les formes séléniées les plus toxiques 

pour les organismes vivants sont généralement le sélénite et le séléniate, du fait de leur grande solubilité et 

donc disponibilité. De nombreux évènements toxiques attribués au sélénium ont été rapportés dans la 

littérature, et son utilisation croissante dans le monde en fait un élément d’intérêt écotoxicologique majeur 

(13, 30, 31).  

Au niveau cellulaire, de nombreuses espèces séléniées (sélénite, dioxyde de sélénium, sélénocystine, 

disélénodiproprionate, diphényldiséléniure, 1,4-phénylènebis-méthylène, sélénocyanate et 6-

propylsélénouracil) réagissent avec les groupements thiols du glutathion pour générer des espèces 

réactives de l’oxygène, notamment du peroxyde d’hydrogène H2O2 et l’anion superoxyde O2
-·. Ces 

espèces réactives de l’oxygène sont responsables de leur toxicité (32). La toxicité du sélénite pour des 
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cellules procaryotes ou eucaryotes a été largement décrite (33-36). Le sélénite agirait comme catalyseur 

pro-oxydant. Sa toxicité se manifesterait lorsque les conditions pro-oxydantes excèderaient les défenses 

anti-oxydantes (32). En résumé, la nuisance du sélénium n’est plus à démontrer et pendant de nombreuses 

années, le sélénium a été associé à son aspect toxique. 

 

1.3.2. Essentialité du sélénium  

L’image du sélénium a considérablement changé durant le siècle dernier. Connu dans un premier temps 

par sa toxicité, le sélénium a suscité un intérêt grandissant à partir des années 1950 lorsque deux études 

ont montré ces effets bénéfiques sur les organismes. Un premier rapport montrait que le sélénite était 

nécessaire à la croissance anaérobie de la bactérie Escherichia coli sur glucose (1). Schwarz et Foltz ont 

ensuite rapporté en 1957 que le sélénium prévenait la nécrose du foie chez les rats (2). Ces deux travaux 

ont été les premiers à montrer l’importance du sélénium en tant qu’oligoélément pour les mammifères et 

certaines bactéries.  

Le rôle du sélénium a par la suite était intensément étudié chez les mammifères et en particulier chez 

l’homme. Dans les années 1960-70, des carences en sélénium ont été associées à des pathologies graves 

comme des maladies cardiaques (maladie de Keshan), l’infertilité masculine et des myopathies (37). Dans 

les années 1980-90, de nombreux travaux ont montré que cet élément joue un rôle dans les fonctions 

immunitaires, la suppression virale, le SIDA et le retardement du vieillissement cellulaire (11). Des 

travaux plus récents l’ont qualifié d’agent préventif contre une cinquantaine de maladies dont certaines 

formes de cancer (4, 38, 39).  

Des organismes de santé publique comme le Conseil Supérieur d’Hygiène Publique Française ont ainsi 

défini des apports journaliers souhaitables en sélénium suivant les classes d’âges (Tableau 3) (40). Les 

besoins journaliers en sélénium nécessaires à un homme adulte sont estimés entre 50 et 80 µg alors que le 

seuil de toxicité est évalué à 150 µg (41).  
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Tableau 3 : Apports conseillés en sélénium par le Conseil supérieur d'hygiène publique de France 
pour les différentes classes d'âges (40). 

 

Age Apport nutritionnel conseillé   
(en µg par jour et par adulte) 

0 - 6 mois 15 

7 mois - 3 ans  20 

4 ans - 9 ans 30 

10 ans - 13 ans 40 

14 ans - 18 ans 50 

Adultes 50 à 80 

 

Les apports en sélénium se font essentiellement par l’alimentation. Les principaux aliments pourvoyeurs 

de sélénium sont les volailles, gibiers, poissons, charcuterie et la viande à une teneur moyenne comprise 

entre 95 et 170 μg/kg (42). Leurs teneurs en sélénium varient toutefois en fonction de la disponibilité et de 

l’abondance de l’oligo-élément dans l’environnement d’origine. Ainsi dans des zones géographiques 

pauvres en sélénium, comme dans l’est de la Chine, des apports séléniés supplémentaires sont fournis aux 

populations locales sous la forme de compléments alimentaires. Le sélénium doit y être précisément dosé 

pour éviter un effet toxique à trop forte dose. Le choix de la dose minimale, et surtout les formes sous 

lesquelles le sélénium est apportée, sont sujets à controverse jusqu’à remettre en cause l’utilisation de 

compléments alimentaires séléniés à buts préventif ou thérapeutique (43, 44). 
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1.4. Métabolisme du sélénium  

Au cours des années, les effets toxiques et bénéfiques du sélénium ont été dévoilés. Les recherches 

concernant le métabolisme du sélénium ont permis de déterminer les formes biologiques de cet élément 

sans pour autant dévoiler leurs fonctions biologiques. Il est intéressant de noter que les seuls gènes 

dévoués au métabolisme du sélénium sont ceux impliqués dans la synthèse des sélénoprotéines et ceux 

dans le catabolisme de la sélénocystéine (4). Le sélénium est assimilé par les organismes vivants et 

incorporé dans des molécules organiques aux potentiels divers, principalement sous forme d’acides 

aminés séléniés dans les protéines. Une sélénobase, la 5-méthyl-aminométhyl-2-sélénouridine, a 

également été retrouvée dans l’anticodon des ARNt
glu et ARNt

lys chez E. coli, C. stricklandii et M. vanielii 

(45, 46). La présence de cette base modifiée est d’importance capitale pour leur aminoacylation (45, 46). 

Le sélénium est incorporé dans les protéines sous la forme de résidus sélénométhionyl (47) et 

sélénocystéyl (48). Les acides aminés séléniés et leurs homologues méthionine et cystéine sont présentés 

dans la Figure 3. Deux mécanismes distincts permettent l’introduction de sélénium dans les protéines : la 

voie d’incorporation non spécifique produisant les protéines séléniées et la voie spécifique mise en jeu lors 

de la synthèse des sélénoprotéines (Figure 4). 

 

 

Se-

+

Se-

+

 

Figure 3 : Structures chimiques de la sélénométhionine, méthionine, de la cystéine et de la 
sélénocystéine. 
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Figure 4 : Incorporation spécifique et non spécifique du sélénium dans le métabolisme bactérien.  
HSe- : séléniure d’hydrogène, RCH2SeCH3 : sélénométhionine, RCH2SeH : sélénocystéine, HSePO3

2- : 
sélénophosphate (49). 

 

1.4.1. Incorporation non spécifique d’acide aminés séléniés  

Le sélénium entre dans la voie d’assimilation du soufre et prend sa place dans des biomolécules, en 

particulier les acides aminés sélénocystéine et sélénométhionine (47, 50). La proportion de soufre 

remplacé par le sélénium dépend de la concentration intracellulaire de ces deux éléments mais aussi de 

l’affinité des enzymes impliquées dans la voie d’assimilation du soufre vis-à-vis des substrats contenant 

du soufre ou du sélénium. En cas d’excès de sélénium, la fréquence de la substitution du soufre augmente 

(51). Les protéines séléniées sont produites non spécifiquement lorsque le ratio sélénium/soufre augmente 

dans l’environnement (52). Ce sont des protéines dans lesquelles les résidus méthionyl et cystéyl ont été 

remplacés par des résidus sélénométhionyl et sélénocystéyl par mimétisme chimique. La substitution de la 

méthionine dans les protéines est possible puisque l’enzyme chargeant l’ARNtMet ne différencie pas la 

sélénométhionine de la méthionine (53). Dans la nature, la formation de telles protéines est rare en raison 

de concentrations en soufre souvent beaucoup plus importantes qu’en sélénium. La synthèse des acides 

aminés séléniés, sélénométhionine et sélénocystéine est réalisée à partir du séléniure d’hydrogène. Chez E. 

coli, le séléniure d’hydrogène est transformé en sélénocystéine libre par la O-acétylsérine (thiol)-lyase 

codée par le gène cys (CysK). La sélénocystéine libre est alors transformée en sélénométhionine libre par 

la voie de synthèse de la méthionine. 
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Les différences chimiques entre la sélénométhionine et la méthionine ne sont pas majeures. 

L’incorporation de sélénométhionine dans les protéines n’altère pas leur structure tertiaire. Par contre, la 

sélénométhionine substituée à la place de la méthionine au voisinage du site actif d’enzymes peut 

influencer leurs activités car le groupement CH3-Se de la sélénométhionine est plus hydrophobe que le 

groupement CH3-S de la méthionine. L’accès du substrat au site actif peut être affecté modifiant les 

paramètres de cinétiques (54). Par exemple, lorsque le résidu sélénométhionyl remplace le résidu 

méthionyl de la thymidylate synthase d’Escherichia coli, l’activité de l’enzyme est alors augmentée de 

40% par rapport à l’enzyme non séléniée (55). L’activité d’une phosphomannose isomérase de Candida 

albicans est augmentée d’un facteur 4 lorsque la sélénométhionine remplace la méthionine située à 

proximité du site actif (56). A contrario, le remplacement de plus de la moitié des 150 résidus méthionyls 

de la β-galactosidase d’E. coli par des résidus sélénométhionyls inactive l’enzyme (57). 

1.4.2. Incorporation spécifique de la sélénocystéine  

Une des voies majeure d’assimilation du sélénium consiste en son incorporation spécifique dans des 

protéines, appelées sélénoprotéines. Par son mécanisme d’incorporation spécifique dans les 

sélénoprotéines, la sélénocystéine est considérée comme le 21ème acide aminé protéogénique et se 

distingue donc de la sélénométhionine, incorporée de façon non spécifique. La sélénocystéine est un 

analogue de la cystéine, dans lequel l’atome de soufre du groupement thiol est remplacé par un atome de 

sélénium pour former un groupement sélénol (Figure 3). Le groupement sélénol (pKa=5,2), contrairement 

au thiol (pKa=8), est entièrement ionisé à pH physiologique (58). Cette ionisation fait du sélénol un 

meilleur nucléophile. De ce fait, la réactivité des protéines à sélénocystéine dans le site actif est bien plus 

importante que celle de leurs homologues à cystéine (44, 59, 60). Cette réactivité accrue constitue 

probablement la raison d’être des sélénoprotéines, malgré le coût énergétique élevé de leur synthèse. La 

majorité des sélénoprotéines caractérisées sont des enzymes pour la plupart impliquées dans des réactions 

d’oxydoréduction. Leur résidu sélénocystéyl est essentiel à leur activité catalytique (44), (61). Ces 

protéines prennent part à diverses activités biochimiques qui expliquent en partie, le rôle fondamental du 

sélénium (cf. chapitres 2.2 et 2.3). 
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2 : Les sélénoprotéines 

Les sélénoprotéines sont retrouvées dans les 3 domaines du vivant Eucarya (eucaryotes), Bacteria et 

Archae (procaryotes). Toutefois tous les organismes n’en produisent pas et ni les plantes supérieures, ni 

les levures ne semblent capables de synthétiser des sélénoprotéines. Ce chapitre présente les mécanismes 

de biosynthèse de ces protéines, les différentes sélénoprotéines connues expérimentalement et les 

sélénoprotéines prédites par les nouvelles méthodes de bioinformatique. 

 

2.1. Biosynthèse de la sélénocystéine et incorporation dans les protéines  

Le mécanisme de biosynthèse des sélénoprotéines est longtemps demeuré énigmatique, jusqu’en 1986 où 

il fut découvert qu’à la position correspondant au résidu sélénocystéyl, dans l’ARNm des gènes de la 

glutathion peroxydase bovine et de la formiate déshydrogénase eubactérienne, se trouvait un codon UGA 

(62, 63). Cette découverte est alors très surprenante car UGA était seulement connu comme codon stop 

qui provoque l’arrêt de la traduction. Depuis, le mécanisme par lequel le codon UGA code l’incorporation 

ciblée de la sélénocystéine a été élucidé chez les procaryotes (64, 65) et est en voie d’élucidation chez les 

eucaryotes (61, 66). Il implique une machinerie complexe avec de nombreux acteurs moléculaires 

présentés dans les paragraphes suivants. 

Le modèle de biosynthèse de la sélénocystéine décrit ici est issu des études effectuées sur la bactérie E. 

coli par Bock et al (65). La sélénocystéine ne se présente pas comme un acide aminé libre. La première 

étape de la biosynthèse est le chargement de l’ARNtSec (produit du gène selC) par l’acide aminé sérine, 

réaction catalysée par une séryl-ARNt synthétase classique. Le résidu séryl est ensuite converti en 

sélénocystéyl par l’enzyme sélénocystéine synthase, produit du gène selA (67). Le sélénium provient du 

sélénophosphate produit par la sélénophosphate synthétase (produit du gène selD) à partir de séléniure 

d’hydrogène HSe- et d’ATP (Figure 5) (68-70). 

Dans les domaines eukarya et archaea, seules une partie de ces acteurs ont été identifiés et la voie de 

biosynthèse de la sélénocystéine apparaît plus complexe (61). Il y aurait intervention de deux 

sélénophosphate synthétases SPS1 et SPS2 (71), (72), et d’une phosphoséryl ARNtSec kinase qui 

phosphorylerait le résidu séryl de l’ARNtSec (Ser- ARNtSec) en phosphoséryl-ARNtSec avant sa conversion 

en sélénocystéyl-ARNtSec (Sec- ARNtSec) (73). 
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Figure 5 : Biosynthèse et incorporation de la sélénocystéine chez les bactéries (3, 74). 
La sélénocystéine est synthétisée à partir de la sérine directement sur un ARN de transfert spécifique de la 
sélénocystéine, nommé ARNtSec (62, 63). Cet ARN de transfert chargé du résidu sélénocystéyl est noté 
sélénocystéyl-ARNtSec. Il porte l’anticodon complémentaire du codon stop UGA (75). (ARNt : Acide 
ribonucléique de transfert, ATP : Adénosine triphosphate, AMP : Adénosine monophosphate, ARNtSec: 
Acide ribonucléique de transfert spécifique du résidu sélénocystéyl, SelB : facteur d’élongation). 
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Chez les bactéries, l’insertion fonctionnelle et ciblée de la sélénocystéine en face du codon UGA durant la 

traduction nécessite la formation de sélénocystéyl-ARNtSec, la présence de la protéine SelB (produit du 

gène selB) aussi appelé facteur d’élongation spécifique de la sélénocystéine et une séquence sur l’ARNm 

appelée élément SECIS pour SElenoCysteine Insertion Sequence. L’élément SECIS est une structure 

secondaire en « tige-boucle » située directement après le codon UGA (en 3’) dans la région codante de 

l’ARNm. Alors que cette structure est conservée, sa séquence ne l’est pas forcément entre les différentes 

bactéries. Il possède une double fonction en liant le facteur d’élongation SelB et en codant pour les résidus 

d’acides aminés de la protéine situés après le résidu sélénocystéyl. Le facteur d’élongation SelB se lie à la 

fois au sélénocystéyl-ARNtSec, à une molécule de GTP et à la séquence SECIS pour former un complexe 

d’insertion SelB-GTP-sélénocystéyl-ARNtSec. Lorsque le ribosome arrive au niveau du codon UGA, le 

complexe d’insertion ajoute le résidu sélénocystéyl au polypeptide en cours d’élongation (76) (Figure 6). 

L’ARNt est ensuite libéré ce qui induit la dissociation du complexe SelB-SECIS. L’élément SECIS est 

enfin déplié pour sa lecture par le ribosome qui termine la synthèse protéique au codon stop. 

5’

3’

5’ 3’5’ 3’

polypeptide
SeC SelB GTP

ribosome

SECISSECIS

ARNm

ARNt
SeC

U G A U G AN N N N N NStop

Stop

 

Figure 6 : Eléments conduisant à l’insertion de la sélénocystéine dans les sélénoprotéines. 
L’ARNt

 spécifique de la sélénocystéine (ARNt
Sec) forme un complexe avec le facteur d’élongation SelB, 

du GTP et la séquence SECIS située directement en aval du codon UGA. Cet ensemble dirige le résidu 
sélénocystéyl en face du codon UGA pour son insertion dans la chaîne polypeptidique. (ARNm : Acide 
ribonucléique messager, SECIS : Selenocysteine insertion sequence, GTP : guanosine triphosphate, 
ARNt

Sec : ARN de transfert spécifique de la sélénocystéine, NNN : triplet de 3 nucléotides). 
 

Chez les organismes eucaryotes et les archaebactéries, les mécanismes d’incorporation de la 

sélénocystéine présentent un degré de complexité supérieur. Contrairement à l’élément SECIS bactérien 

situé immédiatement en aval du codon UGA, l’élément SECIS des mammifères est localisé dans la région 

3’ non codante de l’ARNm loin du codon sélénocystéine UGA (65), (3), (61), (77, 78). L’élément SECIS 

des archaebactéries est également dans la région non codante mais il est structurellement différent de celui 

des mammifères (79, 80). Récemment, la présence d’un nouveau type d’élément SECIS a été détectée 

dans des algues (80). L’éloignement de l’élément SECIS du codon UGA permet à un seul élément SECIS 

de diriger le décodage de plusieurs codons UGA sur un même ARNm pour l’incorporation de plusieurs 

résidus sélénocystéyls comme l’illustre par exemple la sélénoprotéine P avec ces dix résidus 
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sélénocystéyls (81). En résumé, l’élément SECIS dirige l’incorporation de résidus sélénocystéyls dans la 

protéine mais il diffère, entre les organismes eucaryotes et procaryotes (regroupant bactéries et 

archaebactéries), aussi bien en séquence, qu’en structure ou localisation sur l’ARN messager. Les 

fonctions de la protéine SelB sont assurées, chez les archaebactéries et les mammifères, par deux éléments 

distincts : La protéine SBP2 (SECIS-binding protein-2) pour la liaison à l’élément SECIS et le facteur 

d’élongation eEFSec ou mSelB (82-84). Le mécanisme d’incorporation de la sélénocystéine n’a toutefois 

pas pu être reconstitué in vitro à partir d’extraits cellulaires eucaryotes ce qui suppose l’intervention 

d’autres composants encore non identifiés dans ce mécanisme (85, 86).  

Chez les eucaryotes, il semblerait que la protéine SBP2 soit le facteur limitant de la biosynthèse. En effet, 

le taux d’expression d’une sélénoprotéine le plus important jamais observé est celui de la glutathion 

peroxydase 4 dans les spermatides où la protéine SBP2 est fortement exprimée (87) ; alors qu’elle est 

quasiment indécelable dans les autres tissus (88, 89). La surexpression de SBP2 dans le testicule suggère 

son rôle essentiel dans la biosynthèse de fortes quantités de sélénoenzymes dans cet organe. 
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2.2. Les familles de sélénoprotéines découvertes expérimentalement 

Parallèlement à l’élucidation des mécanismes de biosynthèse des sélénoprotéines, des sélénoprotéines ont 

été identifiées et leurs fonctions biologiques caractérisées. L’existence de nombreuses sélénoprotéines est 

prédite par des approches in silico (cf. chapitre 2.3) mais seules quelques familles de sélénoprotéines ont 

été retrouvées expérimentalement.  

2.2.1. Les sélénoprotéines bactériennes 

Les sélénoprotéines bactériennes de fonctions connues sont limitées à 5 familles détaillées ci-après.  

2.2.1.1 Les formiate déshydrogénases 

Les formiate déshydrogénases constituent une classe de sélénoprotéines bien caractérisées. Initialement 

identifiées chez Escherichia coli, ces sélénoprotéines ont été retrouvées chez de nombreuses bactéries et 

d’autres microorganismes non procaryotes comme Neurospora crassa. Elles catalysent la transformation 

de l’acide formique en dihydrogène H2 et dioxyde de carbone CO2 fournissant ainsi de l’énergie à la 

cellule. Trois isoformes ont été identifiées chez E. coli, les formiate déshydrogénases H, N et O (FdhH, H 

pour hydrogène ; FdhN, N pour nitrate ; FdhO, O pour oxygène). La FdhH est un membre du complexe 

protéique formiate hydrogenlyase (FHL) (90, 91). C’est un polypeptide de 79 kDa synthétisé seulement 

sous conditions fermentatives à partir du gène fdhF (63). Son site actif, siège des réactions enzymatiques, 

comporte un résidu sélénocystéyl (SeC), un atome de molybdène, deux cofacteurs molybdopterin guanine 

dinucleotide (MGD), et un cluster 4Fe,4S (48). Des études cristallographiques de cette protéine ont 

confirmé que l’atome de sélénium du résidu sélénocystéyl est impliqué dans l’activité catalytique de 

l’enzyme (92). La FdhN est une enzyme multimérique de 510 kDa composée de trois sous-unités, dont la 

première est une sélénoprotéine, les deux suivantes correspondant au cytochrome b556 et à une protéine 

constituée de quatre motifs riches en cystéine (35). Les gènes qui codent pour les trois sous-unités sont 

organisés en opéron fdnGHI induit en conditions anoxiques (93-95). La FdhN est un membre du complexe 

nitrite réductase. La FdhO est également composée de 3 sous-unités codée par l’opéron fdoGHI (96). 

Chacune de ces sous-unités présente un haut degré de similarité dans sa séquence en acides aminés avec 

celles de la FdhN. FdhO est induite quand les cellules se développent en conditions aérobies mais une 

induction lors de la respiration nitrate a également été observée (97).  

2.2.1.2 Les hydrogénases 

La première de ces enzymes fut identifiée chez Methanococcus vanielii (98). Il s’agit d’un hétérooctamère 

de trois sous-unités, dont l’une contient un résidu sélénocystéyl. Les hydrogénases catalysent la réaction 

de clivage du dihydrogène en 2 protons et 2 électrons. Cette réaction est en partie possible grâce au 

potentiel catalytique élevé du sélénium (99).  
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2.2.1.3 La sélénoprotéine D 

La sélénoprotéine D ou SelD est une sélénophosphate synthétase procaryote, mentionnée plus haut, est 

impliquée dans la synthèse de la sélénocystéine (72, 100). C’est une enzyme de 37 kDa qui catalyse la 

formation de monosélénophosphate à partir d’ATP et de séléniure. Le résidu sélénocystéyl est essentiel 

pour l’efficacité catalytique de l’enzyme (96).  

2.2.1.4 Les sélénoprotéines des complexes réductase 

Les trois complexes glycine réductase, sarcosine réductase et bétaine réductase de Eubacterium 

acidaminophilum sont composés de la sélénoprotéine A commune aux trois complexes, et d’une 

sélénoprotéine B spécifique pour chaque substrat (101). Ces enzymes catalysent la réduction de leur 

substrat par désacétylation, ce qui permet la synthèse d’ATP. Elles jouent donc un rôle important dans le 

métabolisme énergétique (102-104). La proline réductase du même organisme est également une 

sélénoprotéine, assez similaire à la protéine B du complexe glycine réductase. Les complexes réductase 

existent également chez d’autres bactéries anaérobies comme Clostridium sticklandii ou Treponema 

denticola (105). 

2.2.1.5 La sélénoperoxirédoxine 

Une enzyme de la famille des péroxirédoxines a été identifiée avec un résidu sélénocystéyl à la place du 

résidu cystéyl classique chez E. acidaminophilum (105). Ces enzymes sont impliquées dans la réduction 

des hydroperoxydes et de ce fait participent à la lutte contre le stress oxydatif (104). 

 

2.2.2. Les sélénoprotéines archaebactériennes 

La présence de sélénoprotéines chez les archaebactéries est confinée aux genres Methanococcus et 

Methanopyrus (6, 106). Les sélénoprotéines identifiées par des méthodes biochimiques sont la formiate 

déhydrogénase et l’hydrogénase de M. vannielii (98, 107). Cette liste a été complétée par des approches in 

silico, décrites plus loin, après détermination de la séquence des génomes de M. jannaschii et d’autres 

archaebactéries. Mis a part la sélénophosphate synthétase dont la fonction est impliquée dans la 

biosynthèse de la sélénocystéine, toutes les autres ont une fonction dans la conservion de l’énergie par 

méthanogénèse (108).  
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2.2.3. Les sélénoprotéines eucaryotes 

La seule sélénoprotéine eucaryote et non mammifère connue est la glutathion peroxydase de la plante 

modèle Chlamydomonas reinhardtii (90). Cette sélénoprotéine a été mise en évidence par analyse MALDI 

Qq TOF MS et constitue l’unique sélénoprotéine de plante connue à ce jour. Les paragraphes qui suivent 

présentent les sélénoprotéines mammifères et leurs fonctions. 

2.2.3.1 La sélénophosphate synthétase SPS2 

La sélénophosphate synthétase mammifère SPS2 est une sélénoenzyme homologue de SelD. SPS2 qui 

catalyse la synthèse du monosélénophosphate à partir de l’ATP et du séléniure (109).   

2.2.3.2 La famille des glutathions peroxydases 

La glutathion peroxydase fut en 1973 la première sélénoprotéine de mammifère identifiée (110, 111). 

Depuis, sept isoenzymes de cette famille ont été caractérisées chez l’homme, dont cinq seulement sont des 

sélénoprotéines (5, 112, 113). Ces isoformes diffèrent par leur distribution dans les tissus (3). Les 

glutathion peroxydases permettent de détoxifier différents types de peroxydes aux dépens du glutathion. 

Elles partagent toutes le même mécanisme catalytique impliquant une triade d’acides aminés strictement 

conservée et formée de sélénocystéine, tryptophane et glutamine (59). Les glutathion peroxydases 

constituent la barrière essentielle de l’organisme contre le stress oxydatif (114, 115). 

2.2.3.3 La famille des désiodases 

Le fonctionnement normal de la thyroïde dépend de la présence de deux éléments traces, l’iode et le 

sélénium (116). L’iode semble utilisé uniquement pour la production des hormones thyroïdiennes (116). 

Le sélénium est retrouvé dans trois désiodases (D1-D3) qui régulent l’activité des hormones thyroïdiennes 

en clivant une liaison carbone-iode (117, 118). Ces trois désiodases sont des oxydoréductases avec un 

centre catalytique conservé impliquant un résidu de sélénocystéine. Elles diffèrent cependant par leurs 

séquences, leurs structures, mais aussi par les réactions qu’elles catalysent. Leur rôle au cours du 

développement des vertébrés est fondamental bien que leur inactivation chez la souris ne soit pas létale 

(119-123). La découverte de séquences homologues aux désiodases dans les génomes séquencés de 

microorganismes de la mer des Sargasses est donc surprenante et montre que les fonctions de ces enzymes 

ne sont pas complètement élucidées (124).  

2.2.3.4 Les thiorédoxines réductases 

La thiorédoxine réductase (TrxR) joue un rôle régulateur rédox et antioxydant important dans la cellule 

(125). Cette sélénoprotéine eucaryote de 112 à 130 kDa, composée de 2 sous-unités identiques, réduit une 

large gamme de substrats dont les protéines oxydées, les ponts disulfures, la vitamine, les hydroperoxides 
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et le sélénite. Chez les mammifères, il existe trois isoformes de la thiorédoxine réductase : la thiorédoxine 

réductase cytoplasmique TrxR1, la thiorédoxine réductase mitochondriale TrxR2 et la thiorédoxine 

réductase TrxR3 aussi appelée thiorédoxine glutathion réductase TGR. Elles possèdent toutes un résidu 

SeC en pénultième position essentiel pour leur activité catalytique. Toutefois, de nombreux variants de ces 

TrxR peuvent être générés par des épissages alternatifs pour leur adressage vers différents organites (126-

128). L’inactivation des gènes des TrxR1 ou 2 est létale in utero, reflétant l’implication de ces protéines 

dans un grand nombre de processus cellulaires vitaux (129). 

2.2.3.5 La sélénoprotéine P 

La sélénoprotéine P (SelP) est une glycoprotéine extracellulaire découverte initialement chez le rat en 

1982 (130), puis chez l’homme en 1993 (131). Alors que les sélénoprotéines ne possèdent en 

généralement qu’un résidu sélénocystéyl, la sélénoprotéine P peut présenter jusqu’à 10 résidus 

sélénocystéyls incorporés spécifiquement dans sa séquence par 2 éléments SECIS. Les fonctions de la 

sélénoprotéine P ne sont pas connues avec certitude ; cependant son rôle dans l’homéostasie du sélénium 

en fournissant certains organes tels que le cerveau, les reins ou encore les testicules a été observé (123, 

132). Ainsi, SelP est la sélénoprotéine la plus abondante dans le plasma où elle constitue plus de 50% des 

réserves de sélénium plasmatique (133). Il a également été rapporté que la sélénoprotéine P protège les 

cellules endothéliales des dommages oxydatifs (134, 135). En cas d’empoisonnement par des métaux 

lourds, SelP a la capacité de fixer les métaux lourds (136, 137).  

2.2.3.6 La sélénoprotéine R  

La sélénoprotéine R, également appelée sélénoprotéine X a été découverte simultanément in vivo et in 

vitro (138, 139). Cette protéine participe à la lutte contre le stress oxydatif en réduisant les résidus 

méthionyl-R-sulfoxydes des protéines oxydées. Pour cette raison, on la trouve également sous le nom de 

méthionine-R-sulfoxyde réductase (MsrB1) (140, 141). Le remplacement de la SeC du site actif par une 

Cys engendre un mutant msrB avec une activité spécifique environ 800 fois plus faible ce qui confirme le 

rôle important du résidu sélénocystéyl dans l’activité catalytique (142). Le réducteur utilisé par MsrB1 est 

la thiorédoxine, qui à son tour est réduite par la thiorédoxine réductase, ce qui permet de lier les activités 

de ces deux sélénoenzymes (143). En plus de la réparation des méthionines oxydées lors du stress 

oxydatif, les méthionine-sulfoxyde réductases sont impliquées la régulation d’activités enzymatiques ou 

encore dans la communication cellulaire (141). 
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2.3. Recherche in silico des gènes codant pour les sélénoprotéines et définition des sélénoprotéomes 

procaryotes et eucaryotes 

2.3.1. Les approches bioinformatiques 

A partir de 2003, le groupe de V. Gladyshev à l’université du Nebraska a largement complété les listes de 

sélénoprotéines procaryotes et eucaryotes grâce à de nouvelles approches in silico (6, 144, 145). Ces 

approches ont pu considérablement se développer grâce à l’augmentation du nombre de génomes 

séquencés. Les programmes de détection des séquences codantes (CDS pour CoDing Sequence) 

interprètent le codon UGA uniquement comme codon stop ce qui empêche la détection des gènes codant 

pour les sélénoprotéines. Afin d’y remédier, deux approches bioinformatiques ont été développées pour 

rechercher in silico des gènes codant pour les sélénoprotéines.  

La première approche recherche les éléments SECIS dans les banques de données de génomes entièrement 

ou partiellement séquencés (Genome Database Human, NCBI genome microbial database…). L’analyse 

des éléments SECIS dans les règnes eucarya, bacteria et archaea a permis de déterminer les séquences 

consensus et les motifs structuraux caractéristiques de ces éléments. A partir de ces informations, des 

modèles SECIS ont été définis pour chaque règne (Figure 7). Les programmes SECISearch 2.0 (5), 

bSECISearch (145) et Archaeal SECISearch (6) recherchent ces modèles SECIS respectivement dans les 

génomes séquencés des organismes eucaryotes, des bactéries et des archaebactéries. Les gènes à proximité 

de l’élément SECIS sont ensuite étudiés pour déterminer s’ils codent ou non pour une sélénoprotéine. 

La seconde approche est indépendante de l’élément SECIS. Elle part du constat que la plupart des 

sélénoprotéines possèdent des homologues ayant une cystéine à la place de la sélénocystéine. Lors de cette 

approche, les génomes séquencés (partiellement ou totalement) et comportant toute ou partie de la 

machinerie d’insertion de la sélénocystéine (gènes selB…) sont sélectionnés. Les séquences issues de la 

traduction de ces génomes sont ensuite comparées aux séquences des banques protéiques 

(UniProtKB/Swiss Prot, …) afin d’identifier celles dont le codon UGA s’aligne avec une cystéine dans 

une protéine homologue. Les gènes sélectionnés sont enfin analysés pour vérifier qu’ils codent pour une 

sélénoprotéine. Les listes de sélénoprotéines procaryotes et eucaryotes obtenues par ces approches 

bioinformatiques sont présentées dans les paragraphes suivants.  
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B C

 

Figure 7 : Modèles structuraux des ARN SECIS eucaryotes, archaebactériens et bactériens. 
A : Structures secondaires consensus des 2 éléments SECIS eucaryotes. N représente n’importe quel 
nucléotide (61).  
B : Structure secondaire consensus de l’élément SECIS archaebactérien (6).  
C : Structure de l’élément SECIS bactérien de la formiate déhydrogénase. En bleu sont indiquées les bases 
interagissant avec SelB (146). 
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2.3.2. Le sélénoprotéome procaryote 

Le sélénoprotéome procaryote constitue l’ensemble des sélénoprotéines des organismes bactériens et 

archaebactériens. Avant la recherche in silico de sélénoprotéines, peu de sélénoprotéines étaient connues 

chez les procaryotes (Tableau 4). Deux types d’études bioinformatiques ont contribué à redéfinir le 

sélénoprotéome procaryote.  

La première étude a consisté en l’analyse des génomes procaryotes séquencés et répertoriés dans la 

banque de données « genome microbial » du National Center for Biotechnology Information (NCBI). Ces 

organismes ont été isolés d’environnements très différents par des techniques de microbiologie classiques. 

Cependant, ils ne représentent qu’une infime minorité des procaryotes. L’analyse des 47 génomes 

procaryotes complètement et partiellement séquencés (respectivement 14 et 33) en avril 2004 a permis 

l’identification de 5 nouveaux gènes codant pour des sélénoprotéines en plus des 10 déjà connus (6).  

Le second type d’étude recherche des gènes codant pour des sélénoprotéines dans l’ensemble des 

organismes provenant d’un même environnement, la mer des Sargasses. En 2003, des échantillons d’eaux 

de surface ont été collectées et les génomes de leurs populations microbiennes séquencés, constituant une 

base de données de 1, 045 milliards de paires de bases de séquences non redondantes annotées (147). 

L’annotation de ces séquences n’a pas tenu compte du double sens du codon UGA ; ainsi, aucun gène 

codant pour une sélénoprotéine n’a été annoté et identifié. Sur cette base, Zhang et al ont appliqué 

l’approche bioinformatique indépendante de l’élément SECIS pour caractériser le sélénoprotéome de cette 

population microbienne (124). La base de données de la mer des Sargasses est relativement riche en 

sélénoprotéines avec 101 gènes codant pour des sélénoprotéines répertoriés en 15 nouvelles familles 

(Tableau 4). 

Les résultats de la première étude laissent penser que le gène codant pour la sélénoprotéine formiate 

déhydrogénase est le plus abondant chez les procaryotes. Chez les microorganismes de la mer des 

Sargasses, cette famille de sélénoprotéines n’arrive plus qu’en 12ème position avec 8 occurrences loin 

derrière les familles des protéines de type SelW (48 occurrences), des péroxirédoxines (43 occurrences) et 

des proline réductases (42 occurrences) qui constituent à elles seules 88% des gènes de sélénoprotéines 

identifiées. La formiate déhydrogénase étant spécialisée dans le catabolisme anaérobie, ce résultat n’est 

pas surprenant pour des échantillons d’eaux prélevés en surfaces de mer, eaux bien oxygénées. Parmi les 

nouvelles familles de sélénoprotéines identifiées, il est surprenant de voir apparaître des glutathion 

peroxydases, des désiodases et des sélénoprotéines de type W, que l’on pensait exclusivement eucaryotes. 

Il est en effet évident que la désiodase remplit des fonctions différentes, tout en utilisant les mêmes 

propriétés catalytiques, chez les bactéries et chez les mammifères, où elle régule l’activité des hormones 

thyroïdiennes par des réactions d’oxydoréduction. 
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Ainsi les sélénoprotéomes procaryotes décrit en 2004 et celui de la Mer des Sargasses sont différents et 

biaisés par le nombre ou l’origine des microorganismes séquencés et ne reflètent certainement qu’une 

partie du sélénoprotéome procaryote réel (124). 

Chez Methanococcus jannaschii, sept sélénoprotéines ont été identifiées par bioinformatique dont six 

impliquées dans la méthanogenèse (148, 149): ceci inclut trois hydrogénases, une formiate 

déshydrogénase, une disulfure réductase et une formylméthanofurane déshydrogénase. La dernière est la 

sélénophosphate synthétase. Ces enzymes sont des sélénoprotéines alors que chez d’autres espèces 

bactériennes du genre Methanococcus des protéines homologues à cystéine sont retrouvées (98, 107, 150-

152). 

Tableau 4 : Sélénoprotéines procaryotes caractérisées expérimentalement.  

Sélénoprotéines Fonctions 
Occurrence dans les 

génomes séquencés 

Occurrence dans la banque 

de la Mer des Sargasses 

Formiate déhydrogénase, 

sous-unité α  

Conversion de formiate en 

CO2 
40 8 

Glycine réductase A  
Conversion de glycine en 

acétylphosphate 
5 1 

Glycine réductase B  
Conversion de glycine en 

acétylphosphate 
5 1 

Proline réductase B Métabolisme énergétique 1 42 

Hétérodisulfide réductase 

sous-unité A 
Fonction d’oxydo-réduction 4 0 

Méthylviologène 

hydrogénase réductrice sous-

unité δ 

Fonction d’oxydo-réduction 3 0 

Sélénophosphate synthétase Synthèse de sélénoprotéines  16 28 

Formylméthanofurane 

dehydrogénase sous-unité B 
Fonction d’oxydo-réduction 4 0 

Coenzyme F420 hydrogénase 

réductrice, sous-unité α 
Fonction d’oxydo-réduction  4 0 

Coenzyme F420 hydrogénase 

réductrice, sous-unité δ 
Fonction d’oxydo-réduction 3 0 

Peroxirédoxine (Prx) Fonction d’oxydo-réduction ? 1 43 
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Tableau 5 : Nouvelles sélénoprotéines prédites en bioinformatique. 
Vingt nouvelles sélénoprotéines sont proposées par bioinformatique (sur la base de leur identification dans plusieurs génomes et la présence d’éléments SECIS 
putatifs) (6, 124). Douze sélénoprotéines potentielles (sur la base de leur identification dans 1 seul génome et la présence d’éléments SECIS putatifs) ont 
également été répertoriées mais ne sont pas indiquées dans ce tableau. 

Sélénoprotéines Fonctions Occurrence dans les génomes séquencés Occurrence dans la banque de la 
Mer des Sargasses 

The prokaryotic selenoproteome, Kryukov et al. 2004 (6) 

Glutathion peroxydase (GPx) Réduction d’oxydo-réduction 1 5 

Protéine de type HesB Fonction d’oxydo-réduction 7 0 

Protéine de type SelW antioxydant ? 4 48 

Protéine de type peroxirédoxine (Prx) Fonction d’oxydo-réduction ? 2 22 

Thiorédoxine (Trx) Fonction d’oxydo-réduction 2 11 

The microbial selenoproteome of the Sargasso sea, Zhang et al., 2005 (145) 

Protéine de type AhpD Inconnue 0 27 

Arséniate réductase Réduction de l’AsV en AsIII 0 14 

Glutarédoxine (Grx) Fonction d’oxydo-réduction 1 10 

Protéine de type DsrE Oxydation du soufre intracellulaire ? 1 2 

Protéine de type DsbG Fonction d’oxydo-réduction 1 1 

NADH:ubiquinone oxydoréductase Fonction d’oxydo-réduction 0 1 

Protéine MoeB Biosynthèse de molybdoenzymes 0 11 

Protéine de type DsbA Fonction d’oxydo-réduction ? 0 9 

Glutathion S-transférase Conjugaison du glutathion  0 4 

Protéine de type désiodases Inconnue 0 4 

Protéine contenant un domaine CMD  Inconnue 0 4 

Protéine hypothétique 1 Inconnue 0 4 

Sulfurtransférase de type rhodanese Inconnue 0 3 
Protéine de type OsmC Fonction d’oxydo-réduction ? 0 3 
Protéine de type thiol-disulfide isomérase Inconnue 0 4 
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2.3.3. Le sélénoprotéome eucaryote 

2.3.3.1 Le sélénoprotéome mammifère 

Jusqu’en 2003, le sélénoprotéome mammifère consisté en 12 sélénoprotéines organisées en 7 familles. 

Depuis, les approches in silico ont permis de déterminer le répertoire exhaustif des sélénoprotéines 

humaines avec l’annotation de 25 gènes mammifères codant pour des sélénoprotéines (5, 89, 138, 139, 

153). Ces sélénoprotéines sont les glutathion peroxydases, les thiorédoxine réductases (TRx1, TRx2 et 

TRx3), les désiodases thyroïdiennes (Dio1, Dio2 et Dio3), les sélénoprotéines I, H, K, M, N, O, P, W, X, 

Y, Z et la sélénophosphate synthétase SPS2. Les principales sélénoprotéines chez les mammifères sont 

présentées dans le Tableau 6. La plupart de leurs fonctions sont encore inconnues mais le lien entre les 

déficits en sélénium et un nombre croissant de pathologies a permis de comprendre les fonctions de 

certaines d’entre elles. En général, ces protéines possèdent des propriétés anti-oxydantes impliquées dans 

différents mécanismes de protection de l’organisme.  

 

2.3.3.2 Les nouvelles familles de sélénoprotéines eucaryotes 

Les analyses d’organismes eucaryotes non mammifères ont ensuite permis d’identifier de nouvelles 

familles de sélénoprotéines dont les fonctions restent inconnues. Le génome de la drosophile contient 3 

gènes codant pour des sélénoprotéines. En plus du gène de la sélénophosphate synthase, seuls 2 gènes 

codant pour la sélénoprotéine BthD et une sélénoprotéine de 12kDa riche en glycine ont été rapportés. 

Ces deux sélénoprotéines ont des fonctions biologiques encore inconnues (154). Après avoir montré que le 

sélénium était nécessaire à la croissance de l’algue verte Chlamydomonas reinhardtii, les sélénoprotéines 

de cette algue ont été identifiées par Novoselov et al en 2002 (155). L’identification de l’élément SECIS 

dans cette algue a permis de développer un programme spécifique de ces algues appelé 

ChlamySECISearch à partir du programme SECISearch existant. Cette application a permis 

l’identification de 8 gènes codant pour des sélénoprotéines déjà connues. Ces sélénoprotéines sont Sel K, 

Sel M1 et M2, Sel W, thiorédoxine réductase 1, glutathion peroxydase hydroperoxide phospholipidique 1 

et 2 (PHGPx 1 et 2) et d’un gène codant pour une méthionine-S-sulfoxyde réductase appelée MsrA1. 

Chez les autres eucaryotes, la méthionine-S-sulfoxyde réductase possède un résidu cystéyl à la place du 

résidu sélénocystéyl. Les gènes codant pour une nouvelle famille de sélénoprotéines appelées SelU ont été 

identifiés dans plusieurs organismes eucaryotes non mammifères (poisson zèbre, poulet, algues vertes, 

diatomées). L’homologue de SelU chez l’homme possède une cystéine à la place de la sélénocystéine. La 

fonction de ces protéines n’a pas été déterminée (144). La famille de sélénoprotéines SelJ a été identifiée 

dans un nombre restreint d’eucaryotes, poissons et oursins de mer. SelJ pourrait avoir un rôle structural et 
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ne possède pas d’homologue à cystéine chez les mammifères (156). Récemment, l’analyse des génomes 

de plusieurs parasites humains a permis l’identification de nouvelles familles spécifiques à ces parasites. 

L’analyse de Plasmodium falciparum, agent responsable de la malaria chez l’homme, a permis de détecter 

4 gènes codant pour des sélénoprotéines de fonctions inconnues. Ces sélénoprotéines nommées Sel 1, 2, 3 

et 4 sont très conservées dans les espèces de Plasmodium mais n’ont pas d’homologues connus chez 

d’autres organismes. Ces 4 sélénoprotéines pourraient être des protéines d’oxydo-réduction (157). Les 

analyses des génomes séquencés de Trypanosoma et Leishmania ont permis de désigner une nouvelle 

famille : les sélénoprotéines SelTryp. Ces sélénoprotéines pourrait avoir des fonctions d’oxydo-

réduction. 

Tableau 6 : Le sélénoprotéome eucaryote. 

SELENOPROTEINES FONCTIONS 

Sélénoprotéines mammifères 

Famille des glutathion peroxydases (GPX1, GPX2, GPX3, GPX4, 

GPX6) 

Anti-oxydants, modulation de lipoxygénases, transduction 

du signal rédox, régulation du cycle cellulaire 

Famille des iodothyronine desiodases (Dio1, Dio2, et Dio3) 
Activation et inactivation des hormones thyroïdiennes T3 

etT4 

Famille des thiorédoxine réductase (TrxR1, TrxR2, TrxR 3) Rôles multiples dans la régulation rédox, spermatogenèse 

Sélénoprotéine I (SelI) ou phosphotransférase Biosynthèse de phosphatidyléthanolamine 

Sélénoprotéines H, K, M, O, S, T, V   Inconnues 

Sélénoprotéine N (SelN) Régénération et prolifération cellulaire ? 

Sélénoprotéine P (SelP) Antioxydant ? Stockage du sélénium ? 

Sélénoprotéine R (SelR, SelX, Msr B) Réparation des protéines oxydées 

Sélénophosphate synthétase 2 (SPS2) Synthèse de sélénophosphate 

Sélénoprotéine W (SelW) Antioxydant ? 

Sélénoprotéine de 15 kDa (Sel15) Inconnues 

Autres sélénoprotéines eucaryotes 

Méthionine-S-sulphoxyde réductase (MsrA) Réparation des protéines oxydées 

Sélénoprotéines J  Rôle structural ? 

Sélénoprotéine U, Y, Z (SelU) Inconnues 

Sélénoprotéine BthD Inconnue 

Sélénoprotéine 12 kDa  Inconnue 

Sélénoprotéine 18 kDa (Sel18) Inconnue 

Sélénoprotéines SelTryp Fonction d’oxydo-réduction ? 

Sélénoprotéines 1, 2, 3 et 4 Fonction d’oxydo-réduction ? 
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2.3.4. Limites des approches bioinformatiques 

Les méthodes bioinformatiques ont permis de découvrir in silico de nombreuses familles de 

sélénoprotéines dont les fonctions sont encore à découvrir pour la plupart. Ces méthodes très utiles sont 

toutefois restreintes au petit nombre d’organismes ayant leur génome séquencé. D’autres limitations 

spécifiques à chaque méthode existent. La méthode indépendante de l’élément SECIS ne permet pas de 

trouver les gènes codant pour des sélénoprotéines qui n’ont pas d’homologues à cystéine. Par exemple, le 

gène codant pour la sélénoprotéine A du complexe glycine réductase ne peut pas être détecté par ce type 

d’approche. La méthode recherchant l’élément SECIS connaît également certaines limitations. L’analyse 

du sélénoprotéome bactérien effectuée par Zhang et al en 2005 par cette méthode n’a pas retrouvé 3 gènes 

codant pour des sélénoprotéines déjà connues (145). 2 de ces 3 gènes présentent des structures SECIS 

inhabituelles non reconnues par le programme bSECISearch. De plus, des repliements locaux de l’ARNm 

similaires à l’élément SECIS conservé peuvent se former et entraîner l’apparition de « faux positifs » 

(158). Cette méthode n’est pas à l’abri de la prédiction d’un faux élément SECIS. Il faut également noter 

que la connaissance du sélénoprotéome par ces méthodes ne renseigne ni sur les conditions d’expression 

ni sur les fonctions de ces sélénoprotéines. Seules des études expérimenales réalisées dans des conditions 

données le permettent. 

 

2.3.5. Les sélénoprotéines non prédites à découvrir : l’exemple des sélénoprotéines de Desulfococcus 

multivorans 

Des approches in vitro ont révélé la présence de sélénoprotéines dans des organismes vivants que la 

bioinformatique ne peut pas étudier. Ainsi, les expériences effectuées par le groupe de recherche du Pr. 

Matthias Böll montrent que les bactéries anaérobies strictes Desulfococcus multivorans et Geobacter 

metallireducens produisent des sélénoprotéines lors de la dégradation de composés aromatiques comme le 

benzoate (159). La croissance de ces 2 bactéries sur benzoate est strictement dépendante du sélénium alors 

qu’elle ne l’est pas sur substrats non aromatiques. Le rôle du sélénium a alors été étudié chez D. 

multivorans par utilisation du radiotraceur 75Se (160). Trois protéines marquées au 75Se ont été détectées 

après électrophorèse SDS-PAGE lors de la croissance de l’organisme sur benzoate en présence de sélénite 

marqué au 75Se. Ces protéines ont des poids moléculaires apparents de 27, 30 et 100 kDa (Figure 8). La 

comparaison des niveaux d’expression de ces sélénoprotéines en présence de benzoate ou d’acétate 

montre que la sélénoprotéine de 30 kDa présente l’induction la plus importante. L’identification de ces 

sélénoprotéines est importante car elle permettrait de mieux comprendre le métabolisme des composés 

aromatiques qui représentent un sérieux problème environnemental en raison de leur toxicité et de leur 

persistance. 
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Figure 8 : Autoradiogramme après SDS-PAGE d’extraits cellulaires de Desulfococcus multivorans 
cultivée sur un milieu de culture contenant du 75Se-sélénite (160). 

(A) et (B) : Autoradiogrammes d’un gel SDS-PAGE 10% (A) et d’un gel SDS-PAGE 12,5%(B). Pistes 1 à 
4 : extraits bruts de cellules cultivées sur benzoate. Piste 2 identique à piste 1 après traitement des extraits 
cellulaires à la protéinase K. Piste 3 : après traitement à la RNase A. Piste 5 : extraits bruts de cellules 
cultivées sur lactate. 
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3 : Principes de l’analyse des protéines par électrophorèse sur gel. 

Le protéome constitue l’ensemble des protéines codées par le génome d’un organisme. Suivant les 

conditions environnementales, seule une partie du protéome est présente dans un organisme. Ainsi, alors 

que le génome d’un organisme est constant, la nature et la quantité des protéines varient en permanence en 

réponse aux différentes conditions de vie de cet organisme (161). L’organisme va en effet s’adapter aux 

conditions environnementales en produisant les protéines dont il a besoin. Pour avoir accès aux protéines 

exprimées par l’organisme, des approches expérimentales dites de protéomiques sont utilisées. D’une 

manière générale, l’approche protéomique classique consiste à séparer le mélange protéique complexe 

extrait de l’organisme par électrophorèse sur gel, à digérer les protéines et à analyser par spectrométrie de 

masse MALDI TOF-MS le digestat (Figure 9) (162). Enfin, les identifications des protéines par 

interprétation des données de spectrométries de masse sont réalisées grâce à des outils bioinformatiques 

spécialisés. Dans le cas où l’identification en MALDI TOF-MS n’a pas pu aboutir, le digestat protéique 

est analysé en spectrométrie de masse en tandem ESI-MS/MS avec une séparation préalable des peptides 

en nanoLC. D’autres approches existent, comme par exemple l’approche type « shotgun proteomics » où 

la totalité des polypeptides est digérée par une endopeptidase puis séparée par nanoLC mono ou 

bidimensionnelle (163). Ces nouvelles approches restent encore peu quantitatives et moins résolutives que 

l’approche classique tout en générant un grand nombre de peptides à analyser simultanément. Le propos 

de ce sous-chapitre est de présenter les différentes techniques utilisées dans l’approche dite classique en 4 

parties : la préparation de l’échantillon, la séparation des protéines, l’analyse par spectrométrie de masse et 

les stratégies d’identification des protéines au travers des recherches dans les banques de données. 

 

3.1. Préparation de l’échantillon 

Une préparation de l’échantillon appropriée est absolument essentielle pour de bons résultats en 

électrophorèse sur gel 1D ou 2D. En raison de la grande diversité des protéines dans un échantillon 

biologique, la procédure de préparation d’échantillon optimale pour un échantillon donné doit être 

déterminée empiriquement. Idéalement, le procédé doit résulter en la dénaturation, solubilisation et 

réduction complètes des protéines dans l’échantillon. Des étapes additionnelles de préparation de 

l’échantillon peuvent être utilisées afin d’améliorer la qualité de la préparation. Ici, sont présentées les 

principales étapes de préparation de l’échantillon. 
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Figure 9 : Stratégie classique d’identification des protéines basée sur l’électrophorèse sur gel. 
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3.1.1. Lyse des cellules, protection contre la protéolyse et fractionnement 

L’analyse des protéines intracellulaires nécessite une lyse cellulaire efficace. Le choix de la méthode de 

lyse dépend à la fois de la nature de l’échantillon biologique et de l’objectif de l’analyse (par exemple, 

l’étude concerne-t’elle toutes les protéines ou une classe particulière de protéines ?). Globalement les 

méthodes de lyse sont classées en deux types : les méthodes de lyse dites « douces » et les méthodes dites 

« vigoureuses » (Tableau 7). 

Des protéases peuvent être libérées lors de la lyse des cellules. Les protéines de l’échantillon doivent donc 

être protégées de la protéolyse par l’utilisation d’inhibiteurs de protéases. Les plus utilisés sont le PMSF 

(phénylméthylsulfonyl fluoride), l’AEBSF (aminoéthyl benzylsulfonyl), l’EDTA, le TPCK (tosyl 

phénylalanine chlorométhyl cétone) ou encore des mélanges de ces différents inhibiteurs (164).  

Tableau 7 : Méthodes générales de lyse cellulaires 
 

Méthode de lyse cellulaire Procédure générale Applications Références 

Méthodes de lyse douce 

Lyse avec des détergents 

Les détergents solubilisent les 

membranes libérant le 

contenu cellulaire 

Resuspension des cellules dans 

une solution de lyse contenant du 

SDS (incompatible avec IEF) ou 

d’autres détergents non ioniques 

Cellules bactériennes 

Cellules de tissu en culture 
(165) 

Lyse enzymatique 

Lysozyme pour cellules 

bactériennes 

Cellulase et pectinase pour les 

plantes 

Lyticase pour les levures 

Cellules de plantes, de 

bactéries et levures 
(165, 166) 

Lyse par cycle de 

congélation / décongélation 

Rapide congélation de suspension 

cellulaire dans de l’azote liquide 

puis décongélation 

Cellules bactériennes 

Cellules de tissu en culture 
(167, 168) 

Méthodes de lyse vigoureuse 

Sonication 
Cellules sont lysées par des 

ultrasons générés par un sonicateur 
Suspensions cellulaires (164) 

Cellule à presse de French® 
Cellules sont cassées par une 

différence de pression  

Microorganismes à paroi 

cellulaire 
(169) 

Broyage 

Les cellules sont congelées dans 

de l’azote liquide puis broyées 

dans un mortier avec un pilon 

Tissus solides, 

microorganismes (164) 
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3.1.2. Précipitation et élimination des espèces interférentes 

Les procédures de précipitation sont généralement utilisées pour concentrer un échantillon en protéines et 

purifier ces protéines des espèces contaminantes comme les sels, acides nucléiques, lipides qui peuvent 

empêcher le bon déroulement d’une électrophorèse 1D ou 2D. Les procédures de précipitation les plus 

employées sont :  

- Précipitation au sulfate d’ammonium : la plupart des protéines ont tendance à s’agglomérer ou à 

précipiter en présence de fortes concentrations en sels. La précipitation ne va s’opérer que si la 

concentration en protéines est supérieure à 1mg/mL d’échantillon. L’inconvénient de cette 

méthode est que toutes les protéines ne précipitent pas dans ces conditions et elle ne permet pas 

d’éliminer tous les interférents. Cette méthode est cependant utilisable comme technique de 

préfractionnement (170). 

- Précipitation à l’acétone : ce solvant précipite les protéines mais connaît les mêmes limitations 

que celles observées lors de la précipitation au sulfate d’ammonium (171). 

- Précipitation au TCA (acide trichloroacétique) : après précipitation, le TCA résiduel est 

habituellement éliminé par lavages à l’acétone. Les protéines précipitées au TCA peuvent être 

difficiles à resolubiliser (171).  

- Précipitation au TCA dans l’acétone : la combinaison des 2 permet d’assurer une précipitation 

maximisée (172). 

Etant donné qu’aucune méthode de précipitation / resuspension ne permet de récupérer toutes les protéines 

d’un échantillon, cette étape peut altérer le profil protéique de l’échantillon. Lorsqu’une représentation 

précise et complète des protéines d’un échantillon est attendue, ces étapes doivent donc être évitées. 
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3.2. Séparation des protéines par électrophorèse sur gel 

Il n’existe aujourd’hui aucune technique capable de séparer toutes les protéines d’un organisme. La 

technique la plus résolutive reste l’électrophorèse sur gel suivie d’une détection quantitative des protéines 

par coloration. L’électrophorèse permet de séparer des molécules chargées en solution par application 

d’un champ électrique. Le gel de polyacrylamide, introduit en 1959, est la matrice la plus utilisée en 

électrophorèse pour séparer les protéines d’un organisme. C’est un gel inerte de porosité variable, 

légèrement hydrophobe, produit de la polymérisation de monomères d’acrylamide en longues chaînes 

réticulées par du NN’-méthylènebisacrylamide. Les principes des électrophorèses sur gel IEF, 1D-SDS-

PAGE et 2D-SDS-PAGE sont ici présentés. 

3.2.1. Principe des électrophorèses de protéines sur gel de polyacrylamide 

3.2.1.1 Focalisation isoélectrique (IEF) 

La focalisation isoélectrique (IEF) est une technique d’électrophorèse sur gel qui sépare les protéines 

selon leurs points isoélectriques (pI) dans un gradient de pH. Le point isoélectrique d’une protéine est le 

pH pour lequel la charge nette de la protéine est nulle. Les protéines, entraînées par un champ électrique, 

vont se déplacer dans ce gradient en fonction de leur charge nette. Quand une protéine arrive au point de 

pH qui correspond à son point isoélectrique, sa charge globale devient nulle résultant en un arrêt de sa 

migration : on parle de focalisation isoélectrique (Figure 10). Initialement, le gradient de pH dans le gel 

était obtenu, sous l’influence d’un champ électrique, par la focalisation à leur point isoélectrique de petites 

molécules amphotères à fort pouvoir tampon. Les gradients de pH ainsi obtenus sont peu stables et ont été 

délaissés au profit de gels dans lesquels le gradient de pH est immobilisé (IPG pour « Immobilized pH 

gradients ») (173). Ce sont des gels de polyacrylamide greffés de monomères d’acrylamide portant des 

groupements ionisables de pK acides ou basiques. Ils permettent d’obtenir des gradients de pH très stables 

et une séparation protéique de moins de 0,001 unités de pH. L’apparition de gradients de pH linéaires et 

étroits (zooms de pH) a permis d’augmenter la résolution et donc le nombre de protéines détectées sur 

gels. L’IEF possède une grande résolution mais son spectre d’application reste limité car certaines 

protéines ne sont pas solubilisées correctement (protéines hydrophobes) dans les tampons compatibles à 

l’IEF ou ne sont pas visibles (protéines de pI extrêmes) après électrophorèse. Ce mode de séparation 

utilise la charge des protéines ce qui proscrit l’utilisation des détergents ioniques très efficaces comme le 

SDS pour la solubilisation des protéines. Les protéines vont donc être solubilisées dans des tampons à 

faible force ionique contenant des agents chaotropiques (urée, thiourée), de détergents zwiterrioniques ou 

non ioniques (CHAPS, triton X-100, tween, sulfobétaine SB3-10 ou amidosulfobétaine ASB-14) et des 

agents réducteurs (DTT, TBP) (174). Une haute qualité de préparation de l’échantillon est souvent 

nécessaire. Il est en effet important de se débarrasser des impuretés ioniques et des sels présents aux côtés 
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des protéines après la lyse cellulaire. Ces impuretés peuvent empêcher une focalisation correcte des 

protéines, des précipitations TCA/acétone des protéines sont donc conseillées pour les enlever. Les acides 

nucléiques, les lipides, les polysaccharides, les composés phénoliques sont également des composés qui 

peuvent empêcher de différentes manières la focalisation correcte des protéines. De la qualité de cette 

préparation de l’échantillon vont dépendre les résultats de l’électrophorèse IEF et l’électrophorèse 2D.  
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Figure 10 : Principe de la focalisation isoélectrique des protéines (164). 
Après application d’une tension, les protéines migrent dans le gradient de pH et se focalisent au point de 

pH correspondant à leur pI. 
 

3.2.1.2 Electrophorèse de protéines sur gel de polyacrylamide en présence de dodécyl sulfate de sodium 

(SDS-PAGE)  

Un autre technique de séparation des protéines est la très populaire SDS-PAGE pour « Sodium Dodecyl 

Sulfate - Poly Acrylamide Gel Electrophoresis » décrite initialement par Laemmli en 1970 (175), et 

aujourd’hui très largement répandue. C’est une électrophorèse de zone des protéines dans un gel de 

polyacrylamide en conditions dénaturantes. Les protéines extraites de l’organisme sont solubilisées dans 

une solution chauffée à 100°C, tamponnée au pH 6,8 par du Tris-HCl et contenant un excès de sodium 

dodécyl sulfate (SDS) et d’agent réducteurs des thiols (DTT ou le β-mercaptoéthanol). Le SDS charge 

négativement les protéines et les dénature, aidée par le chauffage, en entourant le squelette polypeptidique. 

L’agent réducteur réduit les ponts disulfures des protéines ce qui a pour conséquence de les dissocier en 

sous-unités polypeptidiques individuelles. Les protéines ainsi solubilisées migrent dans un système 

d’électrophorèse discontinu constitué de deux gels de polyacrylamide de porosité différente et tamponnés 

à des pH différents (Figure 11). Les gels sont coulés et polymérisés dans un système vertical « en 

sandwich » entre 2 plaques de verre. L’échantillon est déposé au-dessus d’un premier gel appelé gel de 
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concentration (stacking gel) tamponné au pH 6,8 par du Tris-HCl et de réticulation très lâche. Dans ces 

conditions, la présence de glycine dans la solution de la cuve d’électrophorèse va permettre de concentrer 

les protéines dans le gel au cours de la migration. Au pH 6,8 du gel, la glycine est faiblement chargée et 

présente une faible mobilité contrairement au Cl- complètement ionisé avec une forte mobilité. Lorsqu’une 

tension est appliquée au système, les ions Cl- migrent plus vite dans le gel laissant derrière eux une zone 

de faible conductivité, un gradient de tension important et un pH plus élevé qui accélère la migration de la 

glycine de façon à ce qu’elle suive les ions Cl-. Ce front constitué par les ions Cl- et les ions glycine 

migrent au travers de l’échantillon puis au travers du gel. Les protéines chargées négativement par le SDS 

possèdent une vitesse de migration intermédiaire et vont de ce fait se trouver emprisonnées et donc 

concentrées dans la fine zone délimitée par les ions Cl- et les ions glycine. Les protéines ainsi concentrées 

sont ensuite séparées suivant leur taille dans le gel de séparation (running gel) tamponné à pH 8,8 avec des 

pores plus petits. La migration des protéines dans ces pores va être ralentie jusqu’à devenir plus faible que 

celle des ions glycine. Le pH 8,8 a pour effet d’augmenter la vitesse de migration des ions glycine qui 

vont alors dépasser les protéines et se trouver juste derrière les ions Cl-. Les protéines ne sont plus 

emprisonnées dans la fine zone et sont alors séparées suivant leur taille par migration vers l’électrode 

positive. La comparaison du profil de migration des protéines à celles de marqueurs de taille (M) connus 

et traités de la même façon permet de donner la masse moléculaire relative (Mr) des protéines séparées. 
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Figure 11 : Principe de l’électrophorèse monodimensionnelle sur gel de polyacrylamide en 
conditions dénaturantes (1D-SDS-PAGE). 
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L’électrophorèse SDS-PAGE est une technique robuste qui possède un très large spectre d’applications 

(176). Le SDS-PAGE est de nos jours utilisé en routine principalement pour (i) estimer la taille des 

protéines, (ii) établir la pureté d’une protéine, (iii) quantifier les protéines, (iv) contrôler l’intégrité 

protéique, (v) comparer le contenu protéique de différents échantillons, (vi) analyser la taille et le nombre 

des sous-unités protéiques, (vii) et en seconde dimension pour établir des cartes 2D (177). La dénaturation 

des protéines entraîne la perte de leur activité enzymatique ce qui oblige parfois à avoir recours à 

l’électrophorèse de zone non dénaturante plus délicate à utiliser et presque toujours moins résolutive 

(177). 

3.2.1.3 Electrophorèse bidimensionnelle de protéines sur gel de polyacrylamide (2D –SDS-PAGE)  

L’électrophorèse bi dimensionnelle sur gel (2D-SDS-PAGE ou gel 2D) est la seule méthode actuellement 

disponible pour la séparation simultanée de milliers de protéines. Les protéines sont séparées suivant une 

première dimension en fonction de leur charge nette par focalisation isoélectrique (IEF) puis suivant une 

deuxième dimension en fonction de leur taille moléculaire par SDS-PAGE (Figure 12). Cette technique est 

appropriée à l’étude des protéines comprises entre 10 et 300 kDa avec un point isoélectrique compris entre 

4 et 10. Introduite dans les années 1970 (175), perfectionnée par O'Farrell en 1975 (178), cette technique 

permet aujourd’hui de résoudre jusqu’à 5000 protéines simultanément avec une grande reproductibilité 

(2000 protéines en routine) (178-180). Les limites de cette technique sont les mêmes qu’en IEF (181). Les 

protéines membranaires et basiques sont largement sous-représentées sur les gels 2D en raison de 

problèmes d’extraction et de solubilisation pour l’IEF (181). Aussi, en raison de la grande diversité des 

protéines, la résolution des gels 2D n’est pas toujours suffisante pour les séparer efficacement et la co-

migration de plusieurs protéines par spot n’est pas rare (182, 183). La gamme dynamique maximale 

visible sur gel 2D est de 104 au maximum. Or dans certains échantillons comme le sérum, la gamme 

dynamique peut atteindre 109 (181). Des méthodes de pré-fractionnement sont donc nécessaires afin de 

visualiser les protéines minoritaires. Cette technique permet cependant d’observer plusieurs milliers de 

protéines, certaines modifications post-traductionnelles ainsi que de grandes variations de masses visibles 

sur la deuxième dimension.  
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Figure 12 : Exemple d’une électrophorèse bidimensionnelle sur gel de protéines en conditions 
dénaturantes (2D-SDS-PAGE). 

 

3.2.2. Détection de protéines dans les gels de polyacrylamide 

Une fois l’électrophorèse effectuée, les différentes protéines présentes sur le gel sont révélées par 

coloration ou par fluorescence. Le choix du colorant ou de l’agent fluorescent utilisé va déterminer la 

sensibilité de la technique. Les colorants les plus communément utilisés sont répertoriés dans le Tableau 8 

avec les limites de détection et les gammes de linéarité correspondantes. 

• Le bleu de Coomassie : bien que peu sensible, il est parfaitement adapté pour les études 

comparatives du fait de sa réponse linéaire.  

• La coloration à l’argent : elle est 100 fois plus sensible que la coloration au bleu mais souvent au 

prix d’un grand nombre d’étapes et de réactifs parfois coûteux (184). Au-delà de certaines concentrations, 

la réponse devient non linéaire et des incompatibilités avec l’analyse par spectrométrie de masse MALDI 

et ESI ont été mises en évidence (185). 

• La coloration par fluorescence (coloration Sypro® ruby par exemple) : elle est à l’heure actuelle 

la technique la plus sensible avec la plus grande gamme de linéarité mais elle nécessite un scanner à 

fluorescence, équipement onéreux, pour obtenir une image de la répartition des protéines.  

D’autres types de colorations sont développés afin d’être plus sensibles et plus compatibles avec la 

spectrométrie de masse comme la coloration au ruthénium (176) ou des colorations modifiées à base 
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d’argent (186). L’électrophorèse peut être réalisée en conditions natives, il est alors très appréciable de 

révéler l’activité des enzymes grâce à des substrats colorés.  

La méthode d’analyse des gels colorés a évolué grâce aux progrès combinés de l’informatique et de 

l’analyse d’image. La première étape de l’analyse est la digitalisation des gels, c’est-à-dire la 

transformation de l’image expérimentale en une information numérique utilisable par ordinateur. L’image 

digitalisée est ensuite traitée avec divers logiciels. Dans le cadre de l’analyse protéomique, les 

informations pertinentes sont alors issues d’analyses différentielles obtenues par comparaison des gels 

entre eux. 

Au vu de toutes ces limitations, même si le gel 2D est encore largement utilisé, des techniques alternatives 

ont été développées éliminant l’étape d’IEF. En effet, même si l’IEF est à l’origine de la haute résolution 

du gel 2D notamment pour la séparation des variants post-traductionnels, elle est aussi la cause de la 

plupart des limitations du gel d’électrophorèse 2D. 

Tableau 8 : Principales méthodes de coloration des protéines après électrophorèse sur gel 
 (187). 

 

Méthodes de coloration Limite de détection (ng) 
Gamme de linéarité 

(ordres de grandeur) 

Bleu de Coomassie CBB-R 50 à 100 1 à 1,3 

Nitrate d’argent 1 2 

Sypro® Orange, Ruby (Fluorescence) 1 à 8 >3 

Deep purple ® (Fluorescence) <1 4 
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3.3. Techniques de spectrométrie de masse pour l’identification des protéines séparées par 

électrophorèse sur gel 

 

En biologie, l’étude des protéines passe par la détermination de leur séquence primaire en acides aminés. 

La dégradation d’Edman a longtemps été la méthode de choix pour la détermination des séquences 

d’acides aminés grâce au séquenceur automatique commercialisé en 1967 (188). Dès le début des années 

90, cette méthode a été supplantée par la spectrométrie de masse devenue actuellement la méthode la plus 

sensible de caractérisation des biomolécules (7, 189-191). La spectrométrie de masse moléculaire est 

aujourd’hui une technique de base pour l’identification et la caractérisation des biomolécules. Cet essor est 

venu du développement de deux nouvelles techniques d’ionisation dites « douces » par John Bennett Fenn 

et Toichi Tanaka (prix Nobel de Chimie 2002) en 1989. Ces techniques appelées respectivement 

ionisation par électronébulisation (ElectroSpray Ionisation ou ESI) et ionisation laser assistée par matrice 

(Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation ou MALDI) permettent d’amener en phase gazeuse et sous 

forme ionisée des biomolécules pour leur analyse en spectrométrie de masse (192, 193). Généralement, les 

protéines séparées par électrophorèse sur gel sont digérées par la trypsine avec une procédure maintenant 

bien établie (194). Les peptides sont ensuite analysés par les techniques de spectrométrie de masse 

MALDI-TOF MS et nanoLC-ESI-MS/MS pour l’identification de protéines. Ces techniques sont 

présentées dans le chapitre suivant. 

3.3.1. Spectrométrie de masse à ionisation MALDI  

3.3.1.1 Technique d’ionisation laser assistée par matrice (MALDI) 

La technique d’ionisation laser assistée par matrice (MALDI) a été développée à la fin des années 80 par 

Karas et Hillencamp (193) et, au même moment, par une équipe japonaise (195) pour l’analyse de 

peptides et de protéines. Cette technique consiste à irradier un dépôt cristallin contenant une matrice 

organique et l’échantillon à analyser avec un faisceau laser pulsé généralement dans l’UV. Les molécules 

d’analytes sont co-cristallisées avec la matrice sur un support en acier inoxydable, conducteur et 

chimiquement inerte vis à vis de l’échantillon. La matrice MALDI est une petite molécule capable 

d’absorber fortement les radiations UV (ou IR) du laser. Elle est choisie en fonction de la molécule à 

analyser et de la longueur d’onde du laser utilisé. Les matrices les plus couramment utilisées en 

protéomique sont l’acide α-cyano-4-hydroxycinnamique (α-CHCA) (analyse de peptides et petites 

protéines), l’acide sinapinique (analyse de protéines entières), l’acide 2,5-dihydrobenzoïque (DHB) 

(matrice polyvalente). Afin de faciliter l’ionisation des molécules d’analytes, la matrice est déposée en 

large excès par rapport à l’analyte (rapport de 100 : 1 à 10000 : 1). Les processus conduisant à l’ionisation 

ne sont pas, à l’heure actuelle, entièrement élucidés. Le faisceau laser va irradier sous vide le dépôt 
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cristallin. La matrice va alors fortement absorber l’énergie des photons pour se retrouver excitée puis 

ionisée. Elle va se dissocier et se sublimer, créant un plasma et entraînant les molécules d’analytes dans ce 

plasma (196). A ce niveau, un transfert de proton est réalisé, en phase gazeuse, de la matrice vers l’analyte 

créant des ions essentiellement monochargés (Figure 13) (197, 198). 

 

 

Figure 13 : Principe de l’ionisation MALDI 
 

3.3.1.2 Les analyseurs de type temps de vol (TOF) 

Les ions moléculaires générés sont généralement analysés par un analyseur de type temps de vol (TOF). 

Les ions sont d’abord accélérés dans la zone d’accélération par application d’un champ électrique intense 

pour atteindre une zone libre de champ (le tube de vol) où règne un vide poussé (2.10-7 mbar), puis le 

détecteur. Le rapport m/z est directement corrélé au temps de vol, les ions de m/z élevé arrivant plus 

tardivement au détecteur que ceux de faible m/z (Figure 14).  

Les premiers analyseurs TOF souffraient d’une mauvaise résolution jusqu’à ce que deux dispositifs aient 

été mis en place permettant d’atteindre une résolution de 20000 :  

•  L’extraction retardée (« Delayed extraction® ») (199, 200). L’utilisation d’une lentille 

supplémentaire permet d’appliquer pendant un bref délai suivant le tir laser un potentiel légèrement 

supérieur à celui de la cible s’opposant ainsi à la propagation des ions dans l’analyseur. La focalisation 

temporelle et spatiale est donc améliorée. 

•  Le réflecteur électrostatique (201). Le réflecteur est composé d’une série d’anneaux ou de grilles 

sur lesquels sont appliqués des potentiels croissants, agissant comme un miroir électrostatique. Le champ 

créé par ce miroir électrostatique va permettre de renvoyer les ions vers le détecteur « réflectron ». En 

fonction de l’énergie cinétique que possèdent les ions, ils évoluent plus ou moins profondément dans le 

réflecteur. Au final, les ions de même masse nominale m/z sont refocalisés et arriveront au même moment 

au détecteur ce qui a pour conséquence d’améliorer la résolution de séparation. 
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La Figure 14 rassemble l’ensemble de ces dispositifs pour illustrer le principe de fonctionnement d’un 

spectromètre de masse de type MALDI-TOF. 

 
 

Figure 14 : Schéma représentant le principe de fonctionnement d’un MALDI-TOF avec un 
réflecteur électrostatique et un système d’extraction retardée. 

 

3.3.1.3 Expérience de fragmentation en mode « Post Source Decay » 

Des expériences de fragmentation peuvent être effectuées en spectrométrie de masse MALDI en mode « 

Post Source Decay ». Le processus de dégradation des ions dans le tube de vol, zone libre de champ, est 

désigné par le terme PSD pour Post Source Decay (202). Les principaux mécanismes d’activation à 

l’origine de ce phénomène sont essentiellement : 

- la dégradation métastable d’ions ayant accumulé beaucoup d’énergie interne sur la cible ou par collisions 

multiples dans la source, 

- la dissociation induite par collisions dans l’analyseur. 

La nature de la matrice semble jouer un rôle important dans le processus PSD. Une matrice de faible 

affinité protonique (comme α-CHCA) est une matrice énergétique qui favorise la dégradation de 

l’échantillon après ionisation et est donc appropriée à l’analyse en PSD. Pour les analyses en PSD, le 

réflecteur est utilisé en tant que filtre en énergie cinétique. Les fragments les plus légers sont réfléchis plus 

rapidement et ont un temps de vol plus court que les fragments plus lourds. Cependant, le réflecteur n’est 

capable d’analyser les ions fragments avec une résolution correcte que sur une certaine gamme d’énergie. 

Aussi, un spectre complet des ions fragments sur toute la gamme de m/z doit être acquis en plusieurs 

étapes durant lesquelles les potentiels appliqués dans le réflecteur sont progressivement diminués. 
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Finalement, toutes les acquisitions sont juxtaposées pour reconstituer le spectre d’ions fragments complet : 

le spectre PSD est un spectre recomposé. Par ailleurs, l’étalonnage des spectres PSD n’est pas aussi facile 

que dans le cas des spectres MALDI-TOF classiques. Il n’y a pas de relation simple entre le temps de vol 

et la masse des ions fragments : de nombreux paramètres instrumentaux sont à prendre en considération. 

Par conséquent, malgré de récents progrès dans le domaine (203), l’analyse PSD présente l’inconvénient 

majeur d’être longue et fastidieuse à mettre en oeuvre. Peu sensible (au moins 10 picomoles d’échantillon 

sont nécessaires), elle offre, de plus, une résolution très limitée (100 à 500 sur une gamme de 1000 m/z). 

L’apparition d’une nouvelle génération d’instruments appelés TOF-TOF permet de simplifier les 

expériences MS/MS avec une source MALDI tout en conservant une bonne qualité d’analyse. 

Actuellement, de plus en plus de constructeurs développent des appareils hybrides comme le MALDI-Q-

TOF pour accéder à la séquence des peptides ionisés. 

 

3.3.1.4 Performances de la technique MALDI-TOF MS 

La technique MALDI-TOF MS permet de travailler sur une grande gamme de masse (en théorie illimitée, 

en pratique jusqu’à environ 500 kDa) avec une bonne précision de mesure (10-20 ppm), une bonne 

résolution (plus de 10000 en général), une bonne sensibilité (détection de quantité sub femtomolaires), une 

mise en oeuvre assez simple et rapide et une relative tolérance vis à vis des sels et détergents couramment 

utilisés en biologie (204). La qualité des spectres obtenus va dépendre de plusieurs facteurs liés à la 

préparation de l’échantillon comme le choix de la matrice, le choix de la méthode de dépôt pour la co-

cristallisation de la matrice et de l’analyte (méthode de la goutte séchée, méthode en sandwich). C’est 

aujourd’hui un instrument de choix pour les mesures de masses précises des peptides tryptiques en analyse 

protéomique. 
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3.3.2. Spectrométrie de masse à ionisation électrospray et couplages associés  

Dans l’approche traditionnelle, les peptides sont produits par digestion tryptique dans le gel après 

électrophorèse. Dans le cas où l’analyse en MALDI TOF MS échoue, la nanochromatographie liquide 

haute performance (nanoHPLC) couplée à l’électrospray MS est utilisée pour l’analyse des peptides et 

l’identification de la protéine dont ils sont issus. 

3.3.2.1. Instrumentation et principe de l’électrospray MS 

Le phénomène d’ionisation par électrospray a été décrit par les travaux de Dole en 1968 (205), mais ce 

n’est que dans les années 80 que cette technique d’ionisation est couplée à un analyseur quadripolaire pour 

l’analyse de protéines (206, 207). En raison de sa particularité à former des ions multichargés, l’ESI-MS a 

permis l’analyse de molécules de plus en plus lourdes et complexes avec une précision de mesure en 

masse remarquable (0,01%). Par ailleurs, la formation d’ions à pression atmosphérique dans la source ES 

a autorisé son couplage à la chromatographie en phase liquide (LC-MS). Le principe général du 

spectromètre de masse à ionisation électrospray est schématisé en Figure 15 et détaillé dans le paragraphe 

suivant. 

 

Figure 15 : Schéma de principe du spectromètre de masse à ionisation électrospray 
 

La source électrospray est constituée d’un capillaire métallique maintenu sous haute tension face à une 

contre électrode située à quelques centimètres et reliée à la masse. Dans ce type de source, des ions 

désolvatés sont produits en phase gazeuse par électronébulisation de l’échantillon liquide sous l’effet d’un 

champ électrique intense à pression atmosphérique. Le processus d’ionisation électrospray va s’opérer en 

plusieurs étapes (208-210). L’application d’une haute tension sur le capillaire métallique va charger les 

gouttelettes de l’aérosol. Le solvant contenu dans les gouttelettes chargées va progressivement s’évaporer 

en entraînant une diminution de la taille des gouttelettes. La densité de charge de la gouttelette va 
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augmenter jusqu’à ce que les forces de répulsion (coulombiennes) provoquent l’explosion de la 

gouttelette. Les gouttelettes filles formées vont à leur tour subir le même processus sur plusieurs 

générations jusqu’à donner des ions complètement désolvatés finalement émis en phase gazeuse. Les ions 

sont ensuite transmis entre la source d’ions à pression atmosphérique et le spectromètre de masse sous 

vide poussé (2,5 à 3.10-8 bar) par une interface. Les ions vont être dirigés vers l’analyseur du spectromètre 

de masse sous l’action combinée de champs électriques et de gradients de pression pour une séparation 

fonction de leur rapport m/z. L’analyseur a pour rôle de séparer les ions selon le rapport masse sur charge 

(m/z). Plusieurs types d’analyseurs compatibles avec le mode d’ionisation électrospray sont 

commercialisés et le choix de l’analyseur de masse utilisé va s’effectuer selon sa résolution, sa précision 

de mesure de masse, sa gamme de masse, sa sensibilité et sa capacité à faire de la spectrométrie de masse 

en tandem, MS/MS. Quatre types d’analyseurs sont couramment utilisés en analyse protéomique :  

- les trappes ioniques (IT) (211),  

- les temps de vol (TOF) (212),  

- les quadripôles (Q) (207),  

- les analyseurs de résonance cyclotronique des ions à transformée de Fourier (FT-ICR) (213). Ces 

différents analyseurs sont utilisés soit seuls, soit assemblés pour créer des analyseurs hybrides de type Q-

TOF pour les plus courants bénéficiant des points forts de chacun des analyseurs assemblés.  

Le spectromètre de masse Q-TOF est un instrument hybride composé de trois analyseurs quadripolaires 

(Q0, Q1, Q2) en série avec un analyseur à temps de vol (TOF) orienté perpendiculairement (Figure 16). Le 

couplage entre le mode d’ionisation électrospray et l’analyseur TOF nécessite une injection orthogonale 

pulsée des ions provenant du quadrupole dans l’analyseur TOF. Le faisceau d’ions issu des quadripôles 

entre par un orifice dans l’accélérateur d’ions de l’analyseur TOF. Un champ électrique pulsé est ensuite 

activé dans l’accélérateur pour commencer la mesure du temps de vol. Ce champ électrique repousse les 

ions perpendiculairement au faisceau d’ions, vers le tube de vol. Ils ont alors une vitesse inversement 

proportionnelle à la racine carrée de leur ratio m/z : V α (m/z)-1/2. A mi-chemin, un miroir ionique renvoie 

les ions vers un détecteur, appelé MCP (Microchannel Plate ou plateaux à micro-canaux). L’arrivée de 

chaque ion est ainsi convertie en signal numérique. En partant du principe que les ions de grandes masses 

traversent le tube de vol plus lentement que les petits ions, le TOF, après calibration, peut mesurer de 

façon très précise la masse de chaque ion en enregistrant le temps mis entre le moment du « pulse » et 

l’arrivée au détecteur. 
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Figure 16 : Schéma d’un spectromètre de masse hybride de type Q-TOF : le Q STAR® XL (Applied 

Biosystems). 
 

3.3.2.2. Spectrométrie de masse en tandem en ESI Q-TOF  

 3.3.2.2.1 Fonctionnement en mode MS/MS (spectrométrie de masse en tandem) 

En mode MS/MS, le spectromètre de masse Q-TOF est utilisé pour étudier la fragmentation des ions par 

décomposition induite par collision (CID). Plusieurs modes de balayage existent, le mode « détection 

d’ions parents », le mode « perte de neutre » et le mode « détection d’ions fils » (ou « product ion scan »). 

Ce dernier mode consiste à sélectionner un « ion parent » dans Q1, à le fragmenter dans Q2 et à analyser 

les « ions fils » dans le TOF. On parle de MS/MS classique (Figure 17). Le quadripôle Q0 stabilise le 

faisceau d’ions et le transmet au quadripôle Q1, où l’ion parent est sélectionné puis fragmenté en présence 

de gaz (Ar, He, N2…) dans la cellule de collision Q2. En sortie de chaque quadripôle, des lentilles ioniques 

sont présentes pour faciliter l’extraction et la refocalisation des ions. Les ions sont ainsi transmis au TOF, 

fonctionnant comme analyseur de masse, pour obtenir un spectre de masse d’ions fragmentés issus de 

l’ion parent sélectionné dans Q1. L’étude de ces fragments permet de déterminer la nature de l’ion 

fragmenté, dans le cas d’un peptide et sa séquence. Les principaux avantages du TOF dans cette 

configuration sont le travail sur une gamme de m/z en théorie illimitée et un gain en sensibilité et en 

résolution qui permet d’avoir une information sur la composition atomique des ions détectés avant et après 

fragmentation beaucoup plus précise.  
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Figure 17 : Mode de balayage « détection d’ions fils » en spectrométrie MS/MS  
 

 3.3.2.2.2 Règles de fragmentation en spectrométrie de masse MS/MS 

L’identification des séquences peptidiques à partir de l’interprétation des spectres MS/MS est souvent très 

complexe et nécessite une connaissance des mécanismes de fragmentation des peptides en phase gazeuse. 

Les spectres MS/MS obtenus sur des analyseurs de type Q-TOF mettent en jeu des collisions de basse 

énergie avec des molécules de gaz non chargées. On parle de CID pour Collision Induced Dissociation. La 

fragmentation des peptides se fait essentiellement au niveau de la liaison peptidique. Une nomenclature de 

fragmentation peptidique introduite par Roepstorff et Fohlmann et complétée et simplifiée par Biemann 

fait aujourd’hui référence (Figure 18) (214, 215). 

 

 

Figure 18 : Nomenclature de la fragmentation peptidique en spectrométrie de masse. 
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Deux types d’ions sont observés : 

• Les ions pour lesquels la charge positive est portée par la partie contenant l’acide aminé N-

terminal : les ions des séries a, b et c. 

• Les ions pour lesquels la charge positive est portée par la partie contenant l’acide aminé C-

terminal : les ions des séries x, y et z. 

Les ions obtenus par fragmentation des chaînes latérales (ions des séries d-, v- et w-) n’apparaissent que 

lors d’autres fragmentations non présentées ici. 

Les spectres de fragmentations peptidiques à basse énergie donnent majoritairement des ions des séries b- 

et y-. Les différences de masse entre des ions consécutifs d’une même série permettent de déterminer 

l’identité des acides aminés consécutifs et donc de déduire la séquence partielle ou totale du peptide. Il 

existe cependant des ambiguïtés lors de l’interprétation des spectres de fragmentation : il est en effet 

difficile de distinguer les acides aminés isobares leucine et isoleucine ou encore les acides aminés de 

masses très proches comme la lysine et la glutamine (ΔM = 0,036 Da). Des fragments internes, appelés 

ions immoniums, peuvent aider à l’interprétation des spectres MS/MS en confirmant la présence de 

certains acides aminés dans la séquence. Ces fragments internes ne contiennent qu’une seule chaîne 

latérale suite à la combinaison de fragmentations de type a- et de type y-. Dans le cas particulier des 

peptides issus de la digestion tryptique, l’interprétation des spectres de fragmentation est plus simple et 

permet d’obtenir un meilleur recouvrement des séquences primaires. Les fragments sont porteurs d’une 

charge permanente, apportée par la lysine ou l’arginine en position C-terminale, qui a pour effet de 

favoriser la détection des fragments de type y. 

 

3.3.2.3. Le couplage NanoHPLC ESI-MS/MS  

Le couplage de la séparation chromatographique et de la détection ESI-MS a été effectué dans le but de 

séparer des mélanges peptidiques de plus en plus complexes et d’obtenir un maximum d’informations de 

séquences en acides aminés (216). Les développements en chromatographie avec la miniaturisation des 

colonnes et en spectrométrie de masse avec la miniaturisation de la source électrospray ont permis le 

couplage nanoLC-MS/MS qui est aujourd’hui un des instruments de base de l’analyse protéomique par 

spectrométrie de masse (217). 

 

3.3.2.3.1. NanoHPLC des peptides et adaptation des systèmes chromatographiques. 

La nanochromatographie liquide à haute performance (nanoHPLC) de phase inverse (RP : Reversed 

phase) est issue de l’expérience acquise avec les techniques micro/cap HPLC classiques. La phase mobile 

du système chromatographique devant être compatible avec le phénomène d’ionisation électrospray, les 
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peptides sont élués par un gradient eau/acétonitrile par ordre croissant d’hydrophobicité. Une étape de 

préconcentration en ligne peut être rajoutée comme l’ont préconisée Giusti et al pour l’analyse de 

composés minoritaires (218). Le principe consiste à injecter un volume 100 à 1000 fois supérieur à celui 

considéré optimal en nanoHPLC, avec un débit de plusieurs µL.min-1 en direction d’une cartouche de 

préconcentration de diamètre capillaire (300 µm) remplie de la même phase que la nanocolonne (Figure 

19). Cette étape permet de préconcentrer et de purifier l’échantillon des sels et matrice non retenus sur la 

cartouche. Cette purification en ligne est un atout majeur pour une détection en ESI-MS des analytes (219) 

dont l’ionisation peut être supprimée par les sels et la matrice de l’échantillon.  

 

3.3.2.3.2. Miniaturisation de la source électrospray : la source nanospray 

La miniaturisation des sources électrospray (ES) conventionnelles a permis de réduire le débit 

d’échantillon délivré au niveau de la source. En 1994, Emmet et Caprioli ont développé un dispositif 

micro-électrospray permettant de travailler à des débits inférieurs à 1 μL/min (220), puis Wilm et Mann en 

1996 introduisent la source nano-électrospray ou nanoES délivrant un débit de quelques centaines de 

nL/min. (221). La source nanoES permet d’accroître la sensibilité de la mesure grâce à une taille de 

gouttelettes plus petite (environ 200 nm de diamètre) avec un rendement d’ionisation/désorption des 

analytes favorisé (222). Une plus grande tolérance aux contaminations par les sels de solutions 

tamponnées est également observée, et contrairement à l’ESI, la nanoESI ne requiert plus d’assistance 

pneumatique contribuant à la désolvatation de l’analyte. Les diverses applications du nanospray, 

notamment pour l’analyse protéomique montrent aujourd’hui l’importance d’un tel dispositif. 

Des expériences de fragmentation en ligne des peptides élués (spectrométrie de masse en tandem 

communément abrégée LC-ESI-MS/MS) vont alors fournir des informations de séquence permettant 

d’augmenter considérablement la spécificité et la qualité des identifications. Lors d’analyses nanoLC-ESI-

MS/MS, la sélection des ions parents pour la fragmentation peut se faire automatiquement, après que 

l’utilisateur ait défini la valeur seuil à partir de laquelle il y a fragmentation, ou manuellement en rentrant 

la masse des ions devant être fragmentés. La valeur seuil doit être finement optimisée. Lorsque ce seuil est 

placé trop bas, les ions parents sont sélectionnés dès qu’ils dépassent le seuil ce qui ne correspond pas 

forcément à leur maximum d’intensité. Ce n’est donc pas à ce moment que leur fragmentation sera la plus 

informative. En revanche, lorsque le seuil de sélection est placé trop haut, le risque de perdre des 

informations sur des ions minoritaires est important. Pour cela une seconde analyse identique à la 

première doit être réalisée, mais en fixant dans la méthode la masse des ions, détectés dans la première 

acquisition en mode MS, que l’on souhaite fragmenter dans la seconde en mode MS/MS. On préfèrera 
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également sélectionner les ions doublement et triplement chargés qui fragmentent mieux que les ions 

monochargés (223). 

La nanoLC ne peut pas être utilisée seule, sans autre technique de séparation en amont, si l’échantillon est 

trop complexe. En effet, un extrait protéique contient plusieurs milliers de protéines d’où des centaines de 

milliers de peptides tryptiques qui ne pourront pas être séparés efficacement sur nano-colonnes. Cette 

technique sera donc couplée en amont à une autre technique séparative, généralement le gel 2D. D’autres 

alternatives peuvent être envisagées, comme la chromatographie multidimensionnelle ou le couplage gel 

SDS/nano-LC, méthodes développées afin de s’affranchir des limites liées aux gels 2D. Même si elle 

correspond à un gain de résolution significatif, la nanoLC-ESI-MS/MS se trouve limitée par le nombre de 

pics effectivement séparés sur la nano-colonne de phase inverse. Cette limite a conduit au développement 

de différentes approches utilisant des chromatographies bi- ou multi-dimensionnelles.  

Du fait de la bonne sensibilité de détection jusqu’à quelques femtomoles de matériel du couplage nanoLC-

MS/MS, cette approche est devenue indispensable à l’électrophorèse pour l’identification des protéines. 
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Figure 19 : Dispositif instrumental pour séparation en nanoHPLC avec préconcentration en ligne 
avant analyse ESI-MS/MS. 
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3.4. Approches d’identification des protéines 

L’ensemble des stratégies de recherche disponibles actuellement pour l’identification automatique des 

protéines avec des données de spectrométrie de masse en tandem a été compilé récemment par Hernandez 

et al (224).  

3.4.1. Les banques de données  

Tous les types de banques de séquences peuvent théoriquement être utilisés, des banques de séquences 

protéiques mais aussi des banques d’ESTs (Expressed Sequence Tag) et des banques génomiques (225, 

226). Les analyses protéomiques utilisent majoritairement les banques protéiques. Les banques protéiques 

les plus utilisées sont les banques de séquences « corrigées » pour lesquelles un travail de nettoyage, de 

tri, de documentation et d’annotation a été réalisé par des experts. Ces banques sont nombreuses, les plus 

connues sont la banque Entrez Protein du National Center for Biotechnology information, NCBInr et les 

banques du consortium UniProt. La banque Entrez Protein est volumineuse et redondante mais elle 

présente l’avantage d’être relativement complète. Elle est accessible sur le site du NCBI : 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gquery/gquery.fcgi. Le consortium UniProt centralise les banques SwissProt, 

TrEMBL et PIR-P (227-230). Ces banques sont accessibles sur le site http://www.expasy.uniprot.org/. La 

banque PIR-PSD (Protein Information Resource Protein Sequence Database) est organisée selon une 

classification par familles et super-familles de protéines. Cette banque contient des annotations 

fonctionnelles, structurales, bibliographiques (liens vers PubMed, …) et génétiques 

(http://pir.georgetown.edu/). La banque Swiss-Prot, également appelée UniProtKB/Swiss-Prot est la 

banque de séquences protéiques la moins redondante et la mieux annotée. Un soin particulier est apporté 

pour indiquer la nature, expérimentale ou bioinformatique, des informations fonctionnelles, ainsi que le 

niveau de confiance qui est accordé à ces informations (231).  Le 21 août 2007, la banque 

UniProtKB/Swiss-Prot contenait 277883 entrées (http://us.expasy.org/sprot/relnotes/relstat.html). La 

banque TrEMBL (Translation from EMBL) ou UniProtKB/TrEMBL contient les séquences annotées in 

silico d’après la traduction de l’ensemble des séquences codantes des banques nucléotidiques 

GenBank/EMBL/DDBJ hormis celles déjà présentes dans Swiss- Prot (232) 

(http://www.ebi.ac.uk/trembl/). Le 21 août 2007, la banque UniProtKB/TrEMBL contenait 4754787 

séquences (http://www.ebi.ac.uk/swissprot/sptr_stats/index.html). Pour certains organismes modèles, les 

banques protéiques sont vérifiées et annotées par des experts comme la banque SwissProt. Par contre, 

lorsqu’il s’agit d’identifier des protéines d’organismes autres que la petite poignée d’organismes modèles, 

la qualité des protéomes présents dans la banque est très variable selon les organismes. Il est donc 

important de consulter les informations relatives aux différentes banques de données avant de les utiliser 

pour en connaître notamment le nombre d’entrées concernant l’organisme étudié, la façon dont ces entrées 
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ont été générées (par simple prédiction automatique ou si une annotation manuelle a été réalisée) et quel 

est l’état d’avancement du séquençage du génome, … 

 

3.4.2. Cartographie des digestats peptidiques sur la base de la masse exacte (PMF et PFF) 

La méthode de l’empreinte peptidique massique (« Peptide Mass Fingerprinting » ou PMF) est une 

stratégie d’identification des protéines décrite depuis 1993 par plusieurs équipes de recherche (233-237). 

En règle générale, les protéines sont séparées par électrophorèse 2D et digérées dans le gel par la trypsine. 

Les peptides sont extraits du gel puis analysés par MALDI-TOF-MS où la masse des peptides générés est 

mesurée. Grâce à un outil informatique appelé moteur de recherche, cette liste de masse est comparée aux 

listes de masses théoriques obtenues par digestion in silico des protéines présentes dans les banques de 

données (Figure 20). L’interrogation des banques de données est facilitée par l’utilisation de programmes 

de recherche par PMF dont Mascot (238) est le plus connu. 

 
 

Figure 20 : Illustration de la stratégie d’identification des protéines par empreinte peptidique 
massique. 
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L’identification des protéines va se faire en fonction du nombre de masses peptidiques qui correspondent à 

la protéine, du pourcentage de recouvrement de la séquence protéique (ou plus précisément le nombre de 

peptides identifiés), de la comparaison entre le pI et le poids moléculaire théorique de la protéine 

identifiée à sa position sur le gel lors d’analyses de spots de gel 2D et enfin la précision de mesure des 

différentes masses peptidiques (239, 240). Ces critères de validité sont inclus dans les directives de 

publication de bonnes données de protéomique (241). Une protéine est identifiée par empreinte peptidique 

massique lorsque le pourcentage de recouvrement dépasse 30% (ou 7 peptides) avec une précision en 

masse meilleure que 50 ppm. 

La dénomination Peptide Fragmentation Fingerprinting a été introduite par Blueggel et al en 2004 par 

analogie avec la dénomination PMF (242). Cette approche va identifier les protéines par comparaison des 

spectres MS/MS expérimentaux et des spectres MS/MS générés à partir de l’ensemble des peptides 

tryptiques issus de la digestion in silico des protéines contenues dans les banques de données. Toute une 

série d’algorithmes sont utilisés pour effectuer cette comparaison, comme l’algorithme de Mascot (224, 

238). L’algorithme de Mascot compare la liste de masses expérimentales des fragments obtenus aux listes 

de masses des fragments MS/MS calculées à partir des peptides présents dans la banque de données.  

L’identification des protéines par cette stratégie peut toutefois échouer en raison de nombreuses 

limitations : 

- Les échantillons trop complexes vont donner lieu à des superpositions d’empreintes 

peptidiques difficiles à interpréter et qui vont rendre les identifications rapidement impossibles (243). 

- Les protéines de faible poids moléculaire ou faiblement abondantes vont générer après 

digestion un nombre de peptides peut être insuffisant à une identification de qualité des protéines. 

- La précision des mesures de masse doit être très élevée pour limiter les identifications de faux 

positifs. 

- Avec la croissance exponentielle de la taille des banques de données, la spécificité du PMF est 

de plus en plus limitée, les identifications par empreinte peptidique massique de plus en plus difficiles à 

valider, et l’identification de faux positifs de plus en plus probable (244). En effet, plusieurs compositions 

en acides aminés peuvent avoir des masses égales et si on ne dispose que de la masse du peptide, rien ne 

permettra de valider l’une ou l’autre des séquences. En augmentant le nombre de séquences dans les 

banques, le nombre de masses théoriques augmente et donc également le nombre de masses redondantes. 

Une solution à ces limites est l’utilisation d’instruments à très haute résolution du type MALDI-FT ICR 

MS générant des mesures de masse très précises (≈1-2ppm) et permettant ainsi d’améliorer 

considérablement la qualité et la spécificité des identifications par PMF (204). Néanmoins, les instruments 

de type FT-ICR n’étant pas très répandus dans les laboratoires de protéomique, dans bien des cas, le 
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recours à la spécificité apportée par les informations de séquence obtenues par des analyses MS/MS est 

nécessaire (245). 

Dans le cas où le génome de l’organisme étudié n’est pas séquencé, les différentes protéines ne seront 

pas disponibles dans les banques de données. Dans ce cas, le recours à la spectrométrie de masse en 

tandem s’impose afin d’obtenir des informations sur la séquence en acides aminés des peptides. 

3.4.3. L’approche Peptide Sequence Tag  

L’approche «Peptide Sequence Tag» repose sur le fait que les spectres MS/MS contiennent toujours au 

moins un fragment de séquence du peptide, aussi appelé « tag » (246). En plus de ce tag, cette approche 

utilise également les masses m1 et m2 définies comme les distances entre le tag de séquence déterminé et 

les extrémités du peptide. A partir de ces 3 informations, fragment de séquence et les masses m1 et m2, 

l’identification de la protéine va être déterminée par recherche dans les banques de données. En 1994, un 

Peptide Sequence Tag de 2-3 acides aminés était suffisant pour identifier un peptide unique dans 

SwissProt mais en 2004, on estime qu’une séquence de moins de 7 acides aminés n’est plus suffisante 

pour identifier un peptide unique (245). Ces stratégies ne sont adaptées que pour l’identification de 

protéines présentes dans les banques de données. Une stratégie alternative utilisant le séquençage de 

novo des peptides fragmentés en MS/MS est utilisée pour l’interprétation des données provenant 

d’organismes non séquencés. 

3.4.4. Les approches par séquençage de novo 

Dans les cas où l’on étudie des protéines issues d’organismes non séquencés et que les différentes 

protéines ne se trouvent pas dans les différentes banques protéiques, l’approche par séquençage de novo 

s’avère indispensable. Cette approche consiste à reconstituer la séquence en acides aminés d’un peptide à 

partir de son spectre de fragmentation issu de l’analyse par spectrométrie de masse en tandem. Très 

souvent réalisé « à la main » sur la base des règles de fragmentation des peptides ou assisté par un logiciel 

adapté, le séquençage de novo nécessite des spectres MS/MS de très bonne qualité. A partir de chaque 

spectre MS/MS, une séquence en acides aminés sera déduite, partielle ou complète, et pourra servir à des 

recherches dans les banques de données par homologie de séquence et non plus par homologie de masse. 

Des logiciels de recherche par alignement de séquence sont utilisés et disponibles sur le serveur du site 

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/.  
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4 : Analyse des protéines séléniées par électrophorèse sur gel 

L’utilisation de techniques résolutives comme l’électrophorèse sur gel pour l’étude de protéines contenant 

du sélénium est récente. Ces protéines contiennent du sélénium incorporé par liaison covalente et peuvent 

donc être séparées par des électrophorèses classiques de type 1D SDS-PAGE ou gel 2D SDS-PAGE 

présentées plus haut. Ce paragraphe présente l’état de l’art des sélénoprotéines séparées par électrophorèse 

sur gel et caractérisées par les méthodes de spectrométrie de masse moléculaires. 

  

4.1. Caractérisation des protéines séléniées sur gel par spectrométries de masse MALDI et ESI  

Les techniques MALDI MS ou ESI-MS sont utilisées pour la recherche de sélénopeptides dans les 

digestats enzymatiques de sélénoprotéines séparées sur gel. Cette stratégie est limitée par l’étape 

d’extraction des peptides séléniés du gel qui présente des rendements aléatoires selon les protéines 

digérées et les solvants d’extraction utilisés, mais aussi par le fait que le sélénium est sensible à 

l’oxydation et peut être perdu par la protéine sous forme d’acide sélénique. Une étape de stabilisation du 

sélénium sur la protéine est généralement nécessaire pour éviter cette perte. Dans ce but, des procédures 

de carboxyméthylation de la sélénocystéine ont été proposées (247, 248) mais cet agent de dérivation peut 

réagir avec d’autres acides aminés (sélénométhionines, méthionines, cystéine…). Le seul travail issu 

d’une telle approche est celui de Qiu et al (249). Leurs travaux ont concerné l’identification de cibles 

protéiques d’un analgésique. Après administration de l’analgésique marqué radioactivement à une souris, 

les auteurs ont effectué un extrait protéique suivi d’un gel 2D et d’une autoradiographie des cibles de 

l’analgésique. Ces protéines cibles ont ensuite été digérées dans le gel et les digestats extraits et analysés 

en MALDI TOF MS. L’une de ces protéines présente dans son spectre MALDI MS un peptide avec un 

profil isotopique caractéristique du sélénium. Une analyse PSD de ce peptide a permis, malgré la 

mauvaise qualité du spectre MS/MS (Figure 21), de montrer la présence d’une sélénocystéine dans la 

séquence du peptide. L’identité de la protéine, sélénoprotéine glutathion peroxydase, a été retrouvée par 

empreinte peptidique classique et soumission des masses obtenues aux banques de données, comme 

classiquement effectué en protéomique. Cet exemple constitue le seul exemple de sélénoprotéines 

identifiées par spectrométrie de masse à partir d’un gel d’électrophorèse. 
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Figure 21 : Spectre PSD du sélénopeptide de la glutathion peroxydase.  
L’encart au centre du spectre correspond au profil isotopique de l’ion parent (249). 

 

Les analyses réalisées par MALDI TOF MS et en nanoESI-MS/MS sur des sélénoprotéines (PHGPx, 

sélénoprotéine P, thioredoxine réductase …) purifiées et digérées en solution montrent pourtant la 

faisabilité et l’utilité de ces techniques pour l’identification des sélénoprotéines (125, 250). Ma et al ont 

étudié la stabilité in vitro des résidus sélénocystéyls de la sélénoprotéine P et de la glutathion peroxydase 

en MALDI MS et nanoESI-MS/MS. Sans protection de la sélénocystéine par carboxyméthylation, les 

sélénopeptides de SelP et de la GPx s’oxydent et perdent le sélénium protéique avec conversion de la 

sélénocystéine en déhydroalanine (248). Grâce à une approche similaire, Fu et al. ont apporté la preuve 

expérimentale de l’existence de sélénoprotéine chez les plantes. Ils ont en effet mis en évidence une 

sélénoprotéine homologue à la glutathion peroxydase, appelée CrGPx, chez Chlamydomonas reinhardtii. 

Après clonage, et purification de CrGPx, la digestion in solution de CrGPx suivie de l’analyse des 

peptides protéolytiques en MALDI Qq TOF MS a confirmé la présence d’une sélénocystéine à la position 

prédite. Les analyses MALDI TOF MS et LC ESI-MS/MS ont également été utilisées pour déterminer, 

dans le cadre de 2 études, la présence de ponts Se-S entre sélénocystéines et cystéines et leur position dans 

la séquence de la sélénoprotéine P.  
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L’identification de sélénoprotéines après électrophorèse sur gel par spectrométrie de masse est difficile 

sans détection au préalable des sélénoprotéines dans le gel. Le chapitre suivant présente les techniques 

employées pour cibler spécifiquement ces protéines avant leur identification. 

 

4.2. Détection de protéines séléniées dans des gels d’électrophorèse  

Les méthodes traditionnelles pour la détection des protéines dans les gels impliquent l’utilisation de 

colorants. Cette technique ne renseigne bien évidemment pas sur le contenu en sélénium des protéines 

séparées. Des méthodes de détection spécifique du sélénium avec des limites de détection extrêmement 

basses sont nécessaires pour rechercher les sélénoprotéines dans un gel d’électrophorèse (251). Les 

sélénoprotéines sont en effet peu abondantes dans les organismes ce qui se reflète sur le gel par un faible 

pourcentage de sélénoprotéines. Ce chapitre est consacré aux différentes méthodes analytiques visant à 

détecter des protéines contenant du sélénium dans un gel après électrophorèse. 

 

4.2.1. Détection sur gel après marquage des protéines au traceur isotopique 75Se 

L’une des méthodes des plus sensibles et spécifiques est l’utilisation d’un traceur isotopique suivi d’une 

autoradiographie des protéines séparées sur gel. Le radiotraceur 75Se est un radioélément bien adapté aux 

expériences de traçage en raison de son temps de demi-vie de 120 jours et de son émission de rayons 

gamma dans une gamme d’énergie de 121 à 400 keV. Il est administré in vitro ou in vivo pour son 

incorporation dans les protéines séléniées ou sélénoprotéines. Après séparation en électrophorèse sur gel, 

la distribution du traceur peut être détectée et quantifiée par autoradiographie avec l’obtention d’un 

autoradiogramme, image de la distribution de la radioactivité présente dans un gel suite à l’exposition 

d’un écran thermoluminescent ou d’un film photographique au gel. L’utilisation d’un compteur à 

scintillation peut être également envisagée mais elle nécessite de découper le gel en fins morceaux et de 

remettre en solution les protéines marquées radioactivement. Bien que ces méthodes ne soient ni 

applicables aux échantillons humains (252), ni aux études environnementales (251), les travaux de Chen, 

Behne, et Chery montrent le potentiel de cette technique spécifique et sensible avec une excellente limite 

de détection sous le femtogramme (253-255). Ainsi, Behne et al ont détecté plus de 20 sélénoprotéines ou 

sous-unités protéiques dans différents tissus de rat alors que Chen a mis en évidence pour la première fois 

la présence de sélénoprotéine P dans le plasma et le foie de rat (254-256). Chery et al ont étudié 

l’incorporation du 75Se dans les protéines de levure par autoradiographie d’un gel bi-dimensionnel (257). 

Plus récemment, Bukalis et al (258) ont mis en évidence une trentaine de protéines séléniées dans les 

cellules de poumons et de trachée humaines par cette méthode. Enfin, Qu et al ont administré du 75Se à des 

rats et ont mis en évidence 8 protéines contenant du sélénium sur gel par comptage à scintillations (259). 
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L’avantage de cette méthode est sa haute sensibilité de détection, plus élevée que celle obtenue en 

autoradiographie, et ce au détriment de la bonne résolution du gel. Malgré le potentiel de cette technique, 

les inconvénients dus au risque de contamination, aux problèmes posés par le traitement des déchets 

radioactifs et l’utilisation d’équipement nucléaire empêche une utilisation plus large de ces techniques. 

Ces analyses ne peuvent être pratiquées que dans un laboratoire dûment accrédité avec du personnel 

compétent et du matériel pour la radioprotection. Ainsi, malgré les limites de détection basses, d’autres 

méthodes de détection de sélénoprotéines ont du être envisagées pour répondre aux limitations inhérentes 

à l’utilisation de radioisotopes.  

  

4.2.2. Détection élémentaire « off-line » (après découpage des gels)  

Les techniques de détection présentées dans ce paragraphe nécessitent de découper le gel suivant la 

visualisation des protéines par coloration pour effectuer l’analyse. Ces procédures sont relativement 

longues et les étapes de préparation de l’échantillon (découpage, digestion) peuvent compromettre 

l’analyse du point de vue résolution ou contamination. Les principes de ces techniques et les rares 

applications pour la détection de protéines contenant du sélénium sont présentés ci-dessous.  

 

4.2.2.1. Analyses par activation neutronique 

Cette technique d’analyse par activation neutronique (« neutron activation analysis »en anglais, ou 

N.A.A.) est une méthode directe de marquage radioactif des protéines. Après séparation des protéines en 

électrophorèse sur gel, les morceaux de gel contenant des protéines (visualisation par coloration) sont 

découpés et irradiés par un flux de neutrons dans un réacteur nucléaire. L’irradiation va créer des 

radioisotopes à partir du sélénium présent dans l’échantillon, soit le 77mSe à courte vie (T ½ = 17,5s) ou le 
75Se à longue vie (T ½ = 120 jours) suivant les conditions d’irradiation (260). Les radioisotopes sont 

ensuite détectés par mesures des radiations γ émises avec des détecteurs spécifiques NaI (Tl) et Ge (Li). 

La détection par comptage des scintillations peut également être utilisées pour des échantillons remis en 

solution. Généralement, les limites de détection en N.A.A. sont de 5 ng pour le 77mSe et de 0,1 ng pour le 
75Se. Peng et al ont rapporté une limite de détection de 0,02 ng Se grâce à un long temps d’irradiation (8,3 

jours) avec une flux neutronique intense et un long temps de comptage de la radioactivité émise (261). Le 

problème de cette technique est le bruit de fond important qui résulte de l’activation de toutes les 

impuretés de la matrice du gel lors du bombardement neutronique. Cette technique est également difficile 

à mettre en place en raison du lourd investissement et de l’infrastructure (réacteur nucléaire) requis. La 

littérature présente quelques applications de cette technique (262, 263). En 1994, Stone et al l’ont utilisé 

pour la détection du sélénium contenu dans la glutathion peroxydase après SDS-PAGE avec une limite de 
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détection estimée à 0,08 ng (252). En 1996, Hammel et al ont détecté par cette technique des protéines 

séléniées de moins de 20 kDa dans les racines de la plante accumulatrice en sélénium Lecythis ollaria 

(264).  

 

4.2.2.2. Détection par spectrométrie atomique 

La spectrométrie atomique rassemble des techniques de détection sensibles et spécifiques des éléments. 

Certaines de ces techniques ont été utilisées pour la détection spécifique des sélénoprotéines sur gel. Les 

principales techniques de spectrométrie atomique utilisées incluent la spectrométrie de fluorescence 

atomique AFS, et l’ICP-MS (265) et sont présentées dans le chapitre suivant. 

 

4.2.2.2.1 Spectrométrie de fluorescence atomique avec introduction par génération d’hydrures (HG-AFS)  

La génération d’hydrures couplée à la spectrométrie de fluorescence atomique (HG)-AFS est une 

technique d’analyse efficace pour les éléments hydrurables comme le sélénium. Le sélénium sous forme 

de SeIV est en effet hydrurable en H2Se avec un rendement proche de 100%. Cette réaction est réalisée en 

milieu acide en présence d’un réducteur, le plus souvent du borohydrure de sodium NaBH4. Cette réaction 

présente l’avantage d’éliminer une partie de la matrice puisque les éléments non hydrurables dans ces 

conditions ne sont pas transportés vers le détecteur. Chen et al ont utilisé cette technique pour la détection 

de sélénoprotéines dans des échantillons de foie humain (266). Après migration des protéines sur SDS-

PAGE, le gel est découpé en morceaux qui sont digérés avec un mélange de HNO3-HClO4 (3 :1) à 100°C. 

Le Se (VI) est réduit en Se (IV) par 5M HCl avant réaction avec NaBH4 et détection de l’H2Se formé. La 

limite de détection a été estimée à 0.05 ng de Se. 24 protéines contenant du sélénium ont ainsi été 

détectées dans cette étude. Bien que des protéines séléniées à 61, 54 et 21 kDa aient été avancées comme 

les sélénoprotéines P, thioredoxine réductase et glutathion peroxydase, aucune des 24 protéines détectées 

n’a été formellement identifiée dans cette étude.  

 

4.2.2.2.2 Spectrométrie de masse ICP à vaporisation électrothermique (ETV-ICP-MS) 

La spectrométrie de masse ICP à vaporisation électrothermique (ETV-ICP-MS) est une méthode de 

détection élémentaire qui associe un système d’introduction efficace et un détecteur sensible et spécifique. 

Cette méthode ne nécessite pas la destruction de morceaux de gel par digestion car le cœur du système 

d’introduction est un four où une rampe de température progressive assure un balayage thermique de 

l’échantillon. L’analyte évaporé est transporté dans un flux d’argon jusqu’à l’ICP-MS sans la matrice. La 

principale étape d’optimisation de cette méthode est le programme en température du four. Si la 
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température de vaporisation de l’analyte est trop proche de la température de pyrolyse, une partie de 

l’analyte peut être perdue. Le palladium est souvent utilisé pour modifier les propriétés thermiques de 

l’analyte et ainsi permettre une évaporation de l’analyte séparée de celle de la matrice. Une limitation plus 

contraignante est le manque de précision de ces méthodes (typiquement, RSD 5 à 20%). Quelques 

applications ont été rapportées avec la technique similaire ET AAS (267) mais l’AAS est une technique 

d’analyse des métaux aujourd’hui moins performante que l’ICP-MS dotée d’une meilleure limite de 

détection. La spectrométrie de masse ICP à vaporisation électrothermique (ETV-ICP-MS) a été optimisée 

par Chéry et al pour l’analyse quantitative de sélénium dans les bandes de glutathion peroxydase après 

SDS-PAGE (268, 269). Les avantages des deux techniques sont combinés : une séparation hautement 

résolutive avec le SDS-PAGE, et une détection sensible et spécifique du sélénium en ICP-MS (266). 

Après la séparation, les bandes de protéines sont prélevées du gel et amenées une par une dans le four de 

la vaporisation électrothermique (ETV) pour détection en ICP-MS. Après reconstitution du profil sélénié, 

un électrophérogramme est obtenu (Figure 22). Les limites de détection rapportées dans cet exemple sont 

de 50 pg Se par morceau de gel ou 50 ng Se.mL-1 dans la solution originale.  

 

 

Figure 22 : Électrophérogramme 82Se de la GPx (257).  
 

Chassaigne et al ont appliqué la technique pour la détection de protéines séléniées dans un matériau de 

référence, la levure séléniée (270). De la même façon, des électrophérogrammes du sélénium ont été 

reconstruits à partir de l’analyse des gels en ETV ICP-MS. Cette technique est difficilement applicable à 

un fractionnement obtenu après 2D SDS-PAGE. Des milliers de spots sont présents sur un gel et l’analyse 

serait alors trop longue. Compte tenu du volume appliqué sur le gel (10 µl) et si le sélénium est réparti sur 

plusieurs protéines, la LOD rapportée ici est insuffisante pour l’analyse des sélénoprotéines par exemple 
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dans le sérum humain où la concentration en Se est estimée à 100 µg.L-1. Dans ce cas, d’autres techniques 

de détection plus sensibles sont à envisager. 

4.2.3. Détection in situ par spectrométrie de rayons X : XRF, PIXE µSRXRF et EXAFS 

Ce paragraphe présente brièvement le principe de ces techniques et leurs rares applications dans la 

détection de sélénoprotéines sur gel. Les techniques spectrométriques XRF, PIXE et µSRXRF sont 

comparables quant à la nature des événements détectés, à savoir des rayons X émis suite à un 

réarrangement des électrons excités, ou fluorescence X. Elles diffèrent par la nature de l’excitation, 

photons X en spectrométrie de fluorescence X conventionnelle (X-ray fluorescence ou XRF), particules 

chargées accélérées par microsonde nucléaire en émission de rayonnement X induit par des particules 

chargées accélérées (Particle induced X-ray Emission ou PIXE), rayonnement synchrotron en microscopie 

de fluorescence X induite par rayonnement synchroton (synchrotron radiation X-ray fluorescence ou µSR-

XRF). Alors que la XRF a connu peu de succès en raison de son manque de sensibilité (Stone et al), la 

technique PIXE est plus intéressante en raison de sa meilleure sensibilité (ordre du µg/g) et de sa 

résolution spatiale (échelle du mm) (271). Le haut flux de rayons X en µSRXRF permet une sensibilité 

accrue et des résolutions sub-micrométriques. Le couplage SDS-PAGE- PIXE est cité par Behne et al 

(272) puis par Avoscan pour tracer le profil de répartition du sélénium dans les bandes protéiques de la 

bactérie Cupriavidus metallidurans CH34 (273). Weseloh et al ont appliqué le couplage SDS-PAGE- 

µSRXRF pour la détection de sélénoprotéines dans des extraits de testicules de rat (274). Un seul pic a été 

détecté en raison d’une sensibilité insuffisante pour mettre en évidence les 8 sélénoprotéines détectées par 

autoradiographie à partir du même échantillon. Ces analyses sont difficilement applicables pour les 

analyses de routine en raison de la lourde infrastructure nécessaire et leur sensibilité encore trop faible 

(274). 

L’EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure) est une technique de spectroscopie d’absorption 

des rayons X (SAX) au seuil K du sélénium. Cette technique consiste à mesurer les variations du 

coefficient d'absorption des rayons X dans un domaine d'énergie de quelques centaines d'électronvolts, au-

delà du seuil d'ionisation d'un élément chimique. L’EXAFS apporte des informations sur les atomes 

entourant l’atome central de sélénium (nature et nombre d’atomes voisins, distances interatomiques) 

différenciant ainsi les acides aminés séléniés sélénométhionine et sélénocystéine incorporés dans des 

protéines (275). L’EXAFS a été proposé pour la distribution spatiale des formes chimiques du sélénium 

dans une plante hyperaccumulatrice Astralagus bisulcatus (276). A ce jour, et à notre connaissance, il n’y 

a pas encore eu d’études EXAFS effectuées sur des sélénoprotéines sur gels. 
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4.2.4. Détection élémentaire on-line : technique d’ablation laser ICP-MS  

Le spectromètre de masse à plasma à couplage inductif (ICP-MS pour inductively coupled plasma mass 

spectrometry) couplé à l’ablation laser (LA) s’est largement développée depuis ces premières utilisations 

au début des années 1980 (277) jusqu’à devenir aujourd’hui un outil de choix pour l’analyse des éléments 

traces dans les échantillons solides. Cette technique permet à priori d’analyser une large gamme 

d’échantillons solides avec peu de préparation de l’échantillon ce qui se traduit par un gain de temps et 

une diminution de la contamination par manipulation. La résolution spatiale de quelques µm, les 

interférences et les taux d’oxydes réduits en raison de l’introduction d’un échantillon sec dans l’ICP, sont 

d’autres avantages de l’ablation à laser comparé aux autres systèmes d’introduction. La détection en 

spectrométrie de masse à source d’ionisation par plasma induit (ICP-MS) est multiélémentaire (jusqu’à 60 

éléments suivis lors d’une même analyse), isotopique, sélective, sensible, précise (écart type relatif 

généralement inférieur à 5%) avec une gamme linéaire étendue (jusqu’à 9 ordres de grandeur) (278). De 

nos jours, l’ablation laser ICP-MS est devenu plus abordable en terme de coûts d’achat et de 

fonctionnement ce qui en fait une technique de plus en plus utilisée dans les laboratoires pour l’analyse 

isotopique et élémentaire. Son utilisation actuelle en fait une technique très prisée dans plusieurs domaines 

d’applications aussi variés que la géologie, l’archéologie, les sciences des matériaux, l’environnement, et 

la médecine (279). Les caractéristiques, avantages et applications de l’ablation laser ICP-MS sont exposés 

dans plusieurs articles de revues scientifiques récents (279-283) et résumés dans les paragraphes suivants. 

 

4.2.4.1 Principe de l’ablation laser ICP-MS (LA-ICP-MS)  

Le montage de base de LA-ICP-MS n’a pas significativement changé ces dernières années (Figure 23). 

L’échantillon est placé dans une cellule d'ablation étanche montée sur une plateau mobile dans les trois 

dimensions de l’espace ce qui autorise des mouvements de microanalyses 2D, en profondeur ou à la 

surface du solide. La taille du faisceau laser est réglée avec le système optique en fonction de la quantité 

de matière à ablater. Un microscope muni d’une caméra permet de régler précisément la zone de tir (à 

quelques µm). Le rayon laser, envoyé sous forme d’impulsions, est focalisé à la surface de l’échantillon 

par un système optique conduisant à l’explosion du solide. L'aérosol formé est transporté par un flux de 

gaz d’argon ou d’hélium vers le plasma à couplage inductif confiné dans la torche à plasma reliée par une 

simple connexion à la chambre d’ablation. A ce niveau, l’aérosol est vaporisé, atomisé et ionisé. Les ions 

sont transférés du plasma à pression atmosphérique vers l’analyseur sous vide poussé via une interface 

constituée de deux cônes. La séparation suivant le rapport masse sur charge (m/z) est alors effectuée dans 

l’analyseur de masse généralement constitué d’un quadripôle. Les ions ayant le rapport m/z sélectionné 

sont ensuite comptés par un multiplicateur d’électrons qui convertit les ions en signal.  
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Figure 23 : Principe de l’analyse d’ablation laser ICP-MS  
 

4.2.4.2 Processus d’ablation laser et choix du laser 

Le laser, acronyme anglais de Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, est un générateur 

d'ondes électromagnétiques, du proche infrarouge aux rayons X, fonctionnant sur le principe de l'émission 

stimulée d'un rayonnement monochromatique qui permet d'obtenir un faisceau cohérent de très grande 

puissance et très peu divergent. Le laser est ici utilisé comme un système d’introduction d’échantillon 

solide dans l’ICP-MS. Il existe d’autres systèmes d’introduction d’échantillon solide comme la 

vaporisation électrothermique (cf. chapitre 4.2.2.2.2.). Tous visent à fournir au plasma un échantillon sous 

forme de gouttelettes ou particules très fines quelle que soit la forme physique de départ de l’échantillon. 

L'utilisation du laser pour l'analyse chimique a longtemps été freinée en raison des coûts élevés d'achat, de 

fonctionnement et d'entretien. Toutefois, les progrès technologiques tant au niveau de l'informatisation que 

de l'automatisation, les prix de plus en plus abordables et la mise au point de nouveaux types de lasers, tels 

que les diodes laser, ont permis l’essor de cette technique. De nos jours, différents types de lasers opérant 

à des longueurs d’onde couvrant la gamme de 157 nm à 10600 nm sont utilisés pour l’ablation laser 

(Tableau 9). Tous ces lasers ont des durées d’impulsions de quelques dizaines à quelques centaines de 

nanosecondes. Les plus communément utilisés sont les lasers Nd : YAG, acronyme anglais de 

neodymium-doped yttrium aluminium garnet ou grenat d’yttrium-aluminium dopé au néodyme. Ces lasers 

solides sont robustes, fiables, relativement bon marché et nécessitent peu de maintenance. Les lasers 

émettant dans l’infrarouge (IR) ou le visible (VIS) ont été peu a peu remplacés par des systèmes d’ablation 

émettant dans l’ultraviolet. Des sources laser délivrant des impulsions de quelques nanosecondes, à des 

longueurs d’onde de 266 nm, 213 nm, voire 193 nm ont ainsi été commercialisées. L’utilisation de 
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longueurs d’ondes plus courtes a résulté en une amélioration de l’interaction rayonnement matière, avec 

des aérosols plus fins et plus efficacement transportés à l’ICP ainsi qu’un fractionnement élémentaire 

réduit (volatilisation sélective de certains éléments) (284-293). Les lasers à excimère dans la région UV 

peuvent également être utilisés pour l’ablation laser. Ces lasers, surtout utilisés en médecine, lithographies 

ou micro-usinage, nécessitent un remplissage périodique de gaz afin de conserver leur énergie maximale.  

Tableau 9 : Principaux lasers utilisés pour le couplage avec l’ICP-MS.  

Longueur d’onde (nm) Milieu actif du laser Energie maximale (mJ) 

10600 Gaz CO2 2000 

1064 Solide Nd : YAG 2000 

694 Solide Ruby 1000 

532 Solide Nd : YAG 300 

355 Solide Nd : YAG 200 

308 Gaz XeCl 200 

266 Solide Nd : YAG 100 

248 Gaz KrF 200 

213 Solide Nd : YAG 30 

193 Solide Nd : YAG 1,7 

193 Gaz ArF 200 

157 Gaz F2 60 

 
L’ablation laser désigne l’ensemble des processus se déroulant lors de l’interaction du rayon laser avec la 

matière. Une partie de l’énergie incidente est réfléchie tandis que l’autre est absorbée par le solide et 

convertie en chaleur, provoquant l’échauffement de la surface du solide. Si l’énergie n’est pas dissipée, la 

fusion et l’évaporation du matériau ont lieu. Dans le cas d’une densité d’énergie suffisamment importante 

(au dessus de 109 W/cm2) et d’une impulsion laser suffisamment courte par rapport au temps de réponse 

caractéristique du matériau, une sublimation de la surface a lieu provoquant l’explosion du matériau et 

l’éjection de particules solides par fragmentation. Les électrons libres présents dans la vapeur interagissent 

avec le rayon laser, ionise la vapeur et en entrent en collision avec les atomes conduisant à la formation 

d’un micro plasma au dessus de la surface du solide. Ce micro plasma peut interagir avec le matériau et 

créer une fusion et vaporisation supplémentaires (294). Une meilleure compréhension du processus 

d’ablation laser a mis en évidence que la durée de l’impulsion laser joue un rôle majeur dans les 

caractéristiques de l’aérosol formé (stoechiométrie et taille des particules) (295-299). La plupart des lasers 

utilisés sont des lasers à impulsions nanosecondes (Tableau 9). Récemment, des durées d’impulsions plus 

courtes de l’ordre de la picoseconde voire de la femtoseconde se sont avérées plus efficaces pour 
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l’ablation d’échantillons métalliques. Ainsi, différentes applications en ablation laser –ICP-MS utilisant 

des lasers femtosecondes ont été rapportées (285, 296, 300, 301). L’utilisation de sources à impulsions 

femtosecondes a montré des signes encourageants pour palier aux problèmes d’effets de matrice et pour 

s’affranchir du fractionnement élémentaire (285, 295, 300). Les lasers femtosecondes (fs) se distinguent 

par des impulsions ultracourtes, bien inférieures au temps de diffusion des électrons et au temps de 

transfert de l’énergie vers le réseau d’atomes (10 ps) (301). La matière est donc éjectée avant qu’il n’y ait 

diffusion de chaleur hors du volume irradié. De plus, la température du plasma formé à la surface de 

l’échantillon (295) est fortement réduite (on parle alors d’ablation « froide ») ce qui a pour conséquence 

de diminuer les dommages causés au matériau en périphérie de la zone d’ablation (298) (fusion et rupture 

du matériau). Ce phénomène est en outre accompagné de la formation de particules de faible dimension 

(296, 298). Ceci contraste avec les processus de fusion rencontrés en ablation laser nanoseconde (ns) suite 

à un échauffement de la matière. Une autre caractéristique remarquable des impulsions laser 

femtosecondes est que par nature, elles ne peuvent interagir avec le plasma qui se forme à la surface de 

l’échantillon, quelques nanosecondes après l’impact laser (300). La matière se déplace en effet trop 

lentement pour être éjectée durant l’impulsion laser femtoseconde. Toute l’énergie délivrée est ainsi 

utilisée pour l’ablation du matériau. Ceci n’est évidemment pas le cas avec des impulsions nanosecondes, 

puisque le plasma apparaît alors que l’impulsion laser n’est pas terminée : le plasma forme alors un « 

écran » absorbant une partie de l’énergie et pouvant être source de fractionnement. Les lasers 

femtosecondes présentent généralement une faible énergie de quelques mJ par impulsion. La diminution 

de la durée de l’impulsion permet en revanche de fournir des fluences (densité d’énergie par unité de 

temps) plus grandes pour les lasers femtosecondes (fs) que les lasers nanosecondes (ns) ce qui est crucial 

lors de l’analyse d’échantillons solides. Russo et al. ont récemment montré que l’utilisation d’impulsions 

femtosecondes permet d’augmenter les performances du couplage ablation laser / ICP-MS en terme de 

rapport signal sur bruit, de résolution spatiale et de fractionnement élémentaire (295).   

Une appareil laser femtoseconde spécifiquement conçue pour le couplage ablation laser / ICP-MS a 

récemment été développée (Alfamet, Novalase S.A., France) en collaboration avec notre laboratoire. Cet 

appareil représente à notre connaissance le premier système d’ablation laser femtoseconde intégré, conçu 

pour l’analyse des éléments traces dans les solides. La particularité de cette machine est d’intégrer une 

source laser femtoseconde compacte basse énergie (100 μJ par pulse) et haute cadence de tirs (< 10 kHz). 

Ceci la distingue significativement des autres sources laser utilisées jusqu’à présent pour le couplage 

ablation laser/ ICP-MS qui, dans leur très grande majorité, délivrent des impulsions nanosecondes à haute 

énergie (quelques mJ par pulse) avec une faible cadence de tir (< 100 Hz pour certaines et plus 

généralement <20 Hz). L’utilisation de cette source laser infrarouge femtoseconde à haute cadence de tir 

et basse énergie, combinée à un dispositif optique permettant le balayage ultra rapide du faisceau a permis 
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à Pécheyran et al (302) d’améliorer la qualité d’ablation par rapport à un système d’ablation nanoseconde 

(8 ns, 266 nm) sur un étalon NIST 612. Stabilité du signal de l’ordre de 3 %, limites de détections 

améliorées d’un facteur 10 à 40 suivant les éléments et fractionnement proche de l’incertitude analytique 

sont les principaux résultats obtenus.  

4.2.4.3 Plasma à couplage induit (ICP) 

Le plasma est un gaz, de l’argon généralement, inerte et ionisé, composé d’électrons et d’ions formant un 

ensemble électriquement neutre. Il est produit sous pression atmosphérique à l’intérieur d’une torche à 

plasma à l’aide d’une bobine d’induction (plasma couplé inductivement ou ICP). Une étincelle provoquée 

dans l’arrivée d’argon de la torche entraîne l’ionisation initiale des atomes d’argon tandis qu’un champ 

radiofréquence (rf) (de 27 ou 40 MHz) permet de maintenir l’ionisation de l’argon. La température au 

centre du plasma est typiquement de l’ordre de 8000 K. Les torches à plasma utilisées de nos jours sont 

très similaires à celles de type Scott-Fassel introduites en 1974. Le corps de la torche est un tube en quartz 

avec deux arrivées de gaz : le gaz plasmagène (~15 L.min-1, Ar), qui supporte le plasma et qui l’isole 

thermiquement de la torche, et le gaz auxiliaire (~ 1 L.min-1, Ar), qui limite la diffusion du plasma (Figure 

24). Le gaz dans le canal central (ou injecteur), encore appelé gaz de nébulisation transporte l’aérosol (~ 1 

L.min-1, Ar) et est gainé par le gaz auxiliaire pour une pénétration de l’échantillon au cœur du plasma. 

L’échantillon est tout d’abord désolvaté (si c’est une solution), vaporisé, puis atomisé et partiellement 

ionisé (si le potentiel d’ionisation des éléments présents est inférieur à 15,76 eV, potentiel d’ionisation de 

l’argon). Le temps court de résidence de l’aérosol dans l’ICP impose une taille de gouttes et de particules 

petites, en dessous de 150 nm, pour une complète conversion de l’aérosol en ions (303).  
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Figure 24 : Représentation schématique de la torche de l’ICP 
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4.2.4.4 Le spectromètre de masse 

Les ions générés dans le plasma sont introduits dans le spectromètre de masse par l’intermédiaire d’une 

interface. Le rôle de cette interface est de transférer les ions formés dans le plasma à 8000 K et à pression 

atmosphérique vers le spectromètre de masse à température ambiante à une pression de 10-7 mbar 

compatible à son fonctionnement. L’interface est composée de 2 cônes, échantillonneur et écorceur, 

percés pour récupérer les ions formés dans le canal central du plasma et d’une optique ionique pour 

éliminer les photons pouvant parasiter le détecteur, refocaliser et optimiser la trajectoire des ions à leur 

entrée dans l’analyseur de masses (Figure 25). Le faisceau d’ions arrive dans l’analyseur où un vide plus 

poussé <0,1Pa, obtenu par une pompe turbomoléculaire, permet une séparation des ions selon leur rapport 

masse sur charge (m/z).  

Cône 
échantilloneur

Cône 
écorceur Photon stop

Vers l’analyseur

Lentilles

Cône 
échantilloneur

Cône 
écorceur Photon stop

Vers l’analyseur

Lentilles  

Figure 25 : Interface entre ICP et spectromètre de masse 
 

Plusieurs analyseurs de masses peuvent être couplés à l’ICP. Les plus utilisés sont : le quadrupole à cellule 

de collision (277, 304), le temps de vol (TOF) (305-307) et le spectromètre de masse combinant secteur 

magnétique et électrique (308). Des couplages entre ICP et spectromètre de masse à piégeage d’ions (309) 

ou FT ICR MS (310) ont également été décrits.  

Le quadrupole est l’analyseur de masse le plus fréquemment utilisé. Il est constitué de 4 barreaux 

métalliques parallèles autour de la trajectoire des ions, les barres opposées étant soumises au même 

potentiel composé à la fois d’une tension continue et d’une tension alternative. Chaque paire de barreaux 

diamétralement opposés est portée à un potentiel électrique de signe opposé à l’autre paire. L’application 

de différents couples de tensions permet de trier les ions selon leur rapport masse sur charge (m/z) aussi 

appelé masse nominale. Ainsi, pour un couple donné de tension, seuls les ions de rapport m/z adéquat 

traversent le filtre quadripolaire. Les autres ions n’ont pas de trajectoire stable et finissent pas rentrer en 

collision avec les barres. L’ensemble des ions à analyser, de rapports m/z différents, sont donc triés et 

mesurés séquentiellement en quelques millisecondes, par variation de la tension appliquée. L’inconvénient 

majeur du quadrupole est sa résolution en masse insuffisante (de 0,3 à 0,8 unité de masse atomique) pour 

résoudre des interférences polyatomiques se produisant sur certaines masses. L’addition d’une cellule de 
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collision /réaction (CC/R) permet toutefois de résoudre certaines de ces interférences comme dans le cas 

du sélénium. Les interférences polyatomiques de dimères 38Ar40Ar et 40Ar40Ar (issues du plasma d’argon) 

empêchent de suivre les isotopes les plus abondants, 78Se et 80Se. Ces ions mono ou poly-atomiques 

interférant sont transformés en espèces n’interférant plus. La cellule de collision/réaction est un multipôle 

fermé, placé à la sortie du cône écorceur et avant le filtre de masse (Figure 26). Selon son type et les 

interférences à résoudre elle est pressurisée avec un gaz de collision (He, Xe) ou un gaz de réaction (NH3, 

H2, CH4, etc.). Les ICP-MS X7 CCT THERMO® Electron et 7500 c Agilent® que nous utilisons sont 

équipés d’une cellule de collision/réaction qui peut être activée ou désactivée selon le type d’analyse à 

réaliser.  

Entrée de gaz réactionnel40Ar 40Ar+

Détecteur

Analyseur 
quadripolaire Cellule de 

collision/réaction

Lentilles

ICP

80Se+
Entrée de gaz réactionnel40Ar 40Ar+

Détecteur

Analyseur 
quadripolaire Cellule de 

collision/réaction

Lentilles

ICP

80Se+

 
 

Figure 26 : Schéma illustrant le principe de la cellule de collision / réaction 
 

Les spectromètres de masse combinant secteur magnétique et secteur électrique sont les seuls moyens 

pour séparer les interférences spectrales des analytes d’intérêts. La revue de Jakubowski et al. (1998) est 

consacrée à ces analyseurs (308). La résolution de ces appareils est bien meilleure et autorise ainsi la 

séparation d’ions de m/z proche. Les ions peuvent être recueillis de manière séquentielle sur un 

multiplicateur d’électron (ICP-MS haute résolution ou ICP-HR-MS) ou de manière simultanée sur des 

coupes de faraday et des multiplicateurs d’électrons (ICP-MS multicollecteur). Les limites de détection 

sont environ dix fois plus faibles que celles obtenues avec un quadripôle. Le coût de ces instruments et le 

niveau de compétence requis ont toutefois limité leur développement. 

Le détecteur est le dernier chaînon de l’ICP-MS. Il permet de transformer le flux d’ions recueillis à la 

sortie du filtre de masses en signal électrique qui sera amplifié et traité par une interface informatique. Les 

détecteurs les plus couramment utilisés sont la cage de Faraday et le multiplicateur d'électrons 

(channeltron ou à dynodes discrètes). La cage de Faraday est une électrode métallique placée dans le 

faisceau d’ions. Le courant mesuré est proportionnel au nombre d’ions et à leur charge. La mesure d’un 
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courant nécessite cependant beaucoup d’ions (~107). Par conséquent, le collecteur de Faraday est utilisé 

pour les fortes intensités. Pour de plus faibles intensités, des multiplicateurs d'électrons secondaires sont 

utilisés pour amplifier le courant. Ce détecteur peut toutefois fonctionner sous 2 modes. Il est possible de 

compter les impulsions électriques générées par un simple impact d’ions (mode pulsé) ou de mesurer un 

courant après amplification (mode analogique). La gamme linéaire dynamique du détecteur se trouve ainsi 

augmentée (au moins 7 ordres de grandeur).  

 

4.2.4.5 Applications de l’ablation laser ICP-MS  

L’ablation laser ICP-MS a été introduite pour la détection des éléments traces dans les protéines séparées 

par électrophorèse sur gel avec les travaux de Nielsen et al. (311). Le balayage des gels d’électrophorèse 

1D sur leur longueur avec un laser UV permet l’acquisition d’un électrophérogramme qui fait 

correspondre la quantité d’un élément donné en fonction de sa position dans le gel. Deux stratégies 

d’ablation ont ensuite été proposées pour l’analyse de protéines sur gel : l’ablation translationnelle d’une 

piste d’un gel 1D sur sa longueur ou l’ablation individuelle d’un spot (single-hole drilling en anglais) 

après la séparation par gel 2D (257). Une dizaine d’applications de cette technique ont été rapportées dans 

la littérature pour différents éléments (phosphore, cuivre, zinc, sélénium…) dont certaines concernent la 

détection du sélénium dans les protéines (251, 257, 312). Dans ce cas, un laser ArF nanoseconde ou 

similaire a été utilisé. Les limites de détection rapportées sont variables selon le type d’échantillon, le 

mode de séparation par électrophorèse, le mode d’ablation, l’élément considéré et le dispositif d’analyse 

en spectrométrie de masse. Les limites de détection concernant le Se lié de façon covalente aux protéines 

séparées par SDS-PAGE ou électrophorèse bi-dimensionnelle ont été établies par Chéry et al. La limite de 

détection en utilisant la cellule de collision/réaction et en utilisant de l’hélium comme gaz de transport a 

été évaluée à 70 ng Se g-1 gel pour l’ablation sur un spot (applicable à la 2D-SDS-PAGE) et à 150 ng Se g-

1 gel pour l’ablation avec translation (applicable à la 1D-SDS-PAGE). Cette technique a été appliquée à la 

détection de sélénoprotéines dans des extraits de globules rouges après une séparation 

monodimensionnelle (1D-SDS-PAGE) et la détection de protéines séléniées de levure après séparation 

bidimensionnelle (2D-SDS-PAGE) (257).  
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4.3. Identification des protéines séléniées en cap/nano HPLC ESI-MS/MS assisté par ICP-MS 

4.3.1. L’intérêt de la détection en parallèle par l’ICP-MS et l’ESI-MS/MS. 

L’application des approches protéomiques classiques pour l’identification de sélénoprotéines échouent 

généralement. Des problèmes d’extraction du gel et de suppression de l’ionisation vont empêcher le 

succès de cette approche. Sur un gel d’électrophorèse, les sélénoprotéines, qui ne représentent qu’un faible 

pourcentage des milliers de protéines présentes, vont être accompagnées par leur homologue non sélénié 

ou par d’autres protéines responsables de la coloration de la bande ou du spot analysé. Par conséquent, à 

moins que la sélénoprotéine ne soit suffisamment enrichie et purifiée, l’ionisation du seul peptide sélénié 

issu de la digestion tryptique de la sélénoprotéine va être supprimée par les peptides élués de façon 

concomitante provenant des protéines plus abondantes dans la bande ou le spot. Sa recherche dans le 

spectre de masse moléculaire grâce à la signature isotopique caractéristique du sélénium va donc se 

révéler infructueuse (313). Ainsi, il est nécessaire d’effectuer une détection ICP-MS spécifique du 

sélénium parallèle à l’ESI-MS. Cette détection va renseigner sur la présence, le nombre de peptides 

séléniés devant être identifiés en ESI-MS/MS, leurs temps de rétention, leurs concentrations, l’efficacité 

de la digestion tryptique et de l’extraction et le taux de recouvrement de la colonne chromatographique. 

Cette approche requiert que les temps de rétention soient conservés entre les deux injections. Les récents 

systèmes chromatographiques à faibles débits sont équipés de contrôleurs de débits assurant une 

reproductibilité des injections satisfaisantes pour utiliser cette approche.   

4.3.2. HPLC ICP-MS à débits réduits 

Le couplage de l’HPLC à l’ICP-MS nécessite une interface (aussi appelée système d’introduction de 

l’échantillon dans l’ICP-MS) dont le rôle est de transformer le liquide en sortie de colonne sous la forme 

d’un spray calibré de fines gouttelettes. Le principal problème de ce couplage réside dans l’incompatibilité 

des débits utilisés en HPLC à débits réduits, quelques µL.min-1 (capHPLC) voire centaines de nL.min-1 

(nanoHPLC) avec ceux de 0,5 à 1 mL.min-1 utilisés par les systèmes classiques d’introduction de 

l’échantillon. De nouvelles interfaces ont été développées dans notre équipe de recherche ces dernières 

années pour autoriser ces couplages. Une première interface a été spécialement conçue pour le couplage 

de l’HPLC capillaire à l’ICP-MS par Schaumlöffel et al (314). Cette interface utilise un micronébuliseur 

(DS5) fonctionnant à des débits de 3 à 7 µL.min-1. L’introduction totale de l’aérosol par le biais d’une 

chambre de nébulisation à simple passage, sans drain et à volume réduit, se traduit par des limites de 

détection absolues de seulement 150 fg pour le sélénium. Une nouvelle interface a ensuite été développée 

entre la nanoHPLC et l’ICP-MS par Giusti et al (315) (Figure 27). Cette nouvelle interface délivre de 

façon stable et sans débit d’appoint des débits de 50 nL.min-1 jusqu’à quelques µL.min-1. Elle utilise un 

nébuliseur (nDS-200) de type microconcentrique, c’est-à-dire avec introduction de l’effluent liquide au 
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centre du flux d’argon. Le nébuliseur permet une consommation totale de l’aérosol dans le sens où la 

totalité de l’aérosol est introduite dans le plasma après vaporisation dans une chambre de nébulisation à 

volume réduit (3 cm3). L’aiguille de nébulisation avec un orifice de diamètre de 10 µm est du même type 

que l’aiguille utilisée en nanospray. Cette interface a été utilisée pour les analyses effectuées en 

nanoHPLC ICP-MS dans ce travail de thèse. La Figure 28 représente le montage expérimental utilisé, lors 

de ces travaux de thèse, pour des couplages parallèles nanoHPLC ICP-MS et nanoHPLC ESI-MS/MS. Ce 

montage est constitué d’une nano-pompe HPLC capable de délivrer un gradient eau acétonitrile avec un 

débit stable de 300 nL.min-1 utilisé pour la nano-colonne HPLC de phase inverse (C18 PepMap100, 75 

µm diamètre interne x 150 mm, 3 µm, 100 Angströms). L’échantillon est introduit par une vanne 6 voies 

en fermant un volume de 1 µL. Les analytes d’intérêt de l’échantillon sont ensuite préconcentrés sur une 

cartouche (C18 PepMap100, 300 µm diamètre interne x 5 mm, 5 µm, 100 Angströms) à l’aide d’une 

pompe seringue. Le capillaire de sortie de la nano-colonne est alors connecté dans un premier temps au 

nanonébuliseur ICP-MS puis à l’aiguille nanospray ESI-MS/MS.  

 

 

Figure 27 : Nébuliseur de nano-débits pour le couplage direct nanoHPLC ICP-MS 
A : Vue schématique avec agrandissements. (1) Extrémité de sortie de la nano-colonne ; (2) 
Connexions sans volumes morts entre la nano-colonne et l’aiguille de nébulisation ; (3) Aiguille 
creuse en silice fondue ; (4) Orifice en saphir industriel. B : Photographie de l’interface complète 
(nanonébuliseur et chambre d’ablation). C : Photographie de l’orifice du nanonébuliseur. 
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Figure 28 : Couplage nanoHPLC ICP-MS et ESI-MS avec cartouche de préconcentration. 
 

La limite de détection estimée pour ce couplage est de 50 fg de sélénium. La recherche de massif 

isotopique typique du sélénium aux temps de rétention indiqués par l’analyse ICP-MS permet d’estimer la 

masse moléculaire du peptide sélénié. Son spectre MS/MS permet de retrouver sa séquence qui soumise 

aux banques de données appropriées permet l’identification de la sélénoprotéine. Dans les mêmes 

conditions de nanoHPLC, l’absence d’un massif isotopique dans le spectre obtenu en Q-TOF MS aux 

temps de rétention indiqués par l’ICP-MS, montre qu’une co-élution a empêché l’ionisation par 

électrospray du peptide sélénié et qu’une étape de préparation supplémentaire est nécessaire pour la 

résoudre ou bien que l’échantillon n’est pas suffisamment concentré. 

Alors que les méthodes de détection sont en plein essor, les exemples de caractérisation restent marginaux. 

C’est dans ce contexte que les développements en (HPLC)-ICP-MS ont été effectués pour la détection 

spécifique de peptides séléniés à partir de bandes de gel 1D (travaux de cette thèse) ou de spots de gel 2D 

(316). Ces travaux représentent les seuls essais effectués à ce jour. L’approche de la double détection en 

spectrométrie de masse élémentaire et moléculaire pour l’identification de sélénoprotéines sur gel 

d’électrophorèse a également été entreprise dans ces travaux de thèse. Cette double approche a été 

récemment utilisée avec succès pour la caractérisation de protéines riches en sélénométhionine dans la 

levure et dans les noix du Brésil (313).  
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Conclusions de la partie bibliographique - Présentation du sujet de thèse 

Les sélénoprotéines sont retrouvées dans les 3 domaines du vivant Eucarya (eucaryotes), Bacteria et 

Archae (procaryotes); toutefois, tous les organismes n’en produisent pas. Plus surprenant, ni les plantes 

supérieures, ni les levures ne sont capables de synthétiser des sélénoprotéines. Avant l’émergence des 

analyses bioinformatiques, les jeux de sélénoprotéines procaryotes et eucaryotes décrits étaient réduits et 

clairement distincts avec pour seule famille commune, celle de la sélénophosphate synthase. Les résultats 

apportés par la bioinformatique ont considérablement complétés ces sélénoprotéomes tout en démontrant 

que procaryotes et eucaryotes ont plusieurs sélénoprotéines en commun telles la glutathion peroxydase, ou 

les protéines de type SelW et desiodases. Les sélénoprotéines partagent peu de similitudes de séquences et 

leur grande diversité reflète leur implication dans des fonctions biologiques diverses qui n’ont pas encore 

pu être déterminées pour certaines d’entre elles. Les sélénoprotéines ne constituent pas une famille de 

protéines au sens strict du terme, puisqu’elles ne dérivent pas d’un ancêtre commun. Une meilleure 

compréhension de leur rôle physiologique passe par la vérification expérimentale de leur présence et par 

l’étude de la régulation de leur expression. L’analyse protéomique classique n’a pas pour vocation de 

cibler une classe de protéines particulières qui plus est minoritaire. Dans ce contexte, il apparaît nécessaire 

de développer des techniques complémentaires aux techniques existantes pour cibler de façon spécifique 

ces sélénoprotéines. La technique principalement utilisée dans ce but est l’autoradiographie de 75Se qui 

souffre de tous les inconvénients inhérents à l’utilisation des isotopes radioactifs (274). Une alternative 

peut être l’excision des spots ou bandes, suivie de leur analyse par des techniques comme l’analyse par 

activation neutronique ou l’absorption atomique électrothermique au détriment de la résolution. Le PIXE 

et fluorescence X à rayonnement synchrotron sont des techniques d’analyse in situ semi-quantitatives qu’il 

faut aussi évoquer et qui permettent d’avoir accès à des quantités totales relatives en métaux. Dans la 

même optique, l’ablation laser suivie par la spectrométrie de masse à torche à plasma est une alternative 

séduisante plus sensible et robuste. Ainsi, un procédé d’ablation laser ICP-MS après séparation par 

électrophorèse sur gel a été mis au point pour la recherche spécifique et sensible de sélénoprotéines sur 

gel. Les mises au point ainsi que les résultats obtenus sont présentés dans les 3 premiers chapitres de cette 

thèse. Une fois détectée, ces protéines peuvent être identifiées de façon également ciblée par l’utilisation 

parallèle des techniques nanoHPLC ICP-MS et nanoHPLC ESI-MS/MS. Le dernier chapitre de cette thèse 

illustre cette approche. 
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CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES 

1 : Solutions et échantillons 

1.1. Produits chimiques et enzymes 

Les produits chimiques et solvants ont été achetés chez Sigma–Aldrich (St. Quentin- Fallavier, France), 

sauf exceptions précisées dans le texte. L’eau ultrapure (18,2 MΩ.cm-1) est fournie par un système Milli-Q 

(Millipore, Bedford, MA, USA). La trypsine porcine diméthylée de qualité certifiée pour les analyses 

protéomiques (proteomics grade) a été achetée chez Sigma–Aldrich (St. Quentin- Fallavier, France) et 

chez Promega (trypsin gold, mass spectrometry grade, Charbonnières-les-Bains, France).  

 

1.2. Souches bactériennes et sélénoprotéines 

La souche bactérienne Escherichia coli MG1655 et le plasmide pVU1CaM sont issus de la banque de 

souches bactériennes et de plasmides du laboratoire d’environnement et microbiologie UMR 5254, CNRS 

Pau, France. La souche bactérienne Escherichia coli MC4100 et le plasmide pFM20 nous ont été fournis 

par le Professeur August Böck (Université de Munich, Allemagne). La souche bactérienne Desulfococcus 

multivorans DSM2059 nous a été donnée par le Professeur Matthias Böll (Université de Leipzig, 

Allemagne). La sélénoprotéine thiorédoxine réductase de rat est un don du Dr Elias Arner (Karolinska 

Institute, Suède). La glutathion peroxydase a été achetée chez Sigma–Aldrich (St. Quentin-Fallavier, 

France). Les gels effectués sur les extraits protéiques de la bactérie Cupriavidus metallidurans CH34 ont 

été effectués par le Docteur Laure Avoscan (CEA Saclay, France). 

  

2 : Instrumentations 

2.1. Chromatographies préparatives  

Les cellules bactériennes ont été cassées par une presse de French (Thermo Spectronic, New York, USA). 

La calmoduline séléniée a été purifiée par une série de chromatographies préparatives FPLC (Fast Protein 

Liquid Chromatography) réalisées sur un système ÄKTA purifier 10 (Amersham Biosciences, Uppsala, 

Suède). La première étape de chromatographie d’interaction hydrophobe a été réalisée en utilisant 20 mL 

de résine Phenyl-Sepharose CL 4-B dans une colonne HR (16 mm x 10 cm). La seconde chromatographie 

d’interaction hydrophobe a été réalisée dans une colonne RESOURCE PHE (6.4 mm id x 3 cm) achetée 

chez Amersham Biosciences (Uppsala, Suède). Un DNA Speed Vac (Model DNA120, Thermo Quest, 

NY, USA) a été utilisé pour l’évaporation de solvant. 
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2.2. Électrophorèses sur gel 

2.2.1. 1D SDS-PAGE 

Les 1D SDS-PAGE ont été réalisées avec des systèmes d’électrophorèse Mini Protean 3 System (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA) avec des gels de concentrations à 4% et des gels de séparation à 12.5% 

(8 x 7 x 0.75 cm). 

2.2.2. 2D SDS-PAGE 

La première dimension des 2D SDS-PAGE a été réalisée avec un système de focalisation isoélectrique 

(IEF) IPGphor (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA). Les bandelettes de gel Immobiline® 

à gradient de pH de 3 à 10 immobilisé et non linéaire ont été achetées chez Amersham Biosciences 

(Piscataway, NJ, USA). La seconde dimension a été réalisée avec le systèmes d’électrophorèse Mini 

Protean 3 System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) avec des gels de séparation à 12.5% (8 x 7 

x 0.75 cm). 

 

2.3 Systèmes d’ablation laser 

2.3.1. Laser ALFAMET 

Un dispositif d’ablation laser (Alfamet, Novalase S.A., France), intégrant une source laser femtoseconde 

(S-Pulse, Amplitude Systèmes, France), un système de focalisation et de régulation de la puissance du 

faisceau laser ainsi qu’une chambre d’ablation a été utilisé. La source laser S-Pulse utilisée est un 

amplificateur laser femtoseconde à haute cadence de tirs. Le milieu actif est un cristal de KGW dopé Yb 

pompé par une diode laser. Il émet ainsi un faisceau directionnel et monochromatique de longueur d’onde 

de 1030 nm, avec une durée d’impulsion de 360 fs, une énergie fournie de 0,1 à 100 μJ par impulsion à la 

surface de l’échantillon. Cette source laser permet de travailler sur une gamme de fréquence de 1 à 10 000 

Hz. La stabilité entre 2 impulsions a été évaluée à 0,5 %. La source laser présente l’avantage d’être 

intégrée dans une structure compacte et mobile permettant un couplage aisé avec un ICP-MS. La cellule 

d’ablation (4.5 cm de diamètre, 10 cm3 de volume) est montée sur une platine XYZ motorisée pour un 

déplacement précis de l’échantillon dans les trois directions de l’espace (résolution de 1 μm). Un système 

de deux caméras macroscopique et microscopique (×110) permet de visionner avec précision la zone à 

impacter. La source laser étant de faible énergie, seule une taille de spot réduite (de l’ordre de 30 μm) 

permet de maintenir une fluence (ou flux d’énergie) supérieure au seuil d’ablation pour les échantillons 

considérés. Un arrangement optique utilisant un balayage galvanométrique a été spécifiquement conçu 

pour cet instrument. Il permet de déplacer le faisceau laser extrêmement rapidement (jusqu’à 280 mm/s) 

horizontalement avec une très grande précision de repositionnement (1 µm). Le logiciel autorise un 
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déplacement simultané du faisceau laser et de l’échantillon pour des trajectoires d’ablations de quelques 

micromètres carrés à quelques millimètres carrés dans l’échelle de temps de l’acquisition ICP-MS. 

 

2.3.2. Laser Cetac LSX-100 

Un laser nanoseconde de type Nd:YAG (LSX-100, Cetac Omaha, NE, USA) a été utilisé. Cet appareil 

délivre un faisceau laser d’une longueur d’onde de 266 nm et d’une durée d’impulsion de 8 ns. L’énergie 

maximale par impulsion est de 3 mJ et la fréquence maximale est de 20 Hz. La taille du faisceau laser 

focalisé à la surface de l’échantillon varie de 5 à 160 μm. Cet appareil comporte un système motorisé 

permettant le déplacement de l’échantillon dans les trois directions de l’espace. L’aérosol ablaté est 

introduit via un tube de 70 cm de long dans la torche de l’ICP-MS. Les principaux paramètres de ces 

systèmes d’ablation laser sont reportés dans le Tableau 10.  

Tableau 10 : Caractéristiques des systèmes d’ablation laser utilisés. 
 ALFAMET CETAC LSX 100 

Constructeur Novalase (Pessac, France) Cetac Technologies (NE, USA) 

Milieu actif Cristal KGW, Yb, pompé par diodes Cristal Nd :YAG quadruplé 

Longueur d’onde 1030 nm 266 nm 

Durée d’impulsion 360 fs 8 ns 

Ecart type relatif de l'énergie  0.5 % 5 % 

Taille du spot 5 à 30 μm 5 à 160 μm 

Maximum d’énergie par impulsion 100 μJ / impulsion 3 mJ / impulsion 

Cadence de tirs 1 à 10 000 Hz 1 à 20 Hz 

Forme du faisceau Gaussien Gaussien 

Dimensions de l’appareil 130 × 90 × 180 cm 100 × 70 × 130 cm 

Chambre d’ablation Volume interne de 10 cm3 Volume interne de 30 cm3 

Gaz vecteur He Ar ou He 

 

2.4. Rugosimétrie 

Un rugosimètre confocal (STIL, Aix en Provence, France) muni d’un spectromètre CH5150-N équipé 

d’un crayon optique de dynamique 1000 μm et fonctionnant avec un pas horizontal de 0.313 μm a été 

utilisé pour réaliser la mesure de profil des zones ablatées. 
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2.5. Spectrométries de masse à ionisation par couplage induit ICP-MS 

Deux ICP-MS quadripolaires équipés d’une cellule de collision, le X7 series CCT (Thermo Electron, 

Winsford, UK) et le 7500 cs/ce (Agilent Technologies, Tokyo, Japon) ont été utilisés respectivement pour 

des analyses d’ablation laser et pour des analyses de quantification par ajouts dosés, d’ablation laser, et 

des analyses après chromatographie liquide haute performance (HPLC, capHPLC et nanoHPLC). 

 

2.6. Chromatographies analytiques 

2.6.1. HPLC d’exclusion stérique 

Les séparations en chromatographies d’exclusion stérique ont été réalisées en utilisant une pompe HPLC 

(Agilent Technologies, Séries 1100, Waldbronn, Allemagne) fournissant un débit stable de 0,7 mL.min-1. 

Les colonnes Superdex Peptide HR 10/30 (10 mm x 300 mm x 13µm) et Superdex 200 HR 10/30 (10 x 

300 mm x 13µm) ont été achetées chez Amersham Biosciences (Uppsala, Suède). 

 

2.6.2. HPLC capillaire 

Les séparations en HPLC capillaire ont été réalisées en utilisant une pompe HPLC capillaire (Ultimate, 

Dionex, Sunnyvale, USA). Une colonne HPLC capillaire de phase inverse de 300 µm de diamètre interne 

(C18 PepMap, 300 µm id x 15 cm, 3 µm, LC Packings, Sunnyvale, USA) avec un débit de 4 µL.min-1 a 

été utilisée. Les injections ont été faites avec une unité d’injection automatisée (Famos, Dionex, 

Sunnyvale, USA) permettant des injections d’échantillons reproductibles soit de 500 nL pour les 

expériences de capHPLC-ICP-MS ou de 1 µL pour les expériences de capHPLC-ESI-MS. Toutes les 

connexions de la pompe à l’unité d’injection et de l’unité d’injection à la colonne sont faites de capillaires 

en silice fondue de diamètre interne 50 µm. Les connexions de la colonne au nébuliseur sont faites de 

capillaire en silice fondue (75 µm id, 280 µm od, LC Packings, Sunnyvale, USA) pour éviter une 

dispersion de l’échantillon. 

 

2.6.3. NanoHPLC  

Les séparations en nanoHPLC ont été réalisées en utilisant une pompe nanoHPLC (Agilent, Technologies, 

Waldbronn, Allemagne) fournissant un débit stable de 300 nL.min-1. Les injections ont été faites avec une 

unité d’injection automatisée (Agilent, Technologies, Waldbronn, Allemagne). Une nanocolonne de phase 

inverse (C18 PepMap 100, 75 µm id x 15 cm, 3 µm, LC Packings, Sunnyvale, USA) avec une étape de 

préconcentration sur cartouche de phase inverse (C18 PepMap 100, 300 µm x 5 mm, LC Packings, 

Sunnyvale, USA) a été employée.  
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2.7. Couplages des chromatographies analytiques à l’ICP-MS. 

Les analyses en HPLC-ICP-MS, capHPLC-ICP-MS et nanoHPLC ICP-MS ont été faites avec un ICP-MS 

Agilent 7500ce (Yokogawa Analytical Systems, Tokyo, Japon) équipé d’une cellule de collision avec 

respectivement un nébuliseur concentrique, un micronébuliseur DS-5 (CETAC, Omaha, NE) et un 

nanonébuliseur nDS-200. Le micronébuliseur à consommation totale équipé d’une chambre de 

nébulisation de faible volume mort de l’ordre de 8 cm3 permet de délivrer des débits de l’ordre du  

µL.min-1. Le nanonébuliseur équipé d’une chambre de nébulisation de faible volume mort de l’ordre de 3 

cm3 permet de nébuliser de façon stable et continue des débits compris entre 50 et 450 nL.min-1. Les 

différentes caractéristiques des systèmes chromatographiques utilisés sont décrites dans le Tableau 11. 

 

Tableau 11 : Chromatographies analytiques utilisées et leurs caractéristiques. 

 

Pompes Colonnes Nébuliseur Débit 

HPLC (1100 series, 

Agilent Technologies, 

Waldbronn, Allemagne) 

- Superdex Peptide HR 10/30 (10 mm x 300 mm x 13µm) 

(Amersham Biosciences, Suède) 

- Superdex 200 HR 10/30 (10 x 300 mm x 13µm) 

(Amersham Biosciences, Suède) 

Concentrique 

(Meinhard Associates, 

California, USA) avec 

une chambre de 

nébulisation Scott à 

double passage 

0,7 mL.min-1 

HPLC capillaire 

(Ultimate, Dionex, 

Sunnyvale, CA) 

Colonne capillaire de phase inverse (C18 PepMap, 300 

µm x 15 cm, 3 µm, Dionex) 
DS-5 5µL. min-1 

NanoHPLC 

(1100 series, Agilent 

Technologies, Waldbronn, 

Allemagne) 

- Colonne de phase inverse (Agilent Zorbax 300SB-C18, 

75µm x 150mm, 3.5µm) 

- Cartouche de préconcentration : colonne de phase 

inverse (C18 PepMap100, 300 µm x 5µm, Dionex, 

Sunnyvale, CA) 

nDS-200 

 300 nL.min-1 
 

 

 5µL.min-1 

 

 

2.8. Spectrométrie de masse à ionisation MALDI 

Un MALDI-TOF MS Voyager-DE STR (Applied Biosystems, Foster City, CA) a été utilisé en mode 

linéaire avec un délai d’extraction pour les mesures en masse de 3500 à 60000 Da et en mode réflectron 

avec un délai d’extraction pour les mesures en masse de 500 à 3500 Da. 
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2.9. Spectrométries de masse à ionisation électrospray 

Les spectres de masse de la calmoduline séléniée ont été obtenus en utilisant un spectromètre de masse 

exclusivement quadripolaire à ionisation électrospray API 300 (Perkin-Elmer SCIEX, Thornhill, ON, 

Canada) avec une introduction de l’échantillon par une pompe munie d’une seringue de modèle 22 

Harvard (Instech Laboratories, Inc., Winsum, Pays-Bas). Dans les autres analyses de protéines entières 

(thiorédoxine réductase, glutathione peroxydase), les spectres de masse ont été obtenus avec un 

spectromètre de masse hybride quadripôles et temps de vol Q-TOF (QSTAR XL, Applied Biosystems, 

Foster City, CA) équipé d’une source microionspray ou nanospray. 

Les expériences en capHPLC et nanoHPLC couplées à l’ESI-MS/MS ont été réalisées en utilisant un 

spectromètre de masse en tandem Q-TOF (QSTAR XL, Applied Biosystems, Foster City, CA) équipés 

respectivement d’une source microionspray et d’une source nanoionspray (Applied Biosystems, Foster 

City, CA). Le Q-TOF comporte une cellule de collision à haute pression accélérant linéairement les ions 

(LINAC) afin de les stocker et les envoyer sous forme de paquets d’ions vers le TOF. Ceci permet 

d’obtenir une sensibilité et une résolution plus élevée et améliore la précision en masse. Le logiciel 

Analyst QS a été utilisé pour le traitement des données.  

 

 94



II- Matériel et méthodes 

3 : Procédures et conditions expérimentales 

3.1. Préparation de l’étalon sélénié 

3.1.1. Surexpression de la calmoduline séléniée  

La souche Escherichia coli MG1655 pVU1- CaM a été cultivée toute une nuit à 37°C dans 100 mL de 

milieu LB (Luria – Broth) contenant 1 g de tryptone, 0,5 g d’extrait de levure et 10 mg d’ampicilline. Les 

cellules ont été centrifugées à 15000 rpm pendant 20 min. Le culot a été lavé avec du milieu M9 et 

resuspendu dans un volume du même milieu. La suspension cellulaire a été utilisée pour inoculer 2 L de 

milieu M9 additionné de glucose (0.2% w/v) et d’ampicilline (100 µg.mL-1). Les cellules ont été cultivées 

à 37°C avec agitation à 100 rpm. Quand la culture atteint une densité optique à 600 nm de 0,5, 

l’expression de la calmoduline sélénométhionylée a été induite par 50 µg.mL-1 d’isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside (IPTG) en présence de 1 mM de L-SeMet. L’expression de la calmoduline a été 

effectuée pendant 3H à 37°C. Les bactéries ont été récupérées par centrifugation à 15000 rpm pendant 20 

min. Les culots cellulaires ont ensuite été stockés à -80°C.   

 

3.1.2. Purification de la calmoduline séléniée 

Les suspensions cellulaires et les extraits protéiques ont été conservés à 4°C durant l’entière procédure. 

Les protéines ont été détectées tout au long du processus de purification par mesure de leur absorbance à 

280 nm. Une quantité de 5,5 g de cellules (conservées à -80°C) a été décongelée dans 16,5 mL de tampon 

d’extraction (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 200 µg.mL-1 DNase). Les cellules ont été cassées par 

un passage au travers de la presse de French à 40000 psi. Le matériel insoluble a été enlevé par 

centrifugation à 15000 rpm pendant 30 min. à 4°C. 5 mM CaCl2 ont été ajouté au surnageant, ici appelé 

extrait brut puis le tout a été incubé 10 min dans de la glace. L’extrait brut (15 mL) a été injecté sur une 

colonne Phenyl-Sepharose CL 4-B à 1 mL.min-1 équilibrée avec du tampon A (25 mM Tris HCl pH 7.5, 1 

mM CaCl2, 1 mM DTT). La colonne a ensuite été lavée avec 40 mL de tampon A et 40 mL de tampon B 

(tampon A + 0,2 M KCl) pour enlever les protéines liées non spécifiquement. La calmoduline séléniée 

(SeMet-CaM) a été éluée par 100 mL de tampon C (25 mM Tris HCl, pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM DTT). 

Par la suite, la colonne a été lavée avec 40 mL de tampon A. Les fractions contenant la SeMet-CaM ont 

ensuite été complétées avec 5 mM CaCl2 et chargées sur une colonne RESOURCE PHE préalablement 

équilibrée avec 4 mL de tampon A puis 4 mL de tampon B. La SeMet-CaM a été éluée avec 5 mL de 

tampon C. Les fractions contenant de la SeMet-CaM ont été conservées à -80°C.  
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3.2. Préparation des milieux de culture en anoxie 

3.2.1. Milieu de culture d’Escherichia coli pour l’expression de la formiate déhydrogénase 

Le milieu LB (Luria – Broth) (10 g.L-1 de tryptone, 5 g.L-1 d’extrait de levure et 10 g.L-1  de NaCl) est 

préparé dans une fiole conique (Figure 29) puis stérilisé à l’autoclave pendant 21 minutes à 121°C sous 

une pression de 1 bar. Dès la sortie de l’autoclave, le milieu est refroidi sous gaz (mélange N2/CO2 dans 

un rapport 9/1 (v/v)) jusqu’à température ambiante. Les solutions suivantes sont alors ajoutées 

stérilement : 

•  5 µM de Na2SeO3  

•  2 µM de Na2MoO4.2H2O  

•  0.8% (w/v) glucose  

•  30 mg.L-1 chloramphénicol.  

 

3.2.2. Milieu de culture de Desulfococcus multivorans DSM 2059 pour l’expression de sélénoprotéines 

Un milieu liquide synthétique de composition suivante a été préparé : 0,25 g de KH2PO4, 0,5 g de NH4Cl, 

0,05 g de CaCl2.2H2O, 1,42 g de Na2SO4, 10 g de NaCl, 0,6 g de MgSO4.7H2O, 1,5 g de MgCl2.6H2O, 1 

mL solution SL12 sans EDTA et 940 mL H20 de qualité ultrapure. La solution d’oligo-éléments SL12B 

sans EDTA (317) contient pour 1 L d’eau distillée : 1,1 g de FeSO4.7H2O, 190 mg de CoCl2.6H2O, 50 mg 

de MnCl2.2H2O, 42 mg de ZnCl2, 24 mg de NiCl2.6H2O, 18 mg de Na2MoO4.2H20, 300 mg de H3BO3, 2 

mg de CuCl2.2H2O. La solution est stérilisée à l’autoclave à 121°C pendant 20 minutes, puis stockée à 

l’obscurité. Le milieu est préparé dans une fiole conique (Figure 29) puis stérilisé à l’autoclave pendant 21 

minutes à 121°C sous une pression de 1 bar. Dès la sortie de l’autoclave, le milieu est refroidi sous gaz 

(mélange N2/CO2 dans un rapport 9/1 (v/v)) jusqu’à température ambiante. Les solutions suivantes sont 

alors ajoutées stérilement : 

• Solution de NaHCO3 : 2.5 g de NaHCO3 dans 50 mL d'eau distillée, préparée dans un tube fermé 

hermétiquement par un bouchon en butyl sous atmosphère de N2/CO2 (9/1 v/v) et stérilisée à l'autoclave 

(20 min., 121°C). 

• Solution de Na2S.9H2O : 0.2 g (800 μM) de Na2S.9H2O dans 10 mL d'eau distillée, préparée dans 

un tube fermé hermétiquement par un bouchon en butyl sous atmosphère d'argon ou d'azote et stérilisée à 

l'autoclave (20 min., 121°C). 

• Solution de vitamine V7 stérilisée par filtration (0.2 µm) :1 mL. 

•  150 nM de Na2MoO4.2H2O 
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•  20 nM de Na2SeO3  

•  Benzoate de sodium (10 mM) stérilisé par filtration (0.2 µm) ou lactate de sodium (30 mM) 

stérilisé par filtration (0.2 µm). 

La solution de vitamines V7 contient pour 1 L d’eau distillée : 2 mg de biotine; 10 mg de p-

aminobenzoate, 10 mg de thiamine; 5 mg de pantothénate; 50 mg de pyrodoxamine, 20 mg de vitamine 

B12et 20 mg de nicotinate. La solution est stérilisée par filtration (membrane filtrante de porosité 0,2 µm) 

et stockée à l’obscurité. 

Le milieu est ajusté à pH=7.3 à l'aide de solutions stériles de H2SO4 et/ou NaOH (1M). Le milieu est 

ensuite distribué dans des flacons de type pénicilline bouchés avec du coton et préalablement stérilisés au 

four Pasteur (170°C, 30 min.). Les flacons sont remplis aux deux tiers, fermés par des bouchons butyls, 

sertis avec une capsule en aluminium, puis gazés stérilement avec un mélange N2/CO2 (rapport 9/1 (v/v)) 

et stockés à l'obscurité. Un léger précipité noir de sulfure de fer doit apparaître dans les 24 heures suivant 

la préparation du milieu. 

 

Prélèvements
(ajustement du pH)

N2/CO2 (9/1)

Addition
de solutions 

stériles

Milieu de culture

Agitation magnétique

Cloche de verre 
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clippés

Prélèvements
(ajustement du pH)

N2/CO2 (9/1)

Addition
de solutions 

stériles

Milieu de culture

Agitation magnétique

Cloche de verre 
stérile

Pour la distribution 
en 

Flacons vissés ou 
clippés

 

   

Figure 29 : Fiole conique utilisée pour la préparation et la distribution des milieux en anoxie. 
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3.3. Préparation des extraits protéiques bruts 

3.3.1. Expression de la formiate déshydrogénase chez Escherichia coli et préparation des extraits 

cellulaires 

Les cellules ont été cultivées à 37°C sans agitation dans le milieu de culture LB modifié et préparé comme 

précédemment décrit. Lorsque la culture a atteint une densité optique à 600 nm de 0,12 ; l’expression de la 

FDH a été induite par 30 mM de formiate de sodium. Après une incubation de 3 h, les cellules ont été 

collectées par centrifugation à 15 000 rpm pendant 20 min à 4 °C et resuspendues dans 2 mL de tampon 

d’extraction (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM DTT, 200 µL d’un cocktail d’inhibiteur de protéases. Les 

cellules ont ensuite été cassées par un passage au travers de la presse de French à 40000 psi. Le matériel 

insoluble a ensuite été enlevé par centrifugation à 15000 rpm pendant 30 min à 4°C. 30 µL de DNase I à 1 

mg.mL-1 et 30 µL de RNase A à 250 µg.mL-1 dans 50 mM MgCl2 ont été ajoutés au surnageant et incubé 

10 min à 4°C. La concentration protéique dans le surnageant a été estimée à 14.6 mg.mL-1 par la méthode 

de Bradford en utilisant l’essai Bio-Rad Protein®. 

 

3.3.2. Conditions de culture de Desulfococcus multivorans DSM 2059 pour l’expression de 

sélénoprotéines et préparation des extraits 

D. multivorans a été fournie par le Pr Matthias Böll en croissance active dans un milieu de culture liquide 

avec du benzoate comme seule source de carbone et d’énergie. Cette culture a été ensemencée dans le 

milieu synthétique préparé dans les conditions décrites précédemment. La culture a été effectuée à 30°C, 

sans agitation et à l’obscurité. L’H2S accumulé au cours de la croissance bactérienne a été expulsé par 

dégazage stérile quotidien avec un mélange N2/CO2 (un rapport 9/1 (v/v)). La croissance bactérienne a été 

contrôlée par mesure de la turbidité bactérienne à la DO600 nm. 

Durant toute la procédure, les suspensions cellulaires et les extraits protéiques ont été conservés à 4°C. 

Les extraits ont été effectués sur des cultures de 15 mL en phase exponentielle de croissance (DO600 = 

0.25). Après précipitation des protéines avec 5% (v/v) d’acide trichloroacétique (TCA), le culot protéique 

a été récupéré par 30 min de centrifugation à 10000 rpm. Ce culot a ensuite été lavé d’éventuelles 

impuretés deux fois avec 10% (v/v) de TCA et deux fois avec de l’acétone glacial avant d’être séché à 

l’air. Les protéines ont ensuite été analysées en 1D SDS-PAGE. 
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3.4. Préparation de la sélénoprotéine glutathione peroxydase 

L’échantillon de 4,2 mg de solide avec une activité de 123 unités / mg de solide et 673 unités / mg de 

protéines a été resuspendu dans 1 mL de Tris (hydroxymethyl) aminomethane hydrochloride à 50 mM 

contenant 1 mM de DTT (pH 7,5). 

3.4.1. Stabilisation de la sélénoprotéine glutathion peroxydase par alkylation 

Un aliquote de 0,5 mL de la solution de GPx a été incubée dans 1 mL d’urée à 5,4 M contenant 3 µL de 

DTT à 0,125 M pendant 2 h. 12 µL d’iodoacétamide ont été ajoutés et laissés 1,5 h à température 

ambiante pour la réaction d’alkylation (carboxyméthylation). L’iodoacétamide résiduel a été détruit par 

addition de 12 µL de DTT et incubé pendant 40 min.  

 

3.4.2. Digestion tryptique de la GPx alkylée en solution  

Un aliquote de 500 µL de GPx alkylée a été dilué 10 fois avec de l’eau dans le but de réduire la 

concentration d’urée à 0,6M. Un aliquote de 3 µL d’une solution de trypsine à 1mg/mL a été ajouté dans 

le but d’obtenir un rapport trypsine sur protéine de 1/40 (w/w). La digestion a été effectuée sur la nuit à 

37°C. La réaction a été stoppée par addition de 5 µL d’acide acétique. Le volume d’échantillon a été réduit 

à 100 µL en utilisant un système de séchage sous vide (“speed vac system”). Un aliquote de 30 µL de 

l’échantillon a été injecté sur la colonne d’exclusion stérique couplée à un système de détection ICP-MS 

dans le but de vérifier le profil sélénié du digestat tryptique. Un aliquote de 70 µL de l’échantillon a été 

injecté et la fraction séléniée correspondant aux peptides séléniés a été collecté, séché avec un système de 

séchage sous vide puis resolubilisé dans 10 µL d’eau. Des aliquotes de 2 et 3 µL ont été analysés par 

HPLC en phase inverse avec détections parallèles ICP-MS et ESI MS/MS. 

 

3.5. Quantification du sélénium par ICP-MS 

La concentration de sélénium dans les différents échantillons protéiques (thiorédoxine réductase, 

glutathione peroxydase, calmoduline séléniée, extraits protéiques bruts) a été déterminée par ICP-MS 

selon la méthode des ajouts dosés ou par étalonnage externe. Les ajouts ont été réalisés à partir d’une 

solution étalon de sélénium à 1000 g.L-1 (diluée si nécessaire) contenant 10 µg.L-1 de Rh servant d’étalon 

interne. Cette solution étalon a été également utilisée pour réaliser une droite d’étalonnage sur une gamme 

de concentration de 0 à 50 µg.L-1 de Se.  
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3.6. Électrophorèses sur gel 

3.6.1. 1D SDS-PAGE 

Les 1D SDS-PAGE ont été réalisées selon le protocole décrit par Laemmli (175). Les protéines précipitées 

ont été dissoutes dans une solution contenant 50 mM de tampon Tris (pH 7,5), 1 mM EDTA, 2% (w/v) 

SDS, 15% (v/v) glycérol, 0.01% (w/v) bleu de bromophénol et 5% (v/v) β- mercaptoéthanol, chauffées 

pendant 5 min à 95°C et chargées sur le gel. L’électrophorèse a été réalisée dans 25 mM de Tris contenant 

3.5 mM SDS et 192 mM L-glycine à 180 V pendant 45 min. Après électrophorèse, le gel a été rincé avec 

de l’eau ultrapure (18,2 MΩ.cm-1), coloré avec 0.25 g.L-1 Coomassie Blue G-R250 (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, San Francisco, USA) dans 10 % (v/v) d’acide acétique dissous dans 25 % de méthanol et séché 

sous vide pendant 2 h sur un papier filtre. Une feuille de papier Saran a été déposée à la surface du gel 

pour le protéger des contaminations avant analyse. Les masses moléculaires apparentes des protéines ont 

été déterminées par une solution de marqueurs de poids moléculaires (Amersham Biosciences) contenant 

les six protéines suivantes : α-lactalbumin (14.4 kDa), inhibiteur de la trypsine (20.1 kDa), anhydrase 

carbonique (30.0 kDa), ovalbumine (45.0 kDa), albumine (66.0 kDa) et phosphorylase b (97.0 kDa). 

3.6.2. 2D SDS-PAGE  

1,34 µg de calmoduline séléniée ont été solubilisés dans une solution contenant 8 M d’urée, 4% (w/v) de 

CHAPS (Amersham Biosciences), 60 mM de DTT (dithiothreitol, Amersham Biosciences), 2% (v/v) 

Pharmalyte®  pH 3−10 (Amersham Biosciences) et 0.0002% (w/v) bleu de bromophénol. L’échantillon a 

ensuite été centrifugé 10 min à 15000 rpm pour enlever toutes particules ou protéines précipitées. La 

première dimension IEF a été effectuée avec une bandelette Immobiline® réhydratée avec 125 µL de 

surnageant pendant 12 h à 20 °C. La focalisation isoélectrique des protéines a ensuite été réalisée par un 

gradient de tension de 500 V pendant 30 min, suivie par 1000 V pendant 30 min et d’un gradient linéaire 

jusqu’à 5000 V pendant 1 h 40 min. Avant d’effectuer la seconde dimension en électrophorèse, les 

bandelettes ont été équilibrées 15 min dans du tampon 1,5 M tris pH 8.8, 6 M d’urée, 2% (w/v) de SDS, 

30% (w/v) de glycérol, 0.0002% (w/v) de bleu de bromophénol et 65 mM DTT. Les bandelettes sont 

ensuite placées sur un gel de polyacrylamide à 12,5 % et scellées par 1% (w/v) d’agarose préalablement 

liquéfiés par chauffage. L’électrophorèse a été réalisée dans 25 mM de Tris contenant 3.5 mM SDS et 192 

mM L-glycine à 180 V pendant 55 min. Les mêmes marqueurs de taille moléculaire et la même procédure 

de détection des protéines au bleu de Coomassie qu’en 1D SDS-PAGE ont été utilisés.  
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3.7. Ablation laser ICP-MS 

Les gels séchés ont été coupés en sections de 3,75 cm x 1 cm pour rentrer dans la cellule d’ablation. Le 

papier sur lequel repose le gel a été fixé sur une plaque en aluminium par un ruban adhésif double face. 

Cette opération empêche le gel de se recroqueviller sur lui-même, maintenant ainsi une surface horizontale 

parfaitement plane durant l’ablation laser. Les conditions d’ablation laser sont répertoriées dans le Tableau 

12. Les lasers ont été couplés soit avec un ICP-MS X7 soit avec un ICP-MS 7500 cs. Les isotopes suivis 

en ICP-MS sont 52Cr, 53Cr, 63Cu, 65Cu, 77Se, 78Se, 80Se, 82Se, 124Xe, et 126Xe. 

Tableau 12 : Conditions expérimentales d’ablation laser. 
 ALFAMET CETAC LSX 100 

Vitesse de déplacement de 

l’échantillon en µm/s 

50  60  

Vitesse de déplacement latéral du 

faisceau en µm/s 

100 0 

Fréquence de tirs en Hz 10000 20 

Fluence en J.cm-2 13 14 

Energie par impulsion en µJ 39 1600  

Défocalisation en µm  

(en dessous de la surface)  

50 1000 

Largeur d’ablation attendue en µm 2000 130 

Gaz de transport dans la cellule He He 

 

Les couplages entre un laser et les ICP-MS ont nécessité des interfaces différentes schématisées en Figure 

30. Une question clé est la partition du débit de gaz vecteur (~1 L.min-1) entre la cellule d’ablation pour 

une haute efficacité de transport, et le nébuliseur pour assurer la formation d’un aérosol stable pour 

l’optimisation de l’ICP-MS. Ceci a été obtenu pour un débit de gaz nébuliseur entre 0,4 et 0.6 L.min-1 et 

un flux dans la cellule d’ablation autour de 0.6 L.min-1. Lors des réglages instrumentaux (étalonnage en 

masse, optimisation des lentilles et de débit de gaz vecteur, etc..), une solution multiélémentaire à 1 µg.L-1 

(Li, Y, In, Ce, Tl) est nébulisée par un nébuliseur ultrasonique (U5000AT+, Cetac). L’optimisation de la 

cellule de collision a été effectuée avec de l’hélium et hydrogène introduits comme gaz collisionnels. Le 

rapport He/H2 a été optimisé pour obtenir un signal bruit de fond 40Ar40Ar+ minimal (< 100-200 coups) et 

un signal 115In maximal. Après l’étape d’optimisation et durant l’ablation du gel, la nébulisation 

ultrasonique a été éteinte pour éviter d’obstruer la torche de l’injecteur par des particules de gel humides. 

Les conditions expérimentales optimisées de l’ICP - MS sont données dans le Tableau 13.  
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ICP

ICP

a)

Particules ablatées 
+ He 0,45 L.min-1             

+ Xe 5 mL.min-1

O2  5 % 

Particules ablatées      
+ He 0,48 L.min-1           

+ Xe 5 mL.min-1

Ar

Ar

HNO3  2 %  ou solution 
d’optimisation + Ar 0,6 L.min-1

b)

HNO3  2 %  ou solution 
d’optimisation + Ar 0,71 L.min-

1

 

Figure 30 : Schémas des interfaces (connecteur et torche) entre la sortie laser et l’ICP. 
(a) : Interface pour l’ICP-MS X7 Thermo Electron en configuration ablation laser. Une torche à double 

entrée (Thermo Electron, Winsford, UK) avec un connecteur à simple entrée sont utilisés.  

(b) : Interface de l’ICP-MS 7500 Agilent en configuration ablation laser. Une torche à simple entrée avec 

un connecteur à triple entrée sont utilisés). 
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Tableau 13 : Conditions expérimentales de l’ICP-MS à ablation laser. 
 

ICP-MS X7 Série CCT (Thermo Electron) 7500 (Agilent technologies) 

Cônes  Nickel Platine 

Torche 2 entrées avec un injecteur de diamètre 

interne 1,5 mm 

1 entrée avec un injecteur de diamètre 

interne 1,5 mm 

Chambre de nébulisation  2°C 2°C 

Débit de gaz de nébulisation (Ar) 0,71 L.min-1 0,6 L.min-1 

Débit de gaz de transport (He) 0,45 L.min-1 0,48 L.min-1 

Débit de gaz auxiliaire (Ar) 0,7 L.min-1 0,9 L.min-1 

Débit de gaz plasmagène (Ar)  15 L.min-1 15 L.min-1 

Puissance radiofréquence 1400 W 1500 W 

Isotopes (temps d’acquisition) 77, 78, 80, 82 (110 ms) pour Se 

63, 65 (20 ms) pour Cu 

52, 53, 124, 126 (10 ms) pour Cr et Xe 

77, 78, 80, 82 (110 ms) pour Se 

63, 65 (20 ms) pour Cu 

52, 53, 124, 126 (10 ms) pour Cr et Xe 

Débit de H2 CCT 0,36 mL.min-1 4 mL.min-1 

Débit de He CCT 4 mL.min-1 0 mL.min-1 

 

3.8. Spectrométries de masse à ionisation électrospray et MALDI de protéines entières 

Les échantillons collectés après la procédure de purification de la calmoduline séléniée ont été dessalés 

par chromatographie de phase inverse sur des micro colonnes de phase C4 dans des cônes ZipTip 

(Millipore, Billerica, MA) selon les recommandations du constructeur et séchés en utilisant un DNA 

Speed Vac (Model DNA120, Thermo Quest, NY, USA) pendant 4 h. Les résidus secs contenant la 

SeMet–CaM ont été dissous dans 100 µL de méthanol 50 % (v/v) contenant à 0,1 % TFA (v/v). Les 

spectres ESI MS ont été acquis avec un spectromètre API 300 dans les conditions analytiques décrites 

dans le Tableau 14. 

Les solutions de thiorédoxine réductase, de glutathion peroxydases non stabilisées et stabilisées par 

alkylation ont été analysées par un spectromètre Q STAR XL dans les conditions analytiques répertoriées 

dans Tableau 14. 

Les calibrations en masses des spectromètres API 300 et Q STAR XL ont été effectuées par infusion 

d’une solution de rénine porcine à 2 pmoles/μl (M = 1757,9). L'étalonnage se fait à partir des ions multi-

chargés. Les analyses MALDI-TOF-MS ont été effectuées dans les conditions analytiques données dans le 
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Tableau 15. Les calibrations en masses en MALDI-TOF-MS ont été effectuées avec un mélange 

d’insuline (M = 5734.59), de thiorédoxine (M = 11674.48) et d’apomyoglobine (M = 16952.56). 

 

Tableau 14 : Conditions analytiques pour l’analyse de protéines entières par ESI MS. 
 

 

ESI MS 
Q STAR XL 

Source Microspray 

Q STAR XL 

Source Nanospray 

API300            

Source Ionspray 

Mode d’analyse Positif Positif Positif 

Tension de l’ionspray 4500 V 1200 V 5000 V 

Tension de l’orifice 60 V 60 V 50 V 

Tension du détecteur 2200 V 2200 V 2700 V 

Masses balayées (m/z) 800-2000 uma 800-1800 uma 800-2300 uma 

Temps d’intégration 10 ms 10 ms 10 ms 

Tableau 15 : Conditions analytiques pour l’analyse de protéines et peptides par MALDI TOF MS. 
 

 

MALDI-TOF-MS Voyager-DE-STR 

Mode d’analyse 
Linéaire (masses > 15000 Da) 

Reflectron (masses < 15000 Da) 

Tension (accelération) 20 kV 

Tension (grid) 94 % 

Fréquence 20 Hz 

Nombre de tirs par spectre 1000 

Mode d’extraction Retardé (1000 ns) 
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3.9. Digestion enzymatique des protéines séléniées dans le gel 

Le protocole utilisé est basé sur la méthode développée par Aebersold et al (194). Le morceau de gel 

contenant la protéine séléniée a été excisé et décoloré avec deux volumes de 100 mM de bicarbonate 

d’ammonium/ 50 % d’acétonitrile durant 45 min. Il a été placé pendant 5 min à température ambiante dans 

un volume de 100 % d’acétonitrile (150µl) puis séché pendant 10 min à 30°C. 10 µL de solution de 

trypsine (1 mg.mL-1 de trypsine dans 50 mM d’acide acétique) ont été préparés et dilués avec 790 µL de 

40 mM de NH4HCO3 et 5 mM de CaCl2 dans 10 % (v/v) d’acétonitrile pour avoir une concentration finale 

de 12.5 µg.mL-1. Le morceau de gel a été réhydraté dans un volume minimum de la solution de trypsine 

(soit 30 µL) à 4°C pendant 45 min. La solution de trypsine n’ayant pas pénétré dans le gel est remplacée 

par du tampon sans trypsine puis l’échantillon est incubé 17 h à 37°C pour digestion tryptique. Les 

peptides sont ensuite extraits du morceau de gel par agitation rapide  en trois étapes : premièrement avec 

150 µl d’eau pendant 10 min et puis deux fois avec 5 % (v/v) de TFA dans 50 % (v/v) d’acétonitrile durant 

60 min. Les trois extraits sont rassemblés et le liquide est évaporé sous vide (model DNA120, Thermo 

Quest, NY) pendant 2 h. L’échantillon est conservé à -20°C. Les échantillons ont été repris dans un 

minimum d’eau Milli-Q (> 18,2 MΩ.cm-1) contenant soit 0,1 % de TFA. 

 

Elimination 
du liquide

Elimination du 
liquide par 

séchage 10 min à 
30°C

Décoloration :100 mM de NH4HCO3
dans 50% d’acétonitrile (2x 45 min)

100 %  d’acétonitrile (5 min 
à température ambiante)

Réhydratation dans une solution 
de trypsine à 12,5 µg.mL-1  

Incubation : 45 min à 4°C

Puis élimination de la 
solution en excès

40 mM de NH4HCO3 et 5 mM de CaCl2
dans 10 % d’acétonitrile

Incubation :    
17 H à 37°C

Eau + agitation

(10 min à température ambiante)

5 % de TFA + 50 % d’acétonitrile 

(60 min à température ambiante) x2

Agitation : 1H à 
température ambiante

Première extraction des 
peptides hors du gel

Peptides 
extraits du gel

Seconde extraction des 
peptides

 

Figure 31 : Protocole de digestion enzymatique dans le gel. 
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3.10. Analyse en chromatographies d’exclusion stérique-ICP-MS des protéines et peptides séléniés 

Les composés séléniés ont été séparées sur des colonnes Superdex 200 HR 10/30 et Superdex peptide HR 

10/30 avec une phase mobile constituée de 200 mM d’ammonium acétate au pH 7,8 à un débit de 0,7 

mL.min-1. La colonne Superdex 200 a été calibrée avec la thyroglobuline (670 kDa), la ferritine (474 

kDa), la transferrine (90 kDa), l’ovalbumine (43 kDa), la calmoduline séléniée (17 kDa) et la 

sélénocystine (334 Da). Les conditions ICP-MS utilisées pour les couplages SEC ICP-MS sont données 

dans le Tableau 17. Les analyses ont été effectuées avec 100 µL d’échantillon. 

3.11. Analyse en capillaire LC-ICP-MS et nanoLC-ICP-MS des peptides séléniés 

Les conditions chromatographiques utilisées sont listées dans le Tableau 16. L’isotope 80Se a été mesuré 

en ICP-MS dans le but de détecter les peptides contenant du sélénium. Les conditions de mesure en ICP-

MS (débit de gaz nébuliseur, puissance rf et tension des lentilles) ont été optimisées quotidiennement en 

utilisant une solution multiélémentaire (Li, Y et Tl) pour trouver les meilleurs paramètres ICP-MS par 

rapport à la position de la torche, aux tensions des lentilles, puissance rf, à la calibration en masse, au 

refroidissement et aux flux auxiliaires. Les conditions ICP-MS optimisées sont données en Tableau 17. 

Tableau 16 : Conditions analytiques optimales des HPLC pour les différents couplages. 
 

Instrumentations HPLC capillaire ICP-MS NanoHPLC ICP-MS 

Phases mobiles 
A : 0,05 % TFA + eau 

B : 0,05 % TFA + acétonitrile 

A : 0,05 % TFA + eau 

B : 0,05 % TFA + acétonitrile 

Gradient 

0–3 min 5% B isocratique, 

3–10 min 5–20% B linéaire, 10–

40 min 20–60% B linéaire, 

40–41 min 60–90% B linéaire, 

41–45 min 90% B isocratique, 

45–50 min 90-5% B linéaire. 

0–3 min 5% B isocratique, 

3–10 min 5–20% B linéaire, 10–

60 min 20–90% B linéaire, 

60–65 min 90% B isocratique, 

65–70 min 90-5% B linéaire. 

Solution d’optimisation 

5 µg L-1 de Li, de Y, et de Tl 

ajoutée aux phases mobiles A et 

B 

200 µg L-1 de Li, de Y, et de Tl 

ajoutée aux phases mobiles A et 

B 

Débit en sortie de colonne 5 µL.min-1 200 nL.min-1 

Débit de la cartouche de 

préconcentration 
5 µL.min-1 5 µL.min-1 
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Tableau 17 : Conditions expérimentales de l’ICP-MS couplé à l’HPLC, la capHPLC ou la 
nanoHPLC. 

 

ICP-MS (Agilent 7500ce) 

Puissance rf 1500 W 

Cônes Nickel 

Octopôle bias -18 V 

Quadrupôle bias -17 V 

Débit de gaz auxiliaire (Ar) 0,9 L.min-1 

Débit de gaz plasmagène (Ar) 15 L.min-1 

Débit du gaz de nébulisation 1.05 L.min-1

Débit du gaz de la cellule de 

collision 
3.8 mL.min-1 H2 

Isotopes (temps d’acquisition) 77, 78, 80, 82 (110 ms) 

 

3.12. Analyse en nanoLC-ESI MS/MS des peptides séléniés. 

Les conditions chromatographiques sont les mêmes que celles utilisées en nano LC ICP-MS listées en 

Tableau 16. Les conditions en ESI MS/MS sont listées dans le Tableau 18. 

Tableau 18 : Conditions expérimentales de la nanoLC ESI-MS/MS. 
 

ESI MS/MS 
Q STAR XL             

Source nanospray 

Mode d’analyse Positif 

Tension de l’ionspray 1800 V 

Tension de l’orifice 60 V 

Tension du détecteur 2200 V 

Gamme de masses balayée (m/z) 300-1800 uma 

Temps d’intégration 10 ms 
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CHAPITRE 3 : RESULTATS ET DISCUSSIONS 

1 : Le problème de disponibilité des étalons protéiques séléniés  

Au début de ces travaux de thèse, la seule sélénoprotéine commercialement disponible était la glutathion 

peroxydase qui présente un seul résidu sélénocystéyl dans sa séquence. Cette protéine est vendue 

lyophilisée par le fournisseur sans apporter d’information sur sa pureté et son contenu en sélénium ce qui 

pose un problème en raison de l’instabilité connue de la sélénocystéine après oxydation (248). De plus, le 

développement de méthodes analytiques avec une telle protéine nécessite bien entendu une consommation 

et un coût conséquents ce qui nous a conduit à envisager d’autres solutions pour accéder à des étalons 

protéiques contenant du sélénium. Trois solutions ont été envisagées : la synthèse chimique de protéines 

contenant du sélénium, la purification de protéines contenant du sélénium à partir d’un échantillon naturel 

ou la biosynthèse recombinante avec un système de surexpression. Différentes méthodes de synthèse 

chimique ont été décrites. En général, ces méthodes consistent en la synthèse chimique de sélénopeptides 

suivie de leur ligation dans une protéine cible. Ces synthèses se font en plusieurs étapes difficiles à 

maîtriser en raison de la haute réactivité de la sélénocystéine. Les procédures de purification à partir de 

sources naturelles sont souvent longues, laborieuses et aboutissent à de faibles rendements de purification 

ce qui rend difficilement envisageable cette solution. Certaines sélénoprotéines ont toutefois été purifiées 

pour des analyses ESI-MS ou MALDI-MS à partir de sérum (ex : selenoprotein P) (318) alors que les 

protéines séléniées SIP18 et HSP12 contenant de la sélénométhionine l’ont été à partir de la levure 

séléniée (319). En ce qui concerne les sélénoprotéines, les plasmides portant les gènes codant pour ces 

sélénoprotéines sont difficiles d’accès. La transfection de cellules eucaryotes pour la surexpression de 

sélénoprotéines eucaryotes est une possibilité mais a jusqu’ici été limitée par les faibles rendements 

obtenus. En 1992, Chen et al ont montré que la bactérie Escherichia coli a la capacité de surexprimer des 

sélénoprotéines recombinantes (320). Cependant, l’expression hétérologue directe de protéines 

recombinantes dans E. coli est complexe en raison de l’incompatibilité de la machinerie d’insertion 

bactérienne de la sélénocystéine avec les gènes sélénoprotéines eucaryotes. Une possibilité pour 

contourner ce problème est l’utilisation d’une souche auxotrophe pour la cystéine laquelle permet la 

substitution du résidu cystéyl par le résidu sélénocystéyl dans un milieu de culture déficient en soufre (60). 

Toutefois, la disponibilité limitée de sélénocystéine libre a orienté nos recherches vers la surproduction 

d’une protéine riche en méthionine où l’on peut remplacer les résidus méthionyls avec des 

sélénométhionyls par mimétisme chimique. Le chapitre suivant présente la biosynthèse, la purification et 

enfin la caractérisation du standard protéique sélénié choisi. 
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1.1. La calmoduline séléniée 

1.1.1 Choix  

Les critères dont nous avons tenu compte lors du choix d’une telle protéine sont un nombre conséquent de 

méthionine, une distribution relativement uniforme dans sa séquence, la disponibilité d’un plasmide 

porteur d’un gène codant pour la protéine avec les séquences permettant son expression dans une culture 

d’ E. coli et une procédure de purification simple.  

Ces critères sont réunis dans la protéine calmoduline (CaM), une protéine ubiquitaire de 148 acides 

aminés liant le calcium et dont l’activité régulatrice permet l’activation d’une large gamme de protéines 

cibles et d’enzymes (321). La CaM contient 8 résidus méthionyls ce qui en fait une protéine riche en 

méthionine (6.1%) comparé au contenu moyen classique en méthionine de 1.5%. La séquence protéique 

de la calmoduline est donnée en Figure 32.  

ADQLTDEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGQNPTEAELQDMINEVDA

DGNGTIDFPEFLNLMARKMKDTDSEEELKEAFRVFDKDGNGFISAAELRHVMTNLGE

KLTDEEVDEMIREADV DGDGQVNYEEFVQVMMAK  

Figure 32 : Séquence en acides aminés de la protéine calmoduline. 
Les résidus méthionyls sont indiqués en gras et soulignés 

1.1.2 Biosynthèse et purification de la calmoduline séléniée (SeMet–CaM) 

La disponibilité d’un plasmide pVU1 porteur du gène CaM nous a permis d’effectuer la biosynthèse de la 

protéine (322). Afin d’incorporer de façon maximisée la sélénométhionine en lieu et place des résidus 

méthionyls tout en évitant la toxicité du sélénium, une optimisation des paramètres de croissance 

bactérienne a été réalisée. Les meilleurs taux de croissance ont été obtenus en utilisant la 

sélénométhionine et non le sélénite comme source de sélénium avec une addition durant la phase 

exponentielle de croissance lorsque la culture atteint une absorbance à 600 nm de 0,5. Dans la littérature, 

les méthodes de purification de la calmoduline sont basées sur des chromatographies d’interaction 

hydrophobes. Celles-ci utilisent du calcium qui en se liant à la calmoduline dans un rapport 4:1 permet sa 

rétention sur la colonne par un changement de conformation. Puisque la CaM de type sauvage et la 

SeMet-CaM ont des structures très similaires sinon identiques (323), nous avons supposé que la propriété 

de liaison de la calmoduline aux chromatographies d’interaction hydrophobes en présence de calcium 

autoriserait la purification de la SeMet-CaM dans les mêmes conditions.  

La purification a ainsi été effectuée en 2 étapes de chromatographies d’interaction hydrophobe (HIC). 

Dans la première, l’extrait brut de protéines a été fractionné sur une colonne phényl-sépharose CL-4B 

 110



III- Résultats et discussions 

constituée d’une matrice d’agarose greffée de groupements phényls. La fraction protéique contenant la 

SeMet-CaM a ensuite été purifiée des protéines concomitantes en utilisant sa forte affinité en présence de 

Ca2+ avec la colonne phényl-resource constituée de ligands hydrophobes phényls greffés à une matrice de 

polystyrène/divinylbenzène rigide monodispersée. Un lavage avec une phase mobile de 0.2 M KCl permet 

d’éluer 95% des protéines dans le volume mort, comme en témoigne les mesures d’absorbance à 280 nm, 

alors que la SeMet-CaM dans sa conformation modifiée par le calcium adhère à la résine phényl-resource 

(Figure 33). Le chromatogramme montre clairement que cette affinité est cassée par addition de 1 mM 

d’EDTA, ce qui résulte en la destruction du complexe SeMet-CaM–Ca2+. La SeMet–CaM est éluée en un 

pic fin et symétrique. Le pic a été collecté et conservé à - 80 °C pour de futures analyses. 
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Figure 33 : Purification de la calmoduline séléniée par HIC sur colonne phényl-resource. 
L’élution des protéines de la colonne phényl-resource a été suivie par mesure de l’absorbance à 280 nm en 
fonction du volume d’élution. L’ajout de Ca2+ à l’extrait brut permet à la SeMet-CaM d’être retenue par la 
colonne. Après avoir élué les protéines retenues non spécifiquement, la SeMet-CaM est éluée par ajout 
d’1mM d’EDTA à la phase mobile. 

1.1.3. Pureté de l’étalon protéique et confirmation de son identité SeMet–CaM par ESI-MS  

L’identification des protéines présentes dans le pic élué (Figure 34) a été effectuée par l’utilisation d’un 

électrospray MS. Le spectre de masse obtenu montre une enveloppe de pics multichargés (+10 à +17) 

(Figure 34 a). Après traitement informatique (déconvolution) deux ensembles sont observés de 16627 à 

16755 Da et de 17002 à 17130 Da, respectivement (Figure 34 b). En considérant la masse moléculaire de 

la calmoduline de 16627 Da calculée in silico, le premier cluster (16627–16755 Da) est constitué de la 

forme non séléniée et non oxydée de la calmoduline à 16627 Da majoritaire suivie par 8 pics minoritaires 

correspondant aux résidus méthionyls oxydés en méthionyls sulfoxydes. Le second ensemble (17002–
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17130 Da) correspond à la calmoduline séléniée et à ces différents états d’oxydation. Il comprend la forme 

non oxydée (17002 Da), suivie par les formes partiellement oxydées jusqu’à la SeMet–CaM 

complètement oxydée (17130 Da). Ces résultats montrent que seules 2 protéines ont co-éluées, la 

calmoduline séléniée et non séléniée. Le fait que la forme séléniée soit plus oxydée que la forme soufrée 

est en accord avec les observations déjà faites. Ma et al rapportent en effet que les sélénoéthers sont 

beaucoup plus enclin à l’oxydation en sélénoxydes que les thioéthers en sulfoxydes (248). Aucune autre 

protéine n’a été détectée et aucune forme de calmoduline dans laquelle les méthionines ne sont qu’en 

partie substituées par des sélénométhionines n’a été observée. La présence de calmoduline non séléniée 

peut s’expliquer par une expression basale du gène CaM dans la première phase de la culture cellulaire 

sans sélénométhionine.  
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Figure 34 : Spectre de masse électrospray de la fraction collectée après HIC. 
a : Spectre brut : la charge des ions multichargés est indiquée. 
b : Spectre déconvolué. Le traitement informatique du spectre brut met en évidence la présence de formes 
non oxydées et oxydées de la CaM et de la SeMet-CaM 
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1.1.4. Electrophorèse sur gel en conditions dénaturantes SDS-PAGE de l’étalon calmoduline sélénié  

Une analyse du pic élué a également été effectuée en SDS-PAGE avec coloration au bleu de Coomassie. 

L’électrophérogramme (Figure 35) montre clairement 2 bandes d’intensités différentes (la calibration avec 

les marqueurs de poids moléculaires est également donnée). Puisque aucune autre protéine que la 

calmoduline n’a été détectée par spectrométrie de masse, ces 2 bandes sont supposées correspondre aux 

formes séléniée et non séléniée de la calmoduline (Figure 34). Une migration électrophorétique de la 

calmoduline en 2 bandes par analyse SDS-PAGE a déjà été rapportée en présence de calcium (323). Pour 

étudier cette possibilité, nous avons effectué une analyse SDS-PAGE de notre préparation de calmoduline 

en présence de CaCl2 ou d’EDTA, chélateur d’ions bivalents. Dans les 2 conditions, les 2 bandes étaient 

présentes dans la même quantité relative indiquant que leur origine est certainement indépendante du Ca2+.  

 

 

Figure 35 : Pureté de la préparation de calmoduline séléniée en 1D SDS-PAGE.  
Piste de gauche : marqueurs de taille moléculaire, piste de droite : 780 ng de protéines de la fraction éluée 
en HIC sont déposées pour analyse. La révélation des protéines a été réalisée par coloration au bleu de 
Coomassie. 
 

1.2. La thiorédoxine réductase de rat 

1.2.1. Surproduction de la sélénoprotéine thioredoxine réductase TrxR 

Une méthode a récemment été mise au point pour la surproduction de la sélénoprotéine thiorédoxine 

réductase (TrxR). En 1999, Arner et al. ont surproduit et purifié la sélénoprotéine TrxR de rat avec un 

rendement de 20 mg par litre de culture dont 25 % présente l‘activité de l’enzyme native (324). La 

méthode développée met en jeu la bactérie E. coli. En 2004, l’amélioration des conditions de production a 

permis d’atteindre des rendements jusqu’à 40 mg de TrxR par litre de culture (325). La sélénoprotéine 

TrxR peut être ensuite purifiée par chromatographie sur une colonne phénylarsine oxyde sépharose avec 
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un rendement d’environ 15 à 20 mg de sélénoprotéines par litre de culture bactérienne. Cette 

sélénoprotéine est commercialisée par la société SIGMA ALDRICH depuis fin 2006. Le contenu en 

sélénium par une méthode spécifique n’est toutefois pas évalué avant la fourniture de l’échantillon. 

1.2.2 Caractérisation de l’échantillon de thiorédoxine réductase fourni 

Un échantillon de 500 µg de sélénoprotéine TrxR recombinante préparée, comme précédemment décrit 

(324), nous a été fourni par le Dr Elias Arner de l’institut Karolinska (Stockholm, Suède). Le pourcentage 

de la TrxR active (et donc séléniée) est estimée à environ 50 % par mesure de l’activité enzymatique. 

Selon Arner et al, cet échantillon est un mélange de la protéine intacte de 54500 Da avec 499 acides 

aminés dont un résidu sélénocystéyl en pénultième position et d’une forme tronquée des deux derniers 

acides aminés, donc sans le résidu sélénocystéyl, estimée à 54293 Da. Tandis que l’analyse de cet 

échantillon en MALDI-TOF MS révèle un unique et large pic centré à 54674.9 Da (Figure 36 a), une 

analyse du même échantillon en ESI-MS montre la présence d’autres composés aux masses 54468, 54770 

et 54978 Da (Figure 36 b). Ces composés pourraient être des adduits de la thiorédoxine réductase à 54673 

Da avec des ions comme Cl- (composé à 54779 Da) ou avec des molécules comme le glutathion (composé 

à 54978 Da). Le composé à 54468 serait une forme tronquée des deux derniers acides aminés (205 Da) de 

la thiorédoxine réductase à 54673 Da. L’échantillon analysé s’avère beaucoup plus complexe 

qu’initialement décrit avec plusieurs composés de poids moléculaires avoisinant les 54673 Da. Toutefois, 

ces analyses ne permettent pas de conclure en la présence de thioredoxine réductase séléniée dans cet 

échantillon. 
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Figure 36 : Analyses de l’échantillon thiorédoxine réductase en spectrométries de masse moléculaire  
(a) Spectre MALDI-MS. 5 µL de la solution thiorédoxine réductase (1.11 mg protéines/mL) ont été 
mélangés avec 5 µL d’une solution d’acétonitrile 30% (v/v) contenant 10 mg/mL d’acide sinapinique et 
0.3% (v/v) de TFA. 1 µL du mélange ont été déposés sur la plaque et analysés par MALDI-MS. 
(b) Spectre ESI-MS déconvolué. 20 µL de la solution de thiorédoxine réductase (1.11 mg protéines/mL) 
ont été mélangés à 10 µL de méthanol contenant 0.3 % (v/v) d’acide formique pour une analyse en ESI-
MS. 
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1.3. Caractérisation de la glutathion peroxydase commerciale par spectrométries de masse ESI et 

MALDI 

La glutathion peroxydase, purifiée à partir de globules rouges, a longtemps été la seule sélénoprotéine 

commercialement disponible. Un échantillon de GPx a été analysé par spectrométries de masse MALDI-

MS et ESI-MS. Le spectre de masse électrospray (Figure 38) montre une protéine dominante avec une 

masse moléculaire de 21512 Da avec des adduits de sodium aux masses 21533 et 21556 Da. La masse 

moléculaire a été confirmée par MALDI–TOF MS (21513 Da). Un pic majoritaire correspondant au 

monomère ; ainsi que des pics moins intenses du dimère jusqu’au tétramère sont présents dans le spectre 

MALDI-MS. La séquence en acides aminés de la GPx-1 bovine, donnée en Figure 37, donne une masse 

moléculaire moyenne de 22658.67 Da, lequel est 1145,6 Da plus grand que la valeur mesurée. Cette 

valeur correspond à la perte de 12 résidus d’acides aminés du N-terminal MCAAQRSAAALA 

(théoriquement 1146.371 Da) qui a été rapportée (sans données MS) suite à la protéolyse de la protéine 

(326).  
MCAAQRSAAA LAAAAPRTVY AFSARPLAGG EPFNLSSLRG KVLLIENVAS LZGTTVRDYT 

QMNDLQRRLG PRGLVVLGFP CNQFGHQENA KNEEILNCLK YVRPGGGFEP NFMLFEKCEV 

NGEKAHPLFA FLREVLPTPS DDATALMTDP KFITWSPVCR NDVSWNFEKF LVGPDGVPVR 

RYSRRFLTID IEPDIETLLS QGASA 

Figure 37 : Séquence en acides aminés de la glutathion peroxydase  
GPx1_BOVIN (UniProtKB/Swiss-Prot P00435) (où Z correspond au résidu sélénocystéyl) 
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Figure 38 : Analyses de la glutathion peroxydase commercialisée en spectrométries de masse 
moléculaire  

(a) Spectre ESI-MS : spectre non déconvolué  
(b) Spectre ESI-MS : spectre déconvolué. 2 µL de solution GPx ont été mélangés avec 38 µL d’une 
solution d’acétonitrile 30% (v/v) contenant 0.1% TFA. L’analyse ESI-MS a été faite avec 6 µL du 
mélange. 
(c) Spectre MALDI-MS. 1 µL de solution GPx ont été mélangés avec 9 µL d’une solution d’acétonitrile 
30% (v/v) contenant 10 mg/mL d’acide sinapinique et 0.3% (v/v) TFA. 1 µL du mélange ont été déposés 
sur plaque pour l’analyse en MALDI-MS. 
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2 : Ablation laser ICP-MS pour la détection du sélénium protéique après 

électrophorèse sur gel  

2.1. Développement méthodologique avec la calmoduline séléniée 

2.1.1. Optimisation des conditions d’analyses  

A ce jour, toutes les applications rapportées pour l’analyse de gel par ICP-MS à ablation laser ont utilisé 

un laser UV (193 nm ArF, 266 nm Nd:YAG) à impulsions nanoseconde avec une fréquence de tirs entre 5 

et 20 Hz. Dans nos expériences, les pistes du gel SDS-PAGE ont été analysées avec un laser UV 266-nm à 

impulsions nanosecondes (8 ns) par un balayage translationnel (et monodimensionnel) suivi par une 

détection du sélénium en ICP-MS. Plusieurs conditions d’analyses ont été testées à savoir, deux conditions 

de plasma (sec et humide), différentes vitesses de balayage, fréquences de tirs et modes de détection (77Se, 
78Se, 80Se, 82Se avec la cellule de collision activée et 77Se, 82Se sans la cellule de collision). La détection la 

plus sensible a été obtenue avec l’isotope 80Se mesuré avec la cellule de collision activée dans des 

conditions de plasma humide, pour une fréquence de tirs de 20 Hz et une vitesse de balayage à 60 µm/s. 

Ces conditions d’analyse ont été retenues pour la suite des analyses présentées ci-dessous. 

2.1.2. Analyse par ICP-MS à ablation laser de la SeCaM après électrophorèse sur gel 

Le résultat obtenu pour la détection du sélénium dans l’échantillon de calmoduline séléniée après analyse 

du gel en ICP-MS par ablation laser est montré dans la Figure 39. Une seule bande contient du sélénium, 

ce qui élimine l’hypothèse avançant que la seconde bande observée serait due à la présence de calcium. 

Par contre, un balayage du même gel avec une détection spécifique du soufre a montré que cet élément est 

présent dans les 2 bandes. Comme l’analyse en spectrométrie de masse n’a pas révélé la présence de 

molécules de calmoduline contenant à la fois du soufre et du sélénium, il a été conclu que la bande dans 

les plus hauts poids moléculaires serait de la calmoduline non oxydée et celle migrant le plus vite 

comprendrait les formes oxydées de la calmoduline séléniée et non séléniée. L’oxydation des résidus 

méthionyls a déjà été rapportée durant le processus SDS-PAGE par le persulfate résiduel utilisé pour la 

polymérisation du gel de polyacrylamide (327). Ces résultats nous ont conduit à améliorer le protocole de 

préparation de l’échantillon afin de n’obtenir qu’une bande en SDS-PAGE. L’ajout de SeMet à la culture 

avant une DO600 de 0,5 a permis de diminuer la quantité de calmoduline soufrée et d’obtenir un gel ne 

présentant qu’une seule bande en coloration au bleu de Coomassie.  
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Figure 39 : Analyse par ablation laser ICP-MS de l’étalon sélénié SeCaM après SDS-PAGE.  
612 ng de SeCaM ont été déposés pour l’analyse en 1D-SDS-PAGE. Les protéines ont été colorées au 
bleu de Coomassie avant l’analyse par ablation laser-ICP-MS. 

2.1.3. Performances analytiques de la méthode : Gamme de linéarité et sensibilité   

Dans le but de définir les performances analytiques de la méthode, une série de solutions SeMet-CaM a 

été analysée en 1-D SDS-PAGE suivie d’une coloration au bleu de Coomassie avant détection du 

sélénium par LA-ICP-MS. Les concentrations analysées couvrent la gamme entre 2.5 ng.mL-1 (Se dans la 

solution appliquée sur le gel) et 640 ng.mL-1. En terme de quantité absolue en sélénium et protéines 

appliquées sur le gel, ces concentrations couvrent la gamme de 27 pg à 6.7 ng de Se, et 1.8 ng à 436 ng de 

protéines, respectivement. La courbe d’étalonnage LA-ICP-MS dans cette gamme est linéaire (r2 = 

0.9999) (Figure 40). La concentration minimale chargée, 2.5 ng.mL-1 de sélénium, donne un signal 

environ 6 fois plus important que le triple de la déviation standard du blanc (mesuré sur un gel « blanc » 

où aucun signal sélénium n’a été détecté). Ceci correspond à une limite de détection de 1.3 ng.mL-1, 13 pg 

dans le gel ou 300 fg en terme de quantité absolue de sélénium détectée. La bande la moins concentrée et 

détectée dans le gel par coloration au bleu de Coomassie correspond à une concentration en sélénium de 

20 ng.mL-1 lequel est 10 fois plus intense que le signal détectable en ablation laser ICP-MS. Ces valeurs 

sont un peu plus basses que celles obtenues par l’utilisation de techniques similaires. En effet, Chery et al. 

ont rapporté une limite de détection de 70 ng Se g-1 gel pour l’ablation d’un spot (applicable à 

l’électrophorèse 2D) et 150 ng Se g-1 pour l’ablation avec translation (applicable à l’électrophorèse 1D) en 

utilisant un ICP-DRC-MS (257). Chassaigne et al. ont également rapporté une limite de détection de 40 pg 

Se par bande pour 1-D PAGE (par ETV-ICP-MS (268) et 0.5 pg de Se par cratère ou 70 ng Se g-1 gel par 

2-D PAGE-LA-ICP-MS (312). 
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Figure 40 : Droite d’étalonnage d’une protéine séléniée sur gel par LA-ICP-MS 
Des concentrations de SeMet-CaM couvrant une gamme de concentration en sélénium de 2,5 à 640 
ng.mL-1 ont été déposées pour une analyse en 1D-SDS-PAGE. Après coloration au bleu de Coomassie, les 
pistes de gel ont été analysées en LA-ICP-MS. Une droite d’étalonnage a été obtenue en faisant 
correspondre l’intensité mesurée en 80Se en fonction de la concentration en sélénium déposée (ng.mL-1). 
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2.2. Applications sur les sélénoprotéines 

2.2.1. Détection du sélénium de la thiorédoxine réductase après électrophorèse sur gel  

L’analyse SDS-PAGE suivie d’une coloration au bleu de Coomassie a été effectuée avec 5 µg de 

thiorédoxine réductase, une quantité importante bien que seulement 50% ait été rapporté actif et donc 

sélénié. Une bande protéique étalée aux environs de 55 kDa est observée sur le gel. Le balayage du gel par 

un mouvement de translation avec un laser UV à impulsions nanosecondes couplé à une détection en ICP-

MS du sélénium a permis de détecter du sélénium uniquement dans cette bande (Figure 41). L’intensité du 

signal est relativement peu importante par rapport à la quantité de protéines déposée sur gel. Les 

sélénoprotéines ne possèdent en général qu’un résidu sélénié dans leur séquence ce qui contraste avec la 

calmoduline séléniée qui en possède huit et est de ce fait un étalon sélénié de choix. Ce résultat montre 

d’ores et déjà la difficulté à laquelle nous sommes confrontés lors de l’analyse de sélénoprotéines dont le 

taux d’expression in vivo est généralement beaucoup plus faible.  
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Figure 41 : Analyse de la sélénoprotéine thiorédoxine réductase par ICP-MS à ablation laser après 
électrophorèse sur gel.  

5 µg de thiorédoxine réductase ont été déposés pour une analyse en 1D-SDS-PAGE. Après coloration au 
bleu de Coomassie, la piste de gel a été analysée en LA-ICP-MS avec détection du 80Se. 

2.2.2. Détection du sélénium de la glutathion peroxydase après électrophorèse sur gel  

La Figure 42 a présente un chromatogramme en exclusion stérique (SEC200) couplée avec une détection du 

sélénium par ICP-MS. Un pic sélénié majoritaire (94% des composés séléniés élués) est élué entre 17 et 

81 kDa correspondant soit au monomère de GPx (21 kDa), soit aux formes di ou trimériques 

(respectivement 42 et 64 kDa). Deux espèces séléniées très minoritaires, pouvant correspondre à un acide 

aminé sélénié et à du sélénium inorganique sont également observées. Ce résultat est en accord avec les 

résultats observés en spectrométries de masse à ionisation MALDI et ESI qui révélaient la présence d’un 

composé majoritaire à 21 513 Da. Ce résultat est également conforté par l’analyse du sélénium dans le 

même échantillon en ablation laser ICP-MS après SDS-PAGE et coloration au bleu de Coomassie (Figure 
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41 b). Le profil en sélénium obtenu montre une seule bande protéique séléniée autour de 22 kDa dans la 

piste du gel. La reproductibilité de la détection en ablation laser ICP-MS sur gel a été estimée par une 

série de 5 analyses successives (Figure 42 b). L’écart type relatif calculé (RSD) de 1.9 % en aire de pics et 

3.8 % en hauteur de pics témoigne d’une analyse très reproductible (< 5%) avec le système utilisé. 
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Figure 42 : Analyse du contenu sélénié de la glutathion peroxydase.  
(a) Analyse en SEC-ICP-MS de l’échantillon de glutathion peroxydase. Les marqueurs de taille 
moléculaire utilisés sont indiqués. 
(b) Photographie du gel 1D-SDS-PAGE du même échantillon avec coloration au bleu de Coomassie des 
protéines et analyse (5 réplicats) en ablation laser ICP-MS. 
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2.3. Etude de l’incorporation non spécifique du sélénium dans les protéines : l’exemple de 

Cupriavidus metallidurans CH34 

 

Un exemple d’incorporation non spécifique du sélénium est donné ici. Ce travail a été effectué en 

collaboration avec les Drs B. Gouget et L. Avoscan du Laboratoire Pierre Süe CEA/CNRS (Saclay). 

Cupriavidus metallidurans CH34 est une bactérie résistante aux oxyanions sélénite et séléniate. L’étude 

de cette résistance en terme d’accumulation, de localisation et de transformation du sélénium a été réalisée 

au cours des travaux de thèse du Dr Avoscan (273). Avoscan et al. ont montré que C. metallidurans CH34 

transforme les espèces sélénite et séléniate majoritairement en sélénométhionine (328). Afin de déterminer 

si la bactérie incorpore ensuite aléatoirement ou spécifiquement le sélénium dans ces protéines, une 

séparation d’extraits protéiques bruts a été effectuée en SDS-PAGE à partir de différentes conditions de 

culture de la bactérie. Mon travail dans cette étude a consisté à analyser par ICP-MS à ablation laser 

nanoseconde avec un balayage monodimensionnel le contenu en protéines séléniées d’extraits de C. 

metallidurans CH34. La préparation des échantillons a été effectuée comme décrit par Avoscan (273). Les 

résultats obtenus montrent clairement que le sélénium est incorporé tant dans des protéines membranaires 

que dans des protéines cytosoliques de C. metallidurans CH34 exposée à plusieurs mM de sélénite ou 

séléniate (Figure 43). Un préfractionnement des protéines par chromatographie dans un premier temps 

avant séparation sur SDS-PAGE permettrait de savoir si toutes les protéines incorporent le sélénium ou si 

certaines l’incorporent de façon plus spécifique. Ces expériences ont été réalisées avec des bactéries 

exposées à une concentration de sélénium de 2 mM. Cette concentration semble conduire à une 

incorporation non spécifique du sélénium dans les protéines. Il serait intéressant de reproduire ces 

expériences à des concentrations plus faibles (du μM au nM) afin de rechercher une éventuelle variation 

de la distribution des protéines séléniées. 
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Figure 43 : Analyses du sélénium protéique chez Cupriavidus metallidurans CH34 par ablation laser 
ICP-MS sur gel.  

Les électrophorèses sur gel ont été réalisées avec différents types d’extraits cellulaires :  
a) Extraits membranaires d’une culture exposée au séléniate lors de la phase stationnaire  
b) Extraits membranaires d’une culture exposée au sélénite lors de la phase stationnaire  
c) Extraits solubles d’une culture exposée au sélénite lors de la phase stationnaire  
d) Extraits solubles d’une culture exposée au sélénite en fin de phase exponentielle de croissance 

f.m. : front de migration. 
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2.4. Détection de sélénoprotéines dans des échantillons protéiques bruts après électrophorèse sur 

gel : l’exemple de la sélénoprotéine formiate déhydrogénase chez E. coli 

 

La bactérie E. coli synthétise la sélénoprotéine formiate déhydrogénase H pour dégrader le formiate en 

CO2 et ceci uniquement en conditions fermentatives. Afin de s’assurer que les cultures d’E. coli effectuées 

sur glucose expriment la sélénoprotéine formiate déhydrogénase, nous avons effectué un test révélant la 

présence de l’enzyme FDH par addition de benzylviologène et de formiate à la culture cellulaire comme 

décrit par Axley et al (91). Ce test colorimétrique permet de révéler la présence de l’enzyme dans une 

culture par transformation du substrat benzylviologène oxydé et non coloré en benzylviologène réduit et 

coloré comme montré en Figure 44. Ce simple test nous a permis de vérifier que les conditions de culture 

que nous utilisions permettaient l’expression de la sélénoprotéine formiate déhydrogénase.  

 

Figure 44 : Test colorimétrique de la présence de la sélénoprotéine formiate déhydrogénase H dans 
une culture bactérienne. 

a) cuve de gauche : aspect clair témoignant d’une culture d’E. coli ne contenant pas de formiate 
déhydrogénase, b) cuve de droite : coloration violette caractéristique d’une culture d’E. coli contenant la 
sélénoprotéine formiate déhydrogénase responsable de la coloration. 
 

Un extrait brut d’une de ces cultures d’E. coli MC4100 pFM20 cultivée sur glucose en conditions 

anoxiques a été analysé en électrophorèse sur gel en présence de SDS. Les essais de détection ICP-MS du 

sélénium protéique par balayage monodimensionnel du gel avec un laser nanoseconde n’ont pas permis de 

mettre en évidence de protéines contenant du sélénium dans la région de poids moléculaire attendu. La 

formiate déhydrogénase n’a pas pu être repérée dans cet extrait par la méthode développée en raison du 

faible taux d’expression des sélénoprotéines in vivo et donc d’un manque de sensibilité. Le paragraphe 

suivant présente une nouvelle technique de détection des sélénoprotéines sur gel par ablation laser ICP-

MS. 
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3 : Développement de l’ablation laser ICP-MS pour une détection sensible de 

sélénoprotéines après électrophorèse sur gel. 

 

Les méthodes de détection de sélénoprotéines par balayage d’un gel en ablation laser ICP-MS utilisent des 

faisceaux lasers d’un diamètre de 100 à 150 µm envoyées sous forme d’impulsions de quelques 

nanosecondes. Ainsi, seulement 1% d’une bande protéique de 10 à 15 mm est utilisée pour l’analyse. En 

ICP-MS à ablation laser, l’échantillonnage par ablation laser peut être optimisée séparément de la 

détection ICP-MS. Ceci représente un réel avantage car l’intensité du signal généré est dépendante de la 

quantité de masse ablatée. Par conséquent, plus grande est la quantité de matière apportée au plasma dans 

l’échelle de temps d’une acquisition ICP-MS et plus importante sera l’intensité du signal détecté. 

L’objectif de mon travail a été d’améliorer la sensibilité de détection en utilisant un balayage latéral 

ultrarapide (280 mm.s-1) d’un faisceau laser pulsé avec une très haute cadence de tirs (10 kHz). Pour ce 

faire, un dispositif laser ALFAMET développé récemment au laboratoire a été utilisé (302). Ce chapitre 

présente les résultats obtenus avec ce dispositif en terme de performances analytiques et d’applications 

biologiques.  

 

3.1. Ablation par balayage bi-dimensionnel à haute cadence de tirs et acquisition du signal 

La quantité de matériel ablatée et ainsi la sensibilité de la détection est directement dépendante de la taille 

du spot laser et de la fluence définie comme l’énergie du laser par unité de surface (295). Le principal 

problème rencontré est du à la faible énergie délivrée par un laser et la nécessité d’un faisceau 

suffisamment étroit pour assurer une fluence au dessus du seuil d’ablation. L’utilisation d’un tel faisceau 

résulte toutefois en une faible quantité de matériel ablatée. Dans notre cas, les ablations sont produites par 

un faisceau laser de 20 µm de diamètre à 39 µJ par pulse (à la surface de l’échantillon) ce qui correspond à 

une fluence de 13 J.cm-2. Dans le but d’augmenter la quantité de matériel ablatée, le faisceau laser est 

déplacé rapidement parallèlement à la bande protéique (jusqu’à 100 mm s-1 avec une précision de 

positionnement de 1 µm selon l’axe appelé y) alors que le gel avance dans la direction perpendiculaire 

(notée comme x) à une vitesse environ 2000 fois plus lente. Un balayage bi-dimensionnel du gel en forme 

de Z est obtenu. Ce balayage 2D est délimité par la largeur de la ligne dans la direction y, fixée ici à 2 mm 

et la longueur de la piste du gel dans la direction x comme montré schématiquement en Figure 45. Les 

cratères de 20 µm se chevauchent partiellement (40 % dans l’axe y et 87 % dans l’axe x) ce qui permet 

l’ablation de la totalité de la surface balayée. La combinaison du mouvement du faisceau (vy = 10 cm.s-1), 

du mouvement du gel (vx = 50 µm.s-1), et de la haute cadence de tir (fréquence = 10 kHz) permet l’ablation 

d’une zone large à la profondeur désirée. Pour ablater une ligne large par exemple de 2 mm, un 
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mouvement du laser d’un coté à l’autre de la ligne prend environ 20 ms (200 tirs). Ainsi, à l’échelle du 

temps de séjour typique dans le spectromètre de masse (100 ms), le laser effectuera 1000 tirs avec 5 

mouvements aller retour. Durant ce temps, le gel avance de 5 µm ce qui résulte en une aire ablatée de 0.01 

mm2. Cette aire est environ 100 fois plus grande que le balayage effectué lors de l’ablation 

monodimensionnelle du gel avec un laser classique utilisant le même diamètre de faisceau de 20 µm 

(Figure 45). L’ablation de matériel d’une aire d’environ 0.01 mm2 correspond à un seul événement de 

mesure perçu par le spectromètre de masse. En d’autres termes, la haute fréquence de tir du laser 

combinée à un balayage rapide bidimensionnel est un moyen efficace pour ablater quasi simultanément, à 

l’échelle de temps de détection du spectromètre de masse, une aire d’échantillon beaucoup plus grande 

que lors d’un balayage monodimensionnel conventionnel. Il est important de noter qu’en raison de la 

distribution gaussienne en énergie du faisceau, l’intensité de l’ablation au milieu du cratère est différente 

de celle au bord du cratère. Cependant, les tirs sont spatialement proches et en raison de leur 

chevauchement une ablation homogène de la surface est obtenue. L’effet de ce mode de balayage bi-

dimensionnel sur la sensibilité de détection est ici étudié en détails.  
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Figure 45 : Principe des ablations laser par balayage 1D avec une faible cadence de tirs et par 
balayage 2D avec une haute cadence de tirs 

 

a) Mode d’ablation conventionnel par balayage monodimensionnel avec un laser à impulsion nanoseconde 
(1D ns LA). 
 b) Mode d’ablation par balayage bidimensionnel ultrarapide avec un laser à impulsion femtoseconde (2D 
fs LA). 
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3.2. Effet de l’ablation laser par balayage bi-dimensionnel à haute cadence de tirs sur la réponse 

ICP-MS  

3.2.1. Reproductibilité de la détection ICP-MS 

La Figure 46 montre un exemple d’analyses successives du sélénium par 2D fs LA-ICP-MS d’une bande 

de GPx. Dans cette expérience, une bande d’environ 8 cm de large a été coupée en 5 morceaux de 16 mm 

lesquels sont introduits un à un dans la chambre d’ablation puis analysés. L’écart type relatif a été estimée 

à 4.0 % et 4.1% en modes aire et hauteur de pics respectivement. Ces valeurs sont similaires à celles 

obtenues lors de l’ablation 1D ns LA-ICP-MS, 3.9 % et 3.8 % en modes aire et hauteur de pics 

respectivement (Figure 42 b). Il doit cependant être souligné qu’en raison d’une largeur d’ablation plus 

étroite, les 5 mesures effectuées en 1D ns LA-ICP-MS ont pu être effectuées sur le même morceau de gel 

sans le sortir de la chambre d’ablation, ce qui a pour conséquence de moins altérer les conditions 

d’ablation.   
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Figure 46 : Estimation de la reproductibilité de l’ablation laser 2D fs couplée à une détection du 
sélénium en ICP-MS.   

 

La bande de GPx obtenue a une longueur de 8 cm et est homogène sur sa longueur. Elle a été découpée en 
5 morceaux analysés un à un par 2D fs LA-ICP-MS. Les pics correspondent aux analyses individuelles de 
chacun d’entre eux. 
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3.2.2. Profondeur d’ablation  

Les Figure 47 a et b montrent l’effet d’ablations répétitives avec une ablation de 2 mm (fs laser) et de 120 

µm (ns laser), respectivement. Dans les 2 cas, trois ablations successives ont été nécessaires pour enlever 

entièrement la protéine du gel. Le signal relativement constant du cuivre (supposé être distribué de façon 

homogène dans le gel) indique que la protéine est plutôt concentrée à la surface car le bas du gel n’est pas 

atteint après la 4ème ablation.  

80
Se

 In
te

ns
ité

, u
ni

té
s 

ar
bi

tra
ire

s

a)

65
C

u 
In

te
ns

ité
, u

ni
té

s 
ar

bi
tra

ire
s

Temps, s

b)

0 350 7000 350 700

0 350 7000 350 700

0 200 4000 200 400

0 200 4000 200 400

Temps, s

Temps, sTemps, s

80
Se

 In
te

ns
ité

, u
ni

té
s 

ar
bi

tra
ire

s
65

C
u 

In
te

ns
ité

, u
ni

té
s 

ar
bi

tra
ire

s

 

Figure 47 : Analyses des sélénoprotéines en profondeur dans le gel de polyacrylamide par ablations 
laser successives couplées à une détection ICP-MS.  

 

(a) Balayage 2D du gel avec un laser fs à haute cadence de tirs couplée à une détection du 80Se (graphe du 
haut) et à une détection du 65Cu (graphe du bas). 
(b) Balayage 1D du gel avec un laser ns à basse fréquence de tirs couplée à une détection du 80Se (graphe 
du haut) et à une détection du 65Cu (graphe du bas).  
La même bande protéique a été balayée 4 fois aux mêmes coordonnées pour une analyse en profondeur du 
gel. 
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La Figure 48 présente la topographie des ablations effectuées et montre que l’efficacité de l’ablation en 

profondeur dans le gel avec les laser ns UV et fs IR sont relativement similaires ce qui est en accord avec 

les observations faites plus tôt sur d’autres matrices (329). Cependant, la section du gel ablaté vue en 

coupe transversale est rectangulaire dans le cas du balayage femtoseconde et triangulaire dans le cas du 

balayage nanoseconde ce qui résulte en un volume de matière ablatée plus important pour une surface 

équivalente (Figure 48). La surface ablatée est environ 16 fois plus large pour le balayage 1D fs IR que 

pour le balayage 2D ns UV. En tenant compte de la vitesse d’ablation selon l’axe x pour les 2 lasers, le 

volume ablaté par unité de temps est de 2.64 x 105 µm3 pour le laser ns UV et 71,5 x 105 µm3 pour le laser 

fs IR, ce qui représente une gain d’un facteur 27 en volume ablaté par unité de temps. L’utilisation d’un 

laser nanoseconde ultrarapide dans les mêmes conditions de balayage 2D devrait aboutir à un volume 

ablaté par unité de temps comparable à celui obtenu ici avec le laser femtoseconde. Des systèmes 

d’ablation laser utilisant des lasers à excimère permettent déjà d’effectuer des ablations de 1 mm de large 

comme récemment décrit par Woodhead et al (330).  
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Figure 48 : Topographie des ablations par analyse de rugosimétrie  
(a) Ablation par balayage 2D avec un laser fs à haute cadence de tirs 
(b) Ablation par balayage 1D avec un laser ns à faible cadence de tirs 
Les profils d’ablation ont été définis en rugosimétrie après un seul balayage du gel par le laser. 
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Le système d’ablation bidimensionnel ultrarapide avec un laser fs à haute cadence de tirs utilisé dans cette 

étude peut augmenter la profondeur d’ablation en délimitant une ligne d’ablation plus fine ce qui 

augmente la fréquence de passage du faisceau laser dans la zone balayée. Lorsqu’une ligne de 1 mm est 

ablatée, deux passages successifs du laser sont suffisants pour enlever toute la protéine du gel 

contrairement à 3 passages comme observé ici avec une ligne de 2 mm. 

3.2.3. Gamme de linéarité et sensibilité de la détection en ICP-MS 

Dans le but d’établir une courbe d’étalonnage, différents volumes d’une solution de GPx ont été soumis à 

une électrophorèse sur gel de type 1D-SDS-PAGE. Les quantités déposées couvrent la gamme de 5 à 80 

pg de Se normalisés à la longueur de la bande en mm, en supposant que tout le sélénium dans la solution 

analysée est présent dans la GPx et est trouvé dans la bande protéique après l’électrophorèse sur gel. Les 

électrophérogrammes séléniés acquis par 1D ns LA-ICP-MS et 2D fs LA-ICP-MS pour les bandes les 

moins et les plus concentrées en GPx sont montrés en Figure 49 a et b, respectivement. La quantité la plus 

basse n’est pas détectable par coloration au bleu de Coomassie (encart de Figure 49 c) et seules les 2 

concentrations les plus hautes produisent un signal détectable en 1D ns LA-ICP-MS. Le 2D fs LA-ICP-

MS permet la détection spécifique de sélénium dans des bandes protéiques non détectées en coloration au 

bleu de Coomassie. La courbe d’étalonnage obtenue est linéaire et passe par l’origine (Figure 49 c).  

Les données en Figure 49 montre un gain en sensibilité supérieur à un facteur 40 avec la procédure 2D fs 

LA-ICP-MS en comparaison avec la détection 1D ns LA-ICP-MS effectuée dans des conditions similaires 

à celles décrites ailleurs dans la littérature. Un tel gain en sensibilité ne peut pas seulement s’expliquer par 

une quantité de matière ablatée plus importante. Un autre facteur impliqué dans cette augmentation en 

sensibilité est certainement la fraction réduite de grosses particules dans l’aérosol. Une étude a montré que 

l’ablation laser nanoseconde produit des particules plus larges que celles observées avec un laser 

femtoseconde lors de l’analyse de polymères (331). Les particules plus grosses sont plus facilement 

perdues lors du transport de l’aérosol et si elles atteignent l’ICP elles ne sont qu’en partie évaporées. Les 

particules plus petites sont au contraire plus facilement digérées dans le plasma ce qui doit améliorer la 

sensibilité de mesure. Une étude détaillée de l’aérosol éjecté du gel est nécessaire pour comprendre l’effet 

de la distribution en taille des particules sur le gain en sensibilité observé. 

Les bruits de fond enregistrés durant les balayages avec le laser fs IR et le laser ns UV sont similaires 

(Figure 49 a). Une comparaison sensu stricto de la stabilité du signal entre les impulsions femtoseconde et 

nanoseconde n’est toutefois pas possible. La quantité de matériel introduite dans le plasma est 27 fois plus 

grande en ablation laser femtoseconde ce qui doit certainement modifier les conditions de plasma. Il doit 

cependant être souligné que la très grande quantité de particules produites avec le laser fs IR n’engendre 

pas une instabilité du signal plus grande que celle observée avec le laser ns UV.  
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Figure 49 : Sensibilité et linéarité de la détection par ablation laser femtoseconde ICP-MS avec un 
balayage 2D à haute fréquence de tirs et comparaison à la détection par ablation laser nanoseconde 

ICP-MS avec un balayage 1D à faible fréquence de tirs. 
Des quantités en GPx couvrant la gamme de 5 à 80 pg de Se par mm de bande ont été déposées pour une 
analyse 1D-SDS-PAGE. Les photographies des gels analysés sont montrées dans les encarts 
a) Comparaison des 2 modes d’ablation pour la détection en ICP-MS de la plus faible quantité en Se 
b) Comparaison des 2 modes d’ablation pour la détection en ICP-MS de la quantité la plus élevée en Se  
c) Droite d’étalonnage (5 réplicats sont effectués pour chaque quantité en Se analysée).  
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3.3. Détection de protéines contenant du sélénium à partir de cellules en culture 

3.3.1. Détection de protéines séléniées après incorporation non spécifique du sélénium : l’exemple d’E. 

coli 

De la même façon que Cupriavidus metallidurans CH34 peut incorporer de façon non spécifique du 

sélénium dans ses protéines, nous avons évalué la capacité de la bactérie Escherichia coli à incorporer du 

sélénium dans ses protéines à partir de différentes sources de sélénium, sélénite ou sélénométhionine. La 

recherche de sélénium protéique dans les extraits brut de protéines par ICP-MS à ablation laser 

femtoseconde suggère une incorporation aléatoire du sélénium dans les protéines quelle que soit la source 

de sélénium employée (Figure 50). Comme observé pour Cupriavidus metallidurans CH34, la bactérie E. 

coli incorpore de façon non spécifique le sélénium dans ses protéines en présence d’importantes quantités 

de sélénium sous forme de sélénite ou de sélénométhionine.  
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Figure 50 : Etude de l’incorporation non spécifique du sélénium dans les protéines 
d’Escherichia coli MG1655 par 2D fs LA-ICP-MS 

Les cultures ont été faites sur la nuit dans du milieu M9 contenant soit 50 µM de sélénite de sodium soit 
200 µM de sélénométhionine. Les protéines ont été précipitées au TCA puis lavées à l’acétone avant 1D-
SDS-PAGE. Les gels 1D-SDS-PAGE ont été réalisés avec des extraits protéiques d’E. coli MG1655 
cultivée en présence de 200 µM de sélénométhionine (à gauche) ou en présence de 50 µM de sélénite de 
sodium (à droite).  
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3.3.2. Détection de sélénoprotéines à partir de cellules en culture 

La méthode de balayage 2D par ablation laser fs couplée à la détection ICP-MS a été appliquée à l’analyse 

de sélénoprotéines dans les cas où la détection ns LA ICP-MS par balayage 1D a échoué. Les exemples 

présentés ici incluent le contrôle de l’expression de la sélénoprotéine formiate déhydrogénase chez 

Escherichia coli et la détection de sélénoprotéines chez Desulfococcus multivorans. 

3.3.2.1. Contrôle de l’expression de la formiate déhydrogénase chez E. coli 

L’extrait protéique d’une culture d’E. coli MC4100 pFM20 cultivée sur formiate en conditions anoxiques 

a été fractionné par chromatographie d’exclusion stérique. En plus du sélénium, le molybdène et le fer ont 

été contrôlés comme la formiate déhydrogénase (FDH) est connue pour contenir ces éléments. Le 

chromatogramme SEC-ICP-MS (Figure 51 a, panneau du haut) obtenu sous conditions non dénaturantes 

présente un certain nombre de composes séléniés. Les trois fractions les plus intenses (F1, F2 et F3) ont 

été lyophilisées puis analysées en SDS-PAGE. Les images des gels colorés au bleu de Coomassie sont 

montrées en Figure 51 b. Malheureusement, des essais de détection ICP-MS du sélénium protéique par 

balayage 1D du gel avec un laser nanoseconde ont échoué comme le montre la Figure 51 c. Des balayages 

2D par ablation laser du gel avec une détection du sélénium en ICP-MS ont par contre permis de repérer 

une protéine séléniée aux environs de 80 kDa dans les fractions séléniées les plus intenses de 

chromatographie d’exclusion stérique (Figure 51 d). La considérable quantité de sélénium exclue de la 

colonne n’est pas retrouvée sur le SDS-PAGE ce qui indique que la plupart du sélénium contenu dans la 

fraction F1 n’est pas lié de façon covalente aux protéines mais plutôt complexé de façon non spécifique 

aux composés de hauts poids moléculaires. Aucun autre élément trace n’a pu être détecté sur le gel en 

raison des conditions dénaturantes du SDS-PAGE. Ce type d’approche analytique apparaît intéressante 

pour distinguer le sélénium covalent du sélénium complexé aux protéines dans les échantillons 

biologiques. 
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Figure 51 : Détection sur gel de la sélénoprotéine formiate déhydrogénase exprimée chez E. coli. 
(a) Chromatogrammes d’exclusion stérique (SEC200)-ICP-MS : panneau du haut : détection du 80Se; 
panneau du milieu : détection du 95Mo; panneau du bas : détection du 54Fe. Les fractions collectées sont 
grisées. Les protéines ont été éluées avec une phase mobile de 10 mM d’acétate d’ammonium, pH 7.5 à un 
débit de 0.7 mL.min-1. L’élution de composés contenant du 54Fe, 78Se, 80Se, 92Mo, et du 95Mo a été 
contrôlée en ICP-MS. Les fractions contenant du sélénium ont été lyophilisées puis solubilisées dans 200 
µL de 10 mM Tris-HCl, pH 7.5 préalablement dégazé par du N2/CO2 (en rapport 9/1 (v/v)) ; 
(b) Photographies des 1D-SDS-PAGE après coloration au bleu de Coomassie :  
panneau du haut, fraction 1; panneau du milieu, fraction 2; panneau du bas, fraction 3 ; 
(c) Balayage 1D ns LA-ICP-MS des gels correspondants ; 
(d) Balayage 2D fs LA-ICP-MS des gels correspondants. 
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3.3.2.2. Détection de sélénoprotéines chez Desulfococcus multivorans. 

La bactérie sulfato-réductrice D. multivorans utilise différents composés aromatiques, comme le benzoate, 

comme seule source de carbone et d’énergie. Le sélénium est alors essentiel pour la croissance de la 

bactérie sur benzoate. 
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Figure 52 : Analyse du sélénium chez Desulfococcus multivorans cultivée sur benzoate par 
chromatographie d’exclusion stérique (SEC200) couplée à une détection ICP-MS. 

 

Une analyse d’un extrait brut de protéines de D. multivorans cultivée sur benzoate par chromatographie 

d’exclusion stérique couplée à l’ICP-MS fait apparaître de nombreux pics séléniés sur une gamme de 

masse très étendue (Figure 52). La culture ayant été effectuée en présence d’une faible quantité de 

sélénium et d’un large excès de soufre, les molécules séléniées sont issues soit d’une incorporation 

spécifique du sélénium conduisant à la formation de sélénoprotéines, soit une liaison du sélénium avec des 

molécules sous forme de complexes non covalents. Seule une étude SDS-PAGE permet de s’affranchir 

des complexes non covalents pour se focaliser sur l’étude des sélénoprotéines avec un fort pouvoir de 

résolution. Cette étude SDS-PAGE a été réalisée par Boll et al combinée à une détection des 

sélénoprotéines en autoradiographie (160). Trois protéines marquées radioactivement avec des masses 

moléculaires approximatives de 100, 30 et 27 kDa ont été détectées en SDS-PAGE à partir d’extraits 

cellulaires cultivés sur benzoate en présence de 75Se-selenite. Cette expérience a été réitérée dans ce travail 

en utilisant une détection ns et fs LA ICP-MS. 

 

 

 136



III- Résultats et discussions 

La Figure 53 montre un électrophérogramme obtenu pour un extrait de D. multivorans cultivé sur 

benzoate. Aucune protéine séléniée n’a pu être détectée par ns LA-ICP-MS, seul du sélénium dans le front 

de migration (molécules inférieures à 10 kDa) a été mis en évidence. Par contre, l’électrophérogramme 

obtenu par fs LA-ICP-MS présente quatre pics séléniés. Deux d’entre eux dans la région de 30 kDa 

correspondant certainement aux bandes de 27 et 30 kDa mises en évidence dans l’autoradiogramme. La 

paire de pics présente dans la région de 100 kDa doit correspondre à la bande à 100 kDa de 

l’autoradiogramme (Figure 53 d). La résolution de l’électrophérogramme obtenu en fs LA ICP-MS est 

apparemment meilleure permettant la distinction de 2 sélénoprotéines dans la région 100 kDa avec des 

poids moléculaires trop proches pour être distingués en autoradiographie.  
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Figure 53 : Détection de sélénoprotéines de Desulfococcus multivorans DSM 2059 cultivée sur 
benzoate après électrophorèse sur gel. 

(a) Photographie du gel SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie;  
(b) Balayage 1D ns LA-ICP-MS pour la détection du 78Se et du 80Se;  
(c) Balayage 2D fs LA-ICP-MS pour la détection du 78Se et du 80Se;  
(d) Autoradiogramme obtenu ailleurs (160) avec une préparation d’échantillon similaire. 
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4 : Identification de sélénoprotéines dans des gels d’électrophorèse  

 

L’identification d’une protéine en spectrométrie de masse nécessite la récupération de toute ou partie de la 

protéine. Notre tentative pour récupérer la calmoduline séléniée intacte du gel n’a pas aboutie. 

L’extraction efficace de protéines intactes du gel est difficile ; par contre, l’utilisation d’enzymes comme 

la trypsine pour fragmenter une protéine dans un gel est une procédure bien établie permettant une 

extraction efficace des peptides générés pour une analyse en spectrométrie de masse (194). Etant donné 

que le sélénium est lié de façon covalente à la protéine, il est présent dans la séquence de certains peptides 

tryptiques ce qui autorise leur détection spécifique pour une identification non équivoque des 

sélénoprotéines. Le chapitre suivant présente les stratégies employées pour l’identification des 

sélénoprotéines sur gel basées sur la recherche et l’identification des peptides séléniés.  

 

4.1. Cartographie des peptides séléniés par spectrométrie de masse moléculaire à ionisation MALDI 

: l’exemple de la calmoduline séléniée 

 

La Figure 54 présente un exemple de la procédure à utiliser pour rechercher des peptides séléniés en 

spectrométrie de masse à ionisation MALDI. Une électrophorèse bidimensionnelle sur gel de 

polyacrylamide de l’étalon calmoduline séléniée suivie d’une étape de coloration au bleu de Coomassie a 

été réalisée (Figure 54 a, à gauche). La protéine séléniée est recherchée dans le gel par balayage 1D en 

ablation laser ICP-MS (Figure 54 a, à droite). Une digestion tryptique de la calmoduline séléniée repérée 

sur le gel est effectuée et le digestat est analysé en spectrométrie de masse à ionisation MALDI (Figure 54 

b). Les peptides séléniés sont ensuite repérés dans le spectre MALDI-MS par recherche du profil 

isotopique du sélénium (Figure 54 c).  

Comme observé dans le spectre de masse du digestat tryptique (Figure 54 b), les peptides séléniés dont on 

connaît la masse par digestion in silico (Figure 54 c) ne sont pas les peptides les plus intenses, et le profil 

isotopique caractéristique du sélénium est difficilement reconnaissable. Seule une recherche minutieuse 

aux gammes de masses appropriées permet la détection des peptides séléniés. Toutefois, la présence de 

certains peptides séléniés comme le peptide T4 dans le spectre de masse acquis n’est pas certaine en raison 

d’interférences isobariques aux masses recherchées. En considérant la quantité de protéines présentes dans 

le spot (1.34 µg), des limites de détection élevées sont obtenues en raison d’une ionisation de peptides 

contenant de la SeMet plus difficile que celles de peptides analogues soufrés, et de la présence d’autres 

pics multi-isotopiques interférents aux masses d’intérêt.  
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Sans la connaissance préalable de la séquence protéique, la recherche de peptides séléniés dans un spectre 

MALDI-MS semble très difficile. De plus, la plupart des protéines séléniées ou sélénoprotéines ne sont 

pas référencées dans les banques de données et de ce fait ne peuvent pas être retrouvées par empreinte 

peptidique avec soumission des masses du spectre aux banques de données. Il faut noter qu’aucun succès 

n’a été obtenu pour la détection par MALDI-MS de peptides extraits de la même quantité de protéines 

séparées par 1D-SDS-PAGE en raison de certains composés extraits du gel qui sont apparemment 

suffisamment abondants pour supprimer l’ionisation des peptides d’intérêt. 
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Figure 54 : Electrophorèse bidimensionnelle de la calmoduline séléniée suivie d’une analyse en 
MALDI-MS de son digestat tryptique : focalisation sur les peptides séléniés.  

(a) Partie gauche : Electrophorèse bidimensionnelle de l’étalon calmoduline séléniée suivie d’une coloration au bleu 
de Coomassie avec 1,34 µg de protéines déposées sur gel. Les marqueurs de taille moléculaire sont indiqués. Partie 
droite : Balayage de la bande protéique par 1D ns LA-ICP-MS 
(b) Analyse MALDI-MS en mode réflectron du digestat tryptique de la protéine séléniée repérée par coloration.  
(c) Focalisation sur les peptides séléniés : séquence en acides aminés de la protéine calmoduline séléniée avec les 
masses théoriques des peptides séléniés (T4, T5, T7, T12, T13 et T14). Zooms sur les peptides séléniés dans le 
spectre MALDI-MS : les masses expérimentales sont indiquées. 
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4.2. Identification de sélénoprotéines après électrophorèse sur gel par nanochromatographie couplée 

à la spectrométrie de masse en tandem à ionisation électrospray (nanoHPLC-ESI-MS/MS) assistée 

de l’ICP-MS  

 

Une alternative à la spectrométrie de masse moléculaire à ionisation MALDI est la nanochromatographie 

couplée à la spectrométrie de masse moléculaire à ionisation électrospray (nanoHPLC-ESI-MS). Cette 

procédure est généralement efficace pour l’identification des peptides mais l’ionisation des composés en 

électrospray est très sensible à la présence de sels et aux autres composés de la matrice qui vont supprimer 

l’ionisation des peptides et ainsi empêcher leur identification par cette technique. L’ICP-MS va alors être 

un outil incontournable pour s’assurer que l’échantillon contient des sélénopeptides. Le couplage 

nanoHPLC-ICP-MS récemment mis au point au laboratoire a été utilisé en complément de l’ESI-MS pour 

l’identification des sélénoprotéines après électrophorèse sur gel. Les paragraphes suivants présentent les 

résultats obtenus lors de la mise au point du couplage sur l’étalon sélénié calmoduline sélénié et lors de 

son application à l’identification d’une sélénoprotéine, la thiorédoxine réductase.  

4.2.1. Mise au point sur la calmoduline séléniée  

Notre expérience montre que le succès de l’identification en nanoHPLC-ESI-MS/MS dépend fortement de 

la pureté de l’échantillon analysé. Dans le but d’être détecté en ESI-MS, un sélénopeptide doit arriver pur 

à la source à un moment donné. Les composés séléniés sont alors localisés dans le spectre de masse grâce 

à leur profil isotopique caractéristique (313). La recherche est manuelle donc la connaissance préalable du 

temps de rétention est extrêmement importante. Le temps de rétention, auquel le composé sélénié doit être 

détecté, peut être déterminé par une détection ICP-MS en parallèle de l’analyse ESI-MS (218, 313). La 

récente mise au point du nanonébuliseur dans notre laboratoire autorise le couplage entre une séparation 

des peptides par nanochromatographie (nanoHPLC) et la recherche par ICP-MS des sélénopeptides. La 

méthode a été validée sur un digestat tryptique de calmoduline séléniée obtenu par digestion de la protéine 

en solution (332). Un avantage indubitable de la détection ICP-MS est sa sensibilité sous femtomolaire 

sans se soucier de la structure du composé, ni de composés co-éluants même à fortes concentrations. Ici, la 

détection ICP-MS apporte une information sur le nombre de composés devant être détectés en ESI-

MS/MS, leurs concentrations, leurs temps de rétention, l’efficacité de digestion et le taux de recouvrement 

de la colonne.  

La Figure 55 présente les résultats de l’analyse nanoHPLC-ESI-MS/MS avec détection parallèle en ICP-

MS d’un extrait tryptique de calmoduline séléniée similaire à celui analysé précédemment en MALDI-

MS. Une électrophorèse bidimensionnelle sur gel de polyacrylamide de la calmoduline séléniée suivie 

d’une étape de coloration au bleu de Coomassie a été réalisée. Le spot protéique a été digéré à la trypsine 
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et les peptides formés ont été extraits de façon séquentielle avec des solutions d’eau et d’acétonitrile. 

L’analyse de cet extrait en nanoHPLC-ICP-MS met en évidence 4 pics séléniés alors que 6 peptides 

séléniés sont attendus après digestion tryptique de la calmoduline sélénié (cf. Figure 55 a). Le plus petit, le 

dipeptide SeMetK, n’est pas assez hydrophobe pour pouvoir être piégé sur la colonne de préconcentration. 

Le plus gros, T5, n’a apparemment pas été élué de la colonne. Des 4 peptides séléniés détectés en ICP-

MS, trois seulement ont pu être retrouvés en ESI-MS (Figure 55 c et d). Aucun ion présentant le profil 

isotopique du Se n’a été détecté dans le spectre ESI-MS (Figure 55 b) au temps de rétention du pic 3 du 

chromatogramme nanoHPLC-ICP-MS probablement en raison d’une pureté insuffisante. Alors que 

l’intensité du peptide T4 ne permet pas d’obtenir de spectres MS/MS de bonne qualité, le rapport signal 

sur bruit des peptides T12 et T13 suffisamment intense a permis la fragmentation de ces ions en MS/MS 

(Figure 55 d et e). Les séquences des ions fragmentés ont été déterminées avec une majorité d’ions fils de 

série b (vert) et de série y (rouge) retrouvés dans les spectres. Cet exemple montre l’importance de l’étape 

nanoHPLC-ICP-MS pour vérifier si l’absence de signal en ESI-MS/MS est due à l’absence du peptide 

dans l’extrait ou à une suppression de son ionisation par des espèces interférentes auquel cas, un 

changement des conditions chromatographiques résoudrait le problème.  
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Figure 55 : Identification des peptides séléniés de la calmoduline séléniée après électrophorèse sur 
gel par nanoHPLC-ESI-MS/MS assistée par une détection du sélénium en nanoHPLC-ICP-MS. 

 
(a) Chromatogramme sélénié (80Se) du digestat tryptique de la calmoduline séléniée sur gel obtenu par nanoHPLC-
ICP-MS. Encart : Electrophorèse bidimensionnelle de la calmoduline séléniée. Le spot de calmoduline séléniée a été 
découpé, digéré à la trypsine et les peptides extraits séquentiellement. 
(b) Chromatogramme du même échantillon avec détection de l’ensemble des ions en ESI-MS (TIC pour Total Ion 
Current) 
(c) Chromatogrammes des ions extraits (XIC pour eXtracted Ion Current) 
(d) Spectres de masse expérimentaux des ions extraits aux temps de rétention 29,14 min dans le XIC1 (panneau du 
haut), 24,35 min dans le XIC2 (panneau du milieu) et 22,32 min dans le XIC3 (panneau du bas). Les spectres sont 
présentés aux masses où le profil isotopique caractéristique du sélénium a été repéré. 
(e) Spectres de fragmentation des ions par nanoHPLC-ESI-MS/MS et séquences des peptides obtenues. Panneau du 
haut : spectre de fragmentation de l’ion 699,2885 détecté dans le XIC1. Panneau du bas : spectre de fragmentation de 
l’ion 538,7335 détecté dans le XIC3. 
Les analyses nanoHPLC-ICP-MS et nanoHPLC-ESI-MS/MS ont été réalisées dans les mêmes conditions 
chromatographiques. 
 

4.2.2. Application sur la sélénoprotéine thioredoxine réductase 

La Figure 56 illustre le principe de la détection d’une sélénoprotéine après électrophorèse sur gel suivie de 

son identification en nanoHPLC-ESI-MS/MS assistée par une détection parallèle du sélénopeptide en ICP-

MS. Une électrophorèse 1D-SDS-PAGE a été effectuée avec l’échantillon fourni par le Dr Elias Arner 

(encart de la Figure 56 a). La sélénoprotéine, détectée par balayage du gel en ablation laser couplé à une 

détection du sélénium en ICP-MS, a été digérée avec de la trypsine et l’extrait peptidique a été analysé par 

nanoHPLC-ICP-MS. Un seul pic sélénié est observé dans le chromatogramme (Figure 56 a) comme prédit 

par la digestion tryptique in silico de la thiorédoxine réductase. Tandis que le TIC (Figure 56 b) montre 

une détection d’ions continue tout au long de l’analyse, seule la connaissance préalable du temps de 

rétention du sélénopeptide permet de le retrouver (encart de la Figure 56 b) dans ce spectre ESI-MS 

complexe. Le rapport signal sur bruit du chromatogramme de l’ion extrait (XIC) correspondant au 

sélénopeptide est comparable à celui de la détection ICP-MS en raison de la pureté de l’échantillon. La 

séquence du sélénopeptide détecté a ensuite été obtenue par analyse ESI-MS/MS avec une majorité d’ions 

de série b (vert) et de série y (rouge) retrouvés dans le spectre (Figure 56). La soumission du spectre de 

fragmentation obtenu aux banques de données a permis de confirmer l’identité de la sélénoprotéine 

thioredoxine réductase de rat dans l’échantillon analysé. Le spectre de fragmentation acquis a mis en 

évidence l’existence d’un pont interne S-Se entre les résidus sélénocystéyl et cystéyl voisins. La formation 

de ce pont interne est ici un avantage pour la réussite de l’identification car il permet de stabiliser le 

sélénium sur le sélénopeptide qui sinon aurait sûrement été perdu. Les sélénopeptides sont généralement 

instables en solution ce qui contraint l’ajout d’une étape de stabilisation du sélénium dans la procédure 

analytique afin de pouvoir repérer et identifier les sélénopeptides. Ce propos fait l’objet du paragraphe 

suivant. 
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Figure 56 : Identification du sélénopeptide de la thiorédoxine réductase après électrophorèse sur gel 
par nanoLC-ESI-MS/MS assistée d’une détection du sélénium par nanoHPLC ICP-MS.  

(a) Chromatogramme sélénié (80Se) du digestat tryptique de la sélénoprotéine par nanoHPLC-ICP-MS. Encart : 
Electrophorèse 1D-SDS-PAGE de l’échantillon suivie d’une coloration au bleu de Coomassie. Un balayage 
monodimensionnel avec un laser nanoseconde couplé à une détection du sélénium (80Se) en ICP-MS a permis de 
repérer la sélénoprotéine sur le gel. La bande protéique a été découpée, digérée à la trypsine et les peptides extraits 
séquentiellement. 
(b) Chromatogramme du même échantillon avec détection de l’ensemble des ions en ESI-MS (TIC pour Total Ion 
Current). Le chromatogramme XIC (pour eXtracted Ion Current) de l’ion extrait est montré avec le spectre de masse 
correspondant. 
(c) Spectres de fragmentation de l’ion 570,698 par nanoHPLC-ESI-MS/MS et séquence du peptide correspondant.  
Les analyses nanoHPLC-ICP-MS et nanoHPLC-ESI-MS/MS ont été réalisées dans les mêmes conditions 
chromatographiques. 
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4.3. Procédure de stabilisation du résidu sélénocystéyl d’une sélénoprotéine et caractérisation des 

produits de réaction : l’exemple de la glutathion peroxydase GPx 

L’analyse des sélénopeptides en spectrométries de masse moléculaire est très délicate en raison de 

l’instabilité des sélénopeptides en solution. Cette instabilité a été rapportée sur la glutathion peroxydase 

plasmique de rat et sur la sélénoprotéine P par Ma et al (248). La perte de sélénium par les sélénopeptides 

est probablement due à un mécanisme d’oxydation du résidu sélénocystéyl en sélénoxyde suivi d’une β-

élimination de l’acide sélénique pour laisser un peptide contenant un résidu déhydroalanyl en lieu et place 

du résidu sélénocystéyl. Afin de prévenir ces oxydations et pertes du sélénium, une stabilisation du 

sélénium sur le peptide a été envisagée par réaction de carboxyméthylation avec de l’iodoacétamide. Les 

produits de réaction ont été analysés en spectrométries de masse à ionisation ESI et MALDI puis 

caractérisés en spectrométrie de masse en tandem. 

4.3.1. Analyses ESI-MS et MALDI-MS de la GPx stabilisée 

La GPx fournie par SIGMA-ALDRICH est une protéine tronquée des 12 acides aminés du côté N-

terminal (cf. 1.3. du chapitre résultats et discussion). L’alkylation de la sélénoprotéine GPx tronquée avec 

l’iodoacétamide produit un composé majoritaire de masse moléculaire mesurée en ESI-MS à 21798 Da, 

laquelle est très proche de la masse théorique de la protéine tronquée alkylée (Figure 57 a et b). Les autres 

composés observés dans le spectre peuvent correspondre à des adduits de la GPx avec des ions en solution 

mais seules des analyses en ESI-MS/MS permettraient de déterminer l’identité de ces composés. 

L’analyse en MALDI-MS donne une valeur expérimentale proche et mesurée à 21803,4 (Figure 57 c). La 

détection du dimère à 43467 Da dans la solution de GPx alkylée est certainement due à un dépliement 

incomplet de la sélénoprotéine. Ni les mesures ESI-MS, ni les mesures MALDI-MS ne permettent 

toutefois de confirmer la présence de sélénium dans la protéine.   

 147



III- Résultats et discussions 

(b)

(a) + 20
+ 19

+ 18

+ 17

+ 21

950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400
0

100

200

300

400

500

600 1090.9508
1148.3237

1212.0599

1039.0555

1283.2741

21650 21700 21750 21800 21850 21900 21950

Mass, amu

0

2

4

6

8

10

21799

21750
21820

21727 21855

21702

4999 21999 39000 56000 73001 90002
0

20

40

60

80

100

21803.400

10994.926
43467.006

In
te

ns
ité

, x
10

3
cp

s
In

te
ns

ité
, c

ou
ps

Masse / charge, u.m.a.

%
 In

te
ns

ité

Masse / charge, u.m.a.

(c)

 

Figure 57 : Spectres de masses ESI et MALDI de la GPx après stabilisation du résidu sélénocystéyl 
par carboxyméthylation. 

a) Spectre ESI-MS brut ; b) Spectre ESI-MS après déconvolution : 2 µL de solution GPx stabilisée ont été mélangés 
avec 38 µL d’une solution d’acétonitrile 30% (v/v) contenant 0.1% TFA. L’analyse ESI-MS a été faite avec 6 µL du 
mélange ; c) Spectre MALDI TOF MS : 1 µL de solution GPx stabilisée ont été mélangés avec 9 µL d’une solution 
d’acétonitrile 30% (v/v) contenant 10 mg/mL d’acide sinapinique et 0.3% (v/v) TFA. 1 µL du mélange ont été 
déposés sur la plaque et analysés par MALDI-MS. 
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4.3.2. Analyse du contenu sélénié dans la préparation de GPx stabilisée  

La pureté de la préparation de GPx carboxyméthylée a été examinée par chromatographie d’exclusion 

stérique (SEC) couplée à l’ICP-MS afin d’obtenir le profil sélénié. Le chromatogramme SEC-ICP-MS de 

la GPx alkylée (Figure 58 a) présente 2 composés séléniés majeurs (pics 1 et 3) et un mineur (pic 2). 

D’après la calibration de la colonne en masse, les pics 1 et 3 correspondent respectivement à la 

sélénoprotéine carboxyméthylée et à du sélénium de faible poids moléculaire supposé être du sélénium 

inorganique. En tenant compte du taux de recouvrement de la colonne (98%) et de l’aire relative de ces 

pics, le chromatogramme permet d’estimer l’efficacité de la carboxyméthylation à moins de 50 %. 

L’analyse en 1D-SDS-PAGE faite parallèlement corrobore ces résultats avec une seule bande protéique 

d’environ 22 kDa après coloration au bleu de Coomassie. L’électrophérogramme du sélénium obtenu suite 

au balayage 1D du gel par le laser nanoseconde UV avec détection en ICP-MS met en évidence la 

présence de sélénium uniquement dans cette bande protéique (Figure 58 b). Le sélénium inorganique a pu 

être perdu lors des étapes de lavage et de coloration du gel. Aucune autre protéine n’a été observée ce qui 

confirme l’hypothèse d’une simple perte du sélénium du centre actif de la protéine. 
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Figure 58 : Analyse du sélénium dans la préparation de GPx stabilisée  
a) Chromatogramme d’exclusion stérique couplée à l’ICP-MS du 77Se; b) SDS-PAGE avec détection du 
80Se par 1D ns LA-ICP-MS. 
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4.3.3. Digestion tryptique de la GPx carboxyméthylée en solution et focalisation sur le sélénopeptide  

Le chromatogramme d’exclusion stérique du digestat tryptique de la GPx carboxyméthylée avec détection 

du Se en ICP-MS (Figure 59) présente quatre pics séléniés et suggère une réaction de dérivatisation 

incomplète. Théoriquement, seulement un pic correspondant au peptide sélénié carboxyméthylé 

VLLIENVASLZGTTVR devrait être obtenu (où Z correspond au résidu sélénocystéyl carboxyméthylé). 

Le composé sélénié exclu de la colonne (pic 1) doit correspondre à la GPx non digérée alors que le dernier 

doit être du Se (IV). En tenant compte des deux pics au milieu du chromatogramme, l’efficacité de 

digestion est estimée à 78 %. Cette estimation est basée sur l’aire relative des pics en considérant un taux 

de recouvrement de la colonne en sélénium supérieur à 98%. L’identité de ces deux pics a ensuite été 

déterminée par HPLC de phase inverse couplée à des détections ICP-MS et ESI-MS/MS.  
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Figure 59 : Analyse du sélénium (80Se) dans le digestat tryptique de la glutathion peroxydase 
stabilisée par chromatographie d’exclusion stérique (SECpeptide) avec détection ICP-MS   

 
L’analyse en HPLC capillaire de phase inverse couplée à l’ICP-MS montre que le pic 3 peut être 

considéré comme chromatographiquement pur étant donné que l’aire du pic représente 90% de sélénium 

injecté (Figure 60a). Les données nanoHPLC-ESI-MS/MS confirment la présence du peptide sélénié 

VLLIENVASLZGTTVR (Figure 60a et Figure 61a). L’analyse capHPLC-ICP-MS montre que le pic 2 

correspond à un mélange de composés séléniés (Figure 60b). L’analyse des données nanoHPLC-ESI-

MS/MS pour le pic 2 indique la présence de deux enveloppes isotopiques séléniées, une correspondant au 

peptide VLLIENVASLZGTTVR (Figure 61b), l’autre à un peptide similaire plus long de deux acides 
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aminés (Gly-Lys) suite à un défaut de coupure par la trypsine (Figure 61c). Les séquences des 

sélénopeptides et des ions b et y détectés sont données en Figure 61. Aucun autre composé sélénié observé 

en ICP-MS n’a pu être détecté dans le spectre électrospray MS/MS. Ces résultats démontrent une nouvelle 

fois la possibilité de corrélation des données ICP-MS et ESI-MS/MS obtenues après séparation en HPLC 

et la complémentarité de ces techniques. En raison de sa haute sensibilité et de sa réponse indépendante de 

la matrice, la détection ICP-MS permet la détermination du nombre de sélénopeptides qui devraient être 

trouvées dans les données en nanoHPLC-ESI-MS, alors que certaines de ces espèces peuvent être 

manquées par la détection électrospray. Il est également important de noter que dans des conditions 

instrumentales théoriquement identiques, le même sélénopeptide peut apparaître doublement ou triplement 

chargés dans différents chromatogrammes. 
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Figure 60 : Identification du sélénopeptide de la glutathion peroxydase stabilisée par nanoHPLC-
ESI-MS/MS assistée d’une détection du sélénium par ICP-MS. 

a) et b) : Analyses respectives des pic 3 et 2 du chromatogramme SEC-ICP-MS (figure 59) 
En haut : chromatogrammes séléniés (80Se) des pics 3 (a) et 2 (b) par capHPLC-ICP-MS. Au milieu : cpectres de 
masse théoriques et expérimentaux (XIC) des sélénopeptides. En bas : chromatogrammes des pics 3 (a) et 2 (b) avec 
détection de l’ensemble des ions en ESI-MS (TIC pour Total Ion Current) et des ions extraits XIC, XIC1 et XIC2 
(pour eXtracted Ion Current). 
 

 

 

 

 

 

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly

Ions série b

Ions série y
175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

100.07 1052.63 1260.61

- – – – – – – – – – -
213.16 326.24 439.32 568.37 682.41 781.48 852.52 939.55

Ions série b

Ions série y

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1317.63 1519.731418.67 1618.79 1774.89

1467.671580.751693.841792.90

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly
1354.58

Ions série b

Ions série y
175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

100.07 1052.63 1260.61

- – – – – – – – – – -
213.16 326.24 439.32 568.37 682.41 781.48 852.52 939.55

Ions série b

Ions série y

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1317.63 1519.731418.67 1618.79 1774.89

1467.671580.751693.841792.90

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly

1354.58

Ions série yyIons série

Ions série b

175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

- – – – – – – – – – -
186.12 285.19 398.27 511.36 624.44 753.48 867.52 966.60 1037.63

Ions série b

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1445.72 1603.791502.74 1704.84 1803.91

1354.581467.671580.751693.841792.90

Gly – Lys –– –
1921.00

58.02

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly
1124.67 1237.75

Ions série yyIons série

Ions série b

175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

- – – – – – – – – – -
186.12 285.19 398.27 511.36 624.44 753.48 867.52 966.60 1037.63

Ions série b

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1445.72 1603.791502.74 1704.84 1803.91

1354.581467.671580.751693.841792.90

Gly – Lys –– –
1921.00

58.02

b)

c)

a)

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly

1124.67 1237.75

Ions série b

Ions série y
175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

100.07 213.16 326.24 439.32 568.37 682.41 781.48 852.52 939.55 1052.63 1260.61

- – – – – – – – – – -

Ions série bIons série b

Ions série y

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1317.63 1519.731418.67 1618.79 1774.89

1693.841792.90

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly
100.07 213.16 326.24 439.32 568.37 682.41 781.48 852.52 939.55

1354.581467.671580.75
Ions série y

175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

1052.63 1260.61

- – – – – – – – – – -

Ions série b

Ions série y

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1317.63 1519.731418.67 1618.79 1774.89

1693.841792.90 1354.581467.671580.75

 

Figure 61 : Séquences des sélénopeptides déterminées en nanoHPLC-ESI-MS/MS dans la 
préparation de GPx stabilisée. 

a) Séquence de l’ion à 898,78 Da détecté dans le XIC (figure 60 a); b) Séquence de l’ion à 598,27 
Da détecté dans le XIC 1 (figure 60 b); c) Séquence de l’ion à 660,02 Da détecté dans le XIC 2 (figure 60 
b). Les ions présents dans le spectre de fragmentation sont indiqués en vert (ions de la série b) et rouge 
(ions de la série y). 
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4.3.4. Electrophorèse sur gel de la GPx carboxyméthylée suivie de son identification par nanoLC-ESI-

MS/MS assistée d’une détection des sélénopeptides en ICP-MS 

La protéique séléniée détectée après SDS-PAGE par ICP-MS à ablation laser (Figure 58b) a été digérée 

dans le gel avec de la trypsine et l’extrait peptidique a été analysé en spectrométries de masse moléculaire 

(Figure 62). Une première tentative a été effectuée en MALDI-MS mais aucun profil isotopique du 

sélénium n’a pu être retrouvé dans le spectre acquis. Le chromatogramme cap HPLC-ICP-MS de l’extrait 

(Figure 62 a) présente un seul pic sélénié mais le faible taux de récupération (environ 110 pg de Se dans le 

pic) suggère qu’une partie de la protéine a été non digérée et n’a pas pu être récupérée du gel. La limite de 

détection estimée est de l’ordre de 1 pg ce qui est suffisant pour permettre la détection de la GPx dans les 

échantillons biologiques. L’identité du peptide a été confirmée en nanoLC-ESI-MS/MS comme étant le 

peptide VLLIENVASLZGTTVR (Figure 62 b). Cet exemple constitue à notre connaissance le premier 

exemple d’un sélénopeptide détecté et identifié par ICP-MS et électrospray MS à partir d’une 

sélénoprotéine dans un gel. La comparaison de la sensibilité des méthodes nanoHPLC-ESI-MS et 

MALDI-MS est clairement en faveur de la première.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 62 : Identification du sélénopeptide de la GPx après électrophorèse sur gel par nanoHPLC 
ESI-MS/MS assistée d’une détection du sélénium en ICP-MS. 

(a) Chromatogramme sélénié (80Se) du digestat tryptique de la sélénoprotéine par capHPLC-ICP-MS. 
Encart : Electrophorèse 1D-SDS-PAGE de l’échantillon suivie d’une coloration au bleu de Coomassie. Un 
balayage monodimensionnel avec un laser nanoseconde couplé à une détection du sélénium (80Se) en ICP-
MS a permis de repérer la sélénoprotéine sur le gel. La bande protéique a été découpée, digérée à la 
trypsine et les peptides extraits séquentiellement. 
(b) Chromatogramme du même échantillon avec détection de l’ensemble des ions en ESI-MS (TIC pour 
Total Ion Current). Le chromatogramme XIC (pour eXtracted Ion Current) de l’ion extrait est montré avec 
le spectre de masse correspondant. 
(c) Spectres de fragmentation de l’ion 598,2971 par nanoHPLC-ESI-MS/MS et séquence du peptide 
correspondant.  
Les ions de la série b et y présents dans le spectre de fragmentation sont indiqués italiques. 
 

 155



III- Résultats et discussions 

 

0

9

18

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
0

9

18

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temps, min

In
te

ns
ité

80
Se

, x
 1

03
co

up
s

(a)

20,1 kDa

30,0 kDa 

45,0 kDa 

66,0 kDa 

14,4 kDa
40

50

0 600 1200

0
10

20
30

40
00

Intensité 80Se, cps

D
istance, m

m

20,1 kDa

30,0 kDa 

45,0 kDa 

66,0 kDa 

14,4 kDa
40

50

0 600 1200

0
10

20
30

40
00

Intensité 80Se, cps

D
istance, m

m

 
 

5980

200

400
In

te
ns

ité
, c

ou
ps

59
8.

29
71

59
7.

63
62

59
8.

63
13

59
7.

96
89

59
8.

96
81

59
7.

30
64

59
6.

97
51

59
9.

30
64

59
9.

64
83

597 599
m/z, u.m.a.

59
8.

29
71

59
7.

63
62

59
8.

63
13

59
7.

96
89

59
8.

96
81

59
7.

30
64

59
6.

97
51

59
9.

30
64

5980

200

400
In

te
ns

ité
, c

ou
ps

59
8.

29
71

59
7.

63
62

59
8.

63
13

59
7.

96
89

59
8.

96
81

59
7.

30
64

59
6.

97
51

59
9.

30
64

59
9.

64
83

597 599
m/z, u.m.a.

59
8.

29
71

59
7.

63
62

59
8.

63
13

59
7.

96
89

59
8.

96
81

59
7.

30
64

59
6.

97
51

59
9.

30
64

(b)

TI
C

 in
te

ns
ité

, x
 1

05
cp

s

XI
C

 in
te

ns
ité

, x
 1

03
cp

s

10 20 30 40 50 60 70
Temps, min

0.0

2.0

4.5

10 20 30 40 50 60 7010 20 30 40 50 60 70

3

6

9

TIC

XIC

0

TI
C

 in
te

ns
ité

, x
 1

05
cp

s

XI
C

 in
te

ns
ité

, x
 1

03
cp

s

10 20 30 40 50 60 70
Temps, min

0.0

2.0

4.5

10 20 30 40 50 60 7010 20 30 40 50 60 70

3

6

9

TIC

XIC

0

175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

100.07 213.16 326.24 439.32 568.37 682.41 781.48 852.52 939.55 1052.63 1260.61 1317.63 1519.731418.67 1618.79 1774.89

1354.581467.671580.751693.841792.90 175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

100.07 939.55 1052.63 1260.61
ions série b

ions série y

Val Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser – Leu – SeC Gly– – – – – – – – – Thr – Thr – Val – Arg– – –--Val Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser – Leu – SeC Gly– – – – – – – – – Thr – Thr – Val – Arg– – –--
1317.63

1354.581467.671580.751693.841792.90

–

175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

100.07 213.16 326.24 439.32 568.37 682.41 781.48 852.52 939.55 1052.63 1260.61 1317.63 1519.731418.67 1618.79 1774.89

1354.581467.671580.751693.841792.90 175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

100.07 939.55 1052.63 1260.61
ions série b

ions série y

Val Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser – Leu – SeC Gly– – – – – – – – – Thr – Thr – Val – Arg– – –--Val Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser – Leu – SeC Gly– – – – – – – – – Thr – Thr – Val – Arg– – –--
1317.63

1354.581467.671580.751693.841792.90

–

In
te

ns
ité

, c
ou

ps

200 400 600 800 1000 1200 1400
0

250

500

m/z, u.m.a.

18
5.

16
4

21
3.

16
0

17
5.

12
1

32
6.

25
3

22
7.

17
7

94
1.

43
0

68
2.

44
0

37
5.

24
1

43
9.

34
0

85
4.

38
0

35
6.

22
6

58
7.

34
0

12
25

.5
87

11
11

.5
62

28
6.

16
1

27
4.

19
5

47
6.

30

13
54

.6
0

56
9.

35
0

78
1.

49
6

85
2.

52 93
9.

44
2

53
3.

31
7

74
1.

29
9

10
12

.4
70

b2

b3

b4

b5
b6 b7

b8

y12

y1

y2 y3 y4

y5

y6

y7

y8 y9

y10
y11In

te
ns

ité
, c

ou
ps

200 400 600 800 1000 1200 1400
0

250

500

m/z, u.m.a.

18
5.

16
4

21
3.

16
0

17
5.

12
1

32
6.

25
3

22
7.

17
7

94
1.

43
0

68
2.

44
0

37
5.

24
1

43
9.

34
0

85
4.

38
0

35
6.

22
6

58
7.

34
0

12
25

.5
87

11
11

.5
62

28
6.

16
1

27
4.

19
5

47
6.

30

13
54

.6
0

56
9.

35
0

78
1.

49
6

85
2.

52 93
9.

44
2

53
3.

31
7

74
1.

29
9

10
12

.4
70

b2

b3

b4

b5
b6 b7

b8

y12

y1

y2 y3 y4

y5

y6

y7

y8 y9

y10
y11

18
5.

16
4

21
3.

16
0

17
5.

12
1

32
6.

25
3

22
7.

17
7

94
1.

43
0

68
2.

44
0

37
5.

24
1

43
9.

34
0

85
4.

38
0

35
6.

22
6

58
7.

34
0

12
25

.5
87

11
11

.5
62

28
6.

16
1

27
4.

19
5

47
6.

30

13
54

.6
0

56
9.

35
0

78
1.

49
6

85
2.

52 93
9.

44
2

53
3.

31
7

74
1.

29
9

10
12

.4
70

b2

b3

b4

b5
b6 b7

b8

y12

y1

y2 y3 y4

y5

y6

y7

y8 y9

y10
y11

(c)

 
 

 156



IV- Conclusions et perspectives 

CHAPITRE 4 : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

1. Conclusions  

L’électrophorèse sur gel de polyacrylamide est une des techniques séparatives les plus résolutives pour les 

protéines. Cette technique combinée à la spectrométrie de masse moléculaire est actuellement à la base de 

l’analyse protéomique qui vise à identifier les protéines d’un organisme dans des conditions 

physiologiques données. L’objectif de cette thèse a été de développer une procédure analytique 

complémentaire à l’analyse protéomique pour la détection et l’identification spécifique des 

sélénoprotéines. Cette procédure est basée sur l’utilisation d’un spectromètre de masse à source 

d’ionisation par plasma induit (ICP-MS) dont les performances permettent d’envisager la détection de 

quantités de sélénium extrêmement faibles. Les principales conclusions qui résultent de ce travail et qui 

répondent à cet objectif sont présentées ci-dessous :  

 

Biosynthèse et caractérisation d’un étalon protéique sélénié stable  

Le développement d’une méthode et l’évaluation de ses performances analytiques ne peuvent se faire 

qu’avec un étalon adapté. Etant donné qu’aucun étalon protéique sélénié stable n’était disponible au début 

de mes travaux de thèse, le premier objectif a été d’en produire un. Cet étalon est la calmoduline séléniée, 

protéine recombinante produite dans une culture de la bactérie Escherichia coli MG1655 pVU1 en 

présence de fortes concentrations en sélénométhionine. Les conditions de culture ont été optimisées pour 

permettre l’assimilation de la sélénométhionine dans la calmoduline sans trop affecter la croissance 

bactérienne. Ce compromis a été trouvé en ajoutant 1 mM de L-sélénométhionine à une culture en phase 

exponentielle de croissance. La purification de la calmoduline séléniée a ensuite été effectuée en 2 étapes 

de chromatographies d’interaction hydrophobe et son identité a été confirmée en spectrométrie de masse 

moléculaire à ionisation par électrospray (ESI-MS). Les électrophérogrammes obtenus après analyses 1D 

et 2D-SDS-PAGE de l’étalon sélénié avec coloration au bleu de Coomassie montrent qu’il est 

électrophorétiquement pur ce qui permet d’envisager l’utilisation de la calmoduline séléniée pour le 

développement de méthodes analytiques. 

La stabilité de cet étalon a été évaluée en contrôlant la dégradation protéique et la perte de sélénium dans 

le temps. Ni perte de sélénium ni dégradation significative n’ont été observées sur une période de 2 ans. 

Ce résultat contraste avec celui obtenu pour la sélénoprotéine glutathion peroxydase commercialisée qui 

ne peut être conservée que quelques semaines à -20°C après resolubilisation. En effet, l’analyse 1D-SDS-

PAGE de la glutathion peroxydase quelques semaines après sa remise en solution a montré l’apparition de 

plusieurs bandes, témoignant d’une dégradation protéique. Des pertes significatives de sélénium ont 

 157



IV- Conclusions et perspectives 

également été observées. Les analyses ESI-MS des sélénoprotéines thiorédoxine réductase et glutathion 

peroxydase fournies ont révélé la présence d’impuretés. Ces contrôles mettent clairement en évidence 

l’avantage de produire un étalon protéique sélénié stable et pur comme la calmoduline séléniée. Cette 

protéine séléniée a été utilisée pour le développement puis pour l’étalonnage des techniques analytiques 

adaptées à l’étude des sélénoprotéines. 

 

Développement de l’ICP-MS à ablation laser pour la détection sensible et spécifique des 

sélénoprotéines dans les gels d’électrophorèse 

L’ablation laser a été couplée à l’ICP-MS pour le développement d’une méthode de détection spécifique 

du sélénium contenu dans des protéines séparées par électrophorèse sur gel. Ce développement a été 

effectué en utilisant un laser nanoseconde à faible cadence de tirs permettant un balayage 

monodimensionnel rapide du gel couplé à une détection élémentaire en ICP-MS (1D ns LA-ICP-MS) sur 

l’étalon calmoduline sélénié,. Les performances analytiques du couplage dans les conditions optimales 

d’analyses ont été évaluées. Les analyses se sont avérées reproductibles (écart type relatif < 5 %) et la 

limite de détection du système a été estimée à 1,3 ng Se.mL-1 de solution déposée sur le gel, soit 13 pg de 

Se dans le gel. Ces limites de détection très basses ont permis d’envisager la détection de protéines 

contenant du sélénium dans des échantillons biologiques. Cette technique a été appliquée à la détection de 

protéines séléniées séparées par électrophorèse 1D-SDS-PAGE chez la bactérie Cupriavidus 

metallidurans CH34 et par 2D-SDS-PAGE chez la levure séléniée lorsque ces organismes sont exposés à 

des concentrations en sélénium de l’ordre de quelques mM. Les résultats obtenus ont montré la formation, 

à priori, non spécifique de nombreuses protéines séléniées lors de l’exposition de ces organismes à de 

fortes concentrations en sélénium. Des études complémentaires sont toutefois nécessaires pour déterminer 

si certaines protéines sont préférentiellement séléniées. Ce couplage a également été validé pour la 

détection de sélénoprotéines purifiées, thiorédoxine réductase et glutathione peroxydase.  

L’analyse des échantillons biologiques, où les sélénoprotéines sont en quantité beaucoup plus faible, s’est 

avérée non concluante. Le manque de sensibilité mis en cause a été compensé par une amélioration de la 

technique d’introduction de l’échantillon dans l’ICP-MS. Cette amélioration a consisté à transférer à 

l’ICP-MS une quantité de matière ablatée plus importante dans un temps très court, ce qui a pour 

conséquence d’augmenter le rapport signal sur bruit. Dans ce but, un nouveau mode de balayage 

bidimensionnel (2D) ultrarapide du gel avec un laser femtoseconde (fs) à très haute cadence de tirs (laser 

ALFAMET) a été mis au point. Les performances analytiques de cette nouvelle technique d’ablation laser 

couplée à une détection ICP-MS (2D fs LA-ICP-MS) ont été évaluées et comparées à la méthode 

d’ablation laser « conventionnelle » couplée à l’ICP-MS (1D ns LA-ICP-MS). La méthode 2D fs LA-ICP-

MS s’est avérée reproductible (écart type relatif < à 5 %) et a permis une détection ICP-MS beaucoup plus 
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sensible qu’en 1D ns LA-ICP-MS. Le gain en sensibilité, supérieur à un facteur 40, peut être 

principalement expliqué par une quantité de matière ablatée plus importante (27 fois) mais aussi 

probablement par une qualité de l’aérosol améliorée. Le transport et l’ionisation de ces particules 

potentiellement plus fines et homogènes seraient alors favorisés en ICP-MS.  

La technique 2D fs LA-ICP-MS a été testée sur les échantillons pour lesquels le balayage 

monodimensionnel du gel avec le laser nanoseconde a montré ses limites. La technique permet ainsi le 

repérage spécifique des sélénoprotéines dans un extrait brut avec une sensibilité comparable à 

l’autoradiographie. Le principal avantage est son applicabilité à l’analyse de tous types d’échantillons 

d’origine biologique. Grâce à ce développement, quatre sélénoprotéines encore inconnues ont été 

détectées dans un extrait brut de la bactérie Desulfococcus multivorans DSM 2059 cultivée sur benzoate. 

 

Développement d’une procédure spécifique et sensible pour l’identification de sélénoprotéines 

séparées par électrophorèse sur gel 

L’autre partie de ce travail de thèse a été consacrée à l’identification des sélénoprotéines séparées par 

électrophorèse sur gel. La stratégie classique d’identification des protéines consiste à digérer les protéines 

d’intérêt à la trypsine, et à analyser en spectrométrie de masse MALDI ou ESI les peptides générés. Dans 

ce travail, nous avons focalisé notre attention sur les sélénopeptides pour une identification non équivoque 

des sélénoprotéines. La spectrométrie de masse MALDI est suffisante pour l’analyse de peptides issus de 

protéines suffisamment purifiées et concentrées. Toutefois, la recherche des peptides séléniées dans les 

spectres de masse acquis pour l’analyse de la calmoduline séléniée séparée en 2D-SDS-PAGE s’est avérée 

laborieuse et infructueuse pour certains peptides séléniés en raison d’interférences isobariques aux masses 

d’intérêt. L’identification des sélénoprotéines par établissement de cartes peptidiques en MALDI-MS est 

également à exclure du fait de l’absence de la plupart des sélénoprotéines dans les banques de données. 

Des analyses en nanochromatographie couplée à la spectrométrie de masse ESI-MS/MS (nanoHPLC-ESI-

MS/MS) ont alors été envisagées afin de déterminer les séquences des peptides générés. Grâce à des 

analyses parallèles en ICP-MS réalisées dans les mêmes conditions chromatographiques (nanoHPLC-ICP-

MS), les peptides séléniés sont spécifiquement détectés pour une analyse en nanoHPLC-ESI-MS/MS. Si 

cette dernière analyse ne permet pas d’identifier ces peptides séléniés, des étapes de préconcentration et de 

purification de l’échantillon doivent être rajoutées avant l’analyse en spectrométrie de masse moléculaire. 

Au-delà de la détermination du temps de rétention des sélénopeptides, l’analyse en nanoHPLC-ICP-MS 

permet de calculer le taux de recouvrement des sélénopeptides extraits du gel. Par ailleurs, elle permet 

également de quantifier précisément ces sélénopeptides par une méthode de dilution isotopique. Le 

développement de cette approche a été effectué sur la calmoduline séléniée après une électrophorèse sur 

gel puis appliqué à l’identification de la thiorédoxine réductase (TrxR) sur gel. Le sélénopeptide de la 
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TrxR a pu être détecté et identifié grâce à la présence d’un pont interne entre résidus cystéyl et 

sélénocystéyl stabilisant le sélénium sur le peptide. L’instabilité des résidus sélénocystéyls des autres 

sélénoprotéines a rendu nécessaire la stabilisation du sélénium avant toute tentative d’identification. Le 

sélénium de la glutathion peroxydase a été stabilisé par carboxyméthylation ce qui a permis pour la 

première fois la détection et l’identification par les approches développées de son sélénopeptide extrait du 

gel. L’identification de sélénoprotéines provenant d’échantillons biologiques est maintenant 

techniquement réalisable en nanoHPLC-ESI-MS/MS en parallèle à une analyse en nanoHPLC-ICP-MS. 

Des étapes de pré-fractionnement et de pré-concentration (par exemple en SEC-ICP-MS), des 

sélénoprotéines par HPLC-ICP-MS sont toutefois à envisager pour la réussite de cette approche. Le 

préfractionnement, permettrait de se focaliser sur les fractions séléniées et ainsi de simplifier les 

électrophérogrammes et les analyses subséquentes. Le séquençage des sélénopeptides est également 

encouragé du fait de l’absence des sélénoprotéines dans les banques de données. 

En résumé, les méthodes analytiques développées et appliquées à l’analyse d’échantillons biologiques 

pour l’identification des sélénoprotéines permettent maintenant d’établir la stratégie analytique présentée 

en Figure 63. 

Extraction totale des protéines

Séparation par 
électrophorèse sur gel

Spectrométries de masse moléculaire 
nanoLC-ESI-MS/MS

Digestion tryptique dans le gel 
Extraction des peptides

des 
sélénoprotéines 

nanoLC-ICP-MS

Détection spécifique 
des sélénopeptides

Détection spécifique 
des sélénoprotéines

Ablation laser-ICP-MS

dans des 
échantillons biologiques

Identification

Préconcentration des 
sélénoprotéines
HPLC-ICP-MS

 

Figure 63 : Stratégie analytique employée pour détecter et identifier des sélénoprotéines. 
En rouge, les développements analytiques utilisés lors de ces travaux. En bleu, l’étape à améliorer pour 
une identification plus aisée des sélénoprotéines à partir d’échantillons biologiques. 
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2. Perspectives d’études  

Les méthodes analytiques développées dans cette thèse ont permis de répondre aux objectifs initialement 

fixés. Les résultats obtenus ont ouvert les perspectives d’études suivantes. 

Etude des aérosols en ablation laser 

La durée de l’impulsion et l’irradiance (densité d’énergie par unité de temps) jouent un rôle majeur dans 

les caractéristiques de l’aérosol formé en ablation laser (stoechiométrie et taille des particules). De ce fait, 

la qualité de l’aérosol formé avec le laser femtoseconde ALFAMET doit être meilleure que celle obtenue 

en ablation laser nanoseconde. Une étude comparative des aérosols formés lors de l’ablation de gels de 

polyacrylamide avec les lasers nanoseconde et femtoseconde est actuellement en cours au laboratoire. 

Cette étude est effectuée au moyen d’un impacteur en cascade de type ELPI (Electrical Low Pressure 

Impactor) qui permet d'obtenir en temps réel la concentration et la distribution granulométrique en 

nombre, en surface et en volume. Les résultats devraient ainsi apporter des informations sur la qualité de 

ces aérosols et sur le gain en sensibilité obtenu lors du couplage de l’ablation laser femtoseconde à l’ICP-

MS. 

 

Améliorations des méthodes développées 

Des améliorations des méthodes analytiques développées peuvent encore être envisagées. Ces 

améliorations concernent essentiellement la détection des sélénoprotéines sur gel. 

Il serait tout d’abord important de contrôler le processus d’ablation au cours de l’analyse. Le xénon a été 

utilisé pour contrôler la stabilité de l’ICP-MS durant plusieurs heures d’analyses mais aucun contrôle du 

processus d’ablation laser n’a été effectué. Un étalon interne au gel de polyacrylamide pourrait permettre 

le suivi de la stabilité de l’ablation laser au cours du temps. Une solution envisageable serait d’utiliser des 

monomères d’acrylamide greffés d’un élément facilement analysable en ICP-MS. Des contrôles 

concernant la polymérisation de ces gels et leurs comportements lors de l’analyse d’ablation laser ICP-MS 

devraient toutefois être effectués.  

Des analyses quantitatives pourraient ensuite être envisagées par calibration externe avec l’utilisation 

d’une calmoduline séléniée marquée isotopiquement au 76Se. 

L’ablation lors de la première analyse n’affecte pas la totalité de la sélénoprotéine contenue dans la bande. 

La sélénoprotéine restante dans le gel pourrait être caractérisée pour savoir si elle reste intacte malgré 

l’ablation effectuée. Dans ce cas, une première analyse en 2D fs LA-ICP-MS serait envisagée suivie d’une 

identification avec la sélénoprotéine restée dans le même gel. Cette procédure présenterait l’avantage 

d’effectuer les expériences de détection et d’identification des sélénoprotéines à partir du même gel. 
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Adaptation de la stratégie d’ablation laser à l’analyse de sélénoprotéines séparées par 

électrophorèse bidimensionnelle sur gels de polyacrylamide  

De par la complexité et le nombre important de protéines extraites d’un organisme, leur séparation par 

électrophorèse bidimensionnelle sur gel de polyacrylamide (2D-SDS-PAGE) doit être envisagée. La 

recherche de sélénoprotéines dans un gel après 2D-SDS-PAGE par ablation laser ICP-MS peut être très 

laborieuse voire impossible sans une stratégie d’analyse adaptée. La Figure 64 présente une méthode pour 

simplifier cette recherche. Des électrophorèses IEF, 1D-SDS-PAGE et 2D-SDS-PAGE du même extrait 

brut de protéines sont réalisées séparément. L’analyse en ablation laser 2D fs ICP-MS des 

électrophérogrammes IEF et 1D-SDS-PAGE va permettre de déterminer respectivement les zones de pH 

et de poids moléculaire (PM) du gel 2D-SDS-PAGE dans lesquelles se situent les sélénoprotéines. Ces 

zones sont ensuite analysées en ablation laser fs ICP-MS par un nouveau mode d’ablation dit en cratère 

réalisé avec le laser ALFAMET. La trajectoire du faisceau est définie par une succession de cercles 

concentriques. Chaque cercle est constitué de plusieurs « micro-cratères » de 25 μm de diamètre dont 

l’espacement est conditionné par la fréquence de tirs et la vitesse de déplacement du faisceau laser. Ce 

mode d’ablation permet de se focaliser spécifiquement sur un spot pour garder l’excellente résolution du 

gel 2D.  
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Figure 64 : Stratégie d’ablation laser ICP-MS pour l’analyse de sélénoprotéines séparées en 
électrophorèse bidimensionnelle sur gel de polyacrylamide.  
(a) : Détermination de la zone de pH des sélénoprotéines dans le gel IEF par 2D fs LA-ICP-MS; (b) : 
Détermination de la zone de poids moléculaire des sélénoprotéines dans le gel 1D-SDS-PAGE par 2D fs 
LA-ICP-MS ; (c) : Analyse spot par spot de la zone sélectionnée du gel 2D-SDS-PAGE par fs LA-ICP-
MS en mode d’ablation « cratère ». 
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Applications des méthodes développées à la quantification et à l’identification de nouvelles 

sélénoprotéines 

Alors que les sélénoprotéomes d’organismes modèles sont bien connus, l’analyse d’autres organismes met 

souvent en évidence de nouvelles familles de sélénoprotéines suggérant que nous ne connaissons à l’heure 

actuelle qu’une fraction des sélénoprotéines existantes dans la Nature. L’application des techniques 

développées dans ce travail de thèse à ces organismes devrait donc permettre d’identifier de nouvelles 

sélénoprotéines.  

Dans un premier temps, il serait très important d’identifier les sélénoprotéines exprimées par les 

bactéries Desulfococcus multivorans et Geobacter metallireducens lors de la dégradation de composés 

aromatiques. Actuellement aucune voie métabolique ne rapporte l’implication de sélénoprotéines pour 

dégrader les composés aromatiques. Si les sélénoprotéines sont réellement impliquées dans ce type de 

biodégradation, des stratégies de traitement d’environnements pollués par les composés aromatiques 

pourraient être mises en place à partir, par exemple, de bactéries surexprimant les sélénoprotéines 

impliquées. 

Les recherches en bioinformatique ont permis de définir des sélénoprotéomes procaryotes et 

eucaryotes ainsi que des organismes capables de synthétiser des sélénoprotéines. Ces informations restent 

des prédictions qui doivent être vérifiées par approches in vitro. Les approches développées dans cette 

thèse pourraient être appliquées à l’étude de ces organismes, et en particulier aux organismes procaryotes. 

Le choix des bactéries étudiées serait par exemple limité aux microorganismes cultivables répertoriés dans 

la banque de souche bactérienne DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen). 

Les conditions de culture permettant l’expression des sélénoprotéines pourraient être ainsi déterminées 

pour une meilleure compréhension des fonctions physiologiques jouées par les sélénoprotéines chez les 

bactéries.  

 Enfin, le sélénium possède un rôle bénéfique dans la santé humaine. Il apparaît alors important de 

déterminer si ce rôle est réellement supporté par des sélénoprotéines ou par d’autres composés séléniés. 

L’application de nos méthodes permettrait de mieux définir la relation entre les régimes alimentaires 

séléniés administrés à des sujets malades et sains et l’expression de sélénoprotéines chez ces sujets. Le but 

ultime serait de définir le(s) sélénoprotéine(s) impliquée(s) dans la prévention d’une maladie donnée 

(cancer…) et de quantifier le taux d’expression de ces sélénoprotéines. De telles informations 

contribueraient à mieux définir le rôle joué par les sélénoprotéines dans la santé humaine. 

 De telles études sur l’identification de nouvelles sélénoprotéines et de leurs fonctions biologiques 

permettraient d’expliquer les effets biologiques et médicaux du sélénium et d’identifier de nouveaux 

processus et voies métaboliques dépendants de cet élément. 
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Applications futures des méthodes développées : l’étude des métalloprotéines 

La connaissance au niveau moléculaire de la réponse d'un organisme vivant au stress métallique est d’une 

importance cruciale. Les cibles protéiques des métaux (ex. protéines réceptrices, chélatantes, 

transporteurs) doivent être identifiées afin de mieux comprendre l’adaptation des organismes à ce stress. 

Les techniques développées au cours de ces travaux peuvent être appliquées à ce type d’investigation. 

Afin de préserver les complexes « métaux-protéines » très labiles, des électrophorèses en conditions non 

dénaturantes doivent être réalisées. Etant donné l’avancement des techniques de détection et 

d’identification, les efforts doivent maintenant être portés sur la préparation de l’échantillon pour 

préconcentrer les échantillons en métalloprotéines et sur l’amélioration des conditions électrophorétiques 

aboutissant à une séparation efficace des métalloprotéines tout en préservant leur intégrité. 

 

Les résultats de cette thèse ouvrent donc des perspectives importantes pour la détection, l’identification et 

la quantification des métalloprotéines et des sélénoprotéines chez les êtres vivants ce qui in fine pourrait 

permettre de mieux comprendre le rôle joué par le sélénium et les métaux dans ces organismes. 
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Fig. S1 Sequences determined by nanoHPLC – electrospray MS/MS. The ions present in the 
collision induced dissociation mass spectra are shown either in green or in red. 
 
 
Peptide in Fig. 2a : 
 

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly

Ions série b

Ions série y
175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

100.07 213.16 326.24 439.32 568.37 682.41 781.48 852.52 939.55 1052.63 1260.61

- – – – – – – – – – -

Ions série b

Ions série y

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1317.63 1519.731418.67 1618.79 1774.89

1693.841792.90

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly
1354.581467.671580.75

Ions série b

Ions série y
175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

100.07 213.16 326.24 439.32 568.37 682.41 781.48 852.52 939.55 1052.63 1260.61

- – – – – – – – – – -

Ions série b

Ions série y

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1317.63 1519.731418.67 1618.79 1774.89

1693.841792.90 1354.581467.671580.75
y-ions series

b-ions series

 
 
Peptide (XIC 1) in Fig. 2b 
 

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly

Ions série b

Ions série y
175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

100.07 213.16 326.24 439.32 568.37 682.41 781.48 852.52 939.55 1052.63 1260.61

- – – – – – – – – – -

Ions série b

Ions série y

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1317.63 1519.731418.67 1618.79 1774.89

1467.671580.751693.841792.90

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly
1354.58

Ions série b

Ions série y
175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

100.07 213.16 326.24 439.32 568.37 682.41 781.48 852.52 939.55 1052.63 1260.61

- – – – – – – – – – -

Ions série b

Ions série y

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1317.63 1519.731418.67 1618.79 1774.89

1467.671580.751693.841792.90 1354.58

b-ions series

y-ions series

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly

Ions série b

Ions série y
175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

100.07 213.16 326.24 439.32 568.37 682.41 781.48 852.52 939.55 1052.63 1260.61

- – – – – – – – – – -

Ions série b

Ions série y

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1317.63 1519.731418.67 1618.79 1774.89

1467.671580.751693.841792.90

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly
1354.58

Ions série b

Ions série y
175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

100.07 213.16 326.24 439.32 568.37 682.41 781.48 852.52 939.55 1052.63 1260.61

- – – – – – – – – – -

Ions série b

Ions série y

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1317.63 1519.731418.67 1618.79 1774.89

1467.671580.751693.841792.90 1354.58

b-ions series

y-ions series  
 
Peptide (XIC 2) in Fig. 2b 
 

Ions série yyIons série

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly

Ions série b

175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

186.12 285.19 398.27 511.36 624.44 753.48 867.52 966.60 1037.63

- – – – – – – – – – -

Ions série b

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1445.72 1603.791502.74 1704.84 1803.91

1354.581467.671580.751693.841792.90

Gly – Lys –– –
1921.00

58.02 1124.67 1237.75

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly

Ions série yyIons série

Ions série b

175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

186.12 285.19 398.27 511.36 624.44 753.48 867.52 966.60 1037.63

- – – – – – – – – – -

Ions série b

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1445.72 1603.791502.74 1704.84 1803.91

1354.581467.671580.751693.841792.90

Gly – Lys –– –
1921.00

58.02 1124.67 1237.75

b-ions series

y-ions seriesIons série yyIons série

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly

Ions série b

175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

186.12 285.19 398.27 511.36 624.44 753.48 867.52 966.60 1037.63

- – – – – – – – – – -

Ions série b

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1445.72 1603.791502.74 1704.84 1803.91

1354.581467.671580.751693.841792.90

Gly – Lys –– –
1921.00

58.02 1124.67 1237.75

Val - Leu – Leu – Ile – Glu – Asn – Val – Ala – Ser– Leu – SeC - Gly

Ions série yyIons série

Ions série b

175.12274.18375.23476.28533.30741.28854.36941.391012.431111.501225.54

186.12 285.19 398.27 511.36 624.44 753.48 867.52 966.60 1037.63

- – – – – – – – – – -

Ions série b

Thr– Thr – Val – Arg– – –--
1445.72 1603.791502.74 1704.84 1803.91

1354.581467.671580.751693.841792.90

Gly – Lys –– –
1921.00

58.02 1124.67 1237.75

b-ions series

y-ions series
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Détection et identification de sélénoprotéines par électrophorèse sur gel associée aux 
spectrométries de masse atomique et moléculaire 

 
Résumé : Le sélénium est un élément trace connu pour son caractère essentiel au développement de 
nombreux organismes vivants mais également pour ses effets bénéfiques sur la santé humaine. Les 
recherches effectuées ces cinq dernières années ont renforcé l’idée que ces propriétés seraient dues à la 
synthèse de sélénoprotéines chez les êtres vivants. Les méthodes classiques d’analyse protéomique ne 
sont pas adaptées à l’identification ciblée de ces sélénoprotéines très minoritaires. Les travaux de cette 
thèse ont consisté à développer des méthodes complémentaires plus spécifiques et sensibles en vue de 
leur détection et de leur identification. Un étalon protéique sélénié stable a été produit pour développer 
ces méthodes. Le couplage de l’ablation laser et de la spectrométrie de masse couplée à un plasma induit 
(LA-ICP-MS) a été mis en œuvre pour la détection des sélénoprotéines après une séparation par 
électrophorèse sur gel de polyacrylamide (PAGE). Le dispositif d’ablation laser conventionnel a ici été 
amélioré avec un laser femtoseconde à balayage très rapide permettant une détection plus sensible des 
sélénoprotéines dans les échantillons biologiques. Une fois détectées, les sélénoprotéines ont été 
identifiées en spectrométrie de masse moléculaire. Pour cela les sélénopeptides issus de la digestion 
enzymatique des sélénoprotéines sont d’abord repérés en nanochromatographie couplée à l’ICP-MS puis 
séquencés en nanochromatographie couplée à la spectrométrie de masse en tandem à ionisation 
électrospray (nanoHPLC-ESI-MS/MS). La procédure en LA-ICP-MS développée a notamment permis la 
détection de nouvelles sélénoprotéines chez la bactérie Desulfococcus multivorans. La procédure 
d’identification a été validée sur deux sélénoprotéines purifiées thiorédoxine réductase et glutathione 
peroxydase carboxyméthylée. La méthodologie développée contribuera à l’identification de nouvelles 
sélénoprotéines pour une meilleure compréhension des rôles physiologiques de ces molécules chez de 
nombreux êtres vivants. 
Mots clefs : Sélénium - essentiel - sélénoprotéines - électrophorèses sur gel de polyacrylamide - ablation 
laser ICP-MS – nanoHPLC-ICP-MS – nanoHPLC-ESI-MS/MS - Desulfococcus multivorans - 
thiorédoxine réductase - glutathione peroxydase 
 
Detection and identification of selenoproteins in gel electrophoresis by atomic and 
molecular mass spectrometries  
 
Abstract: Selenium is a trace element known for its necessity in organisms’ development and its 
beneficial roles in human health. Research in the past five years strengthened the idea that these 
properties are largely due to the synthesis of selenoproteins in living organisms. Classical methods in 
proteomics are not adapted to identify minor selenoproteins. In this PhD work, more sensitive and more 
specific methods complementary to proteomics have been developed for their detection and identification. 
A stable selenized protein standard has been produced to develop these methods. The development of 
laser ablation - Inductively Coupled Plasma - Mass spectrometry coupling (LA-ICP-MS)  lead to the 
detection of selenoproteins after separation by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). Conventional 
device of laser ablation has been used and then improved with a new device using femtoseconde laser 
with ultrafast scanning for more sensitive detection of selenoproteins in biological samples. Once detected, 
selenoproteins have been identified by molecular mass spectrometry. For this purpose selenopeptids from 
enzymatic digestion of selenoproteins have been detected first by nanochromatography coupled to ICP-
MS and sequenced then by means of by nanochromatography coupled to electrospray ionisation tandem 
mass spectrometry (nanoHPLC-ESI-MS/MS). LA-ICP-MS device has been successful for detection of 
new selenoproteins in Desulfococcus multivorans bacteria. This identification procedure has been 
validated on two purified selenoproteins thioredoxin reductase and carboxymathylated glutathion 
peroxidase. This developed methodology will lead to identification of selenoproteins and a better 
understanding of the physiological role of these molecules in numerous living organisms.   
Key words: Selenium - essential - selenoproteins - polyacrylamide gel electrophoresis - laser ablation 
ICP-MS – nanoHPLC-ICP-MS – nanoHPLC-ESI-MS/MS - Desulfococcus multivorans - thioredoxin 
reductase - glutathion peroxidase 
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