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Abréviations

ABREVIATIONS

PAAm : Polyacrylamide

AAm : Acrylamide
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TEMED : N,N,N’,N’-Tétraméthyléthylénediamine

PEG : Poly-Ethyléne Glycol
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SMA : Sodium MéthAcrylate

BMA : Butyl Méthacrylate
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NAT : N-Acryloyl-Tris-(hydroxy-méthyle) amino-méthane
PEO : Poly(Ethyléne-Oxyde)

PVP : Poly-Vinyle-Pyrrolidone

PAA : Poly (Acide Acrylique)

MAPTAC : [3-(MéthAcrylamido) Propyl] Triméthyl- Ammonium Chloride

EGDMA : Ehyléne Glycol Di MéthAcrylate
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Les gels sont des réseaux de polymeéres réticulés susceptibles de gonfler lorsqu’ils
sont immergés dans un liquide remplissant les conditions de bon solvant. Le systéme est un
filtre sélectif qui permet la diffusion de molécules de soluté dans la solution dans un sens
ou dans ’autre du réseau polymere et qui sert de filet - matrice favorisant la séparation et
empéchant le liquide de couler. Dans le cas de I’eau et si le réseau de polymeére est
hydrophile on parle d’un hydrogel.

Les gels peuvent étre utilisés comme absorbants dans les couches jetables, comme
filtres pour la purification de I’eau ou comme systéemes de séparation en chromatographie
et en ¢électrophorése. Ils présentent un intérét particulier dans le largage contrdlé des
médicaments. Les hydrogels de polyacrylamide (PAAm) en particulier trouvent une large
utilisation dans les applications biologiques et médicales, en chromatographie et en
¢lectrophorese [1-3]. Ils ont un grand intérét dans les séparations biochimiques, en analyse
et protection des protéines lorsque la taille des pores est appropriée pour un tamisage
efficace des protéines en électrophorese.

Une polymérisation radicalaire libre aqueuse entre le monomere d’acrylamide
(AAm) et le réticulant N,N’-méthyléne-bisacrylamide (Bis) initiée par le couple
Ammonium Persulfate (APS) / N,N,N’,N’-Tétraméthyléthylénediamine (TEMED) est la
méthodologie la plus courante pour fabriquer un gel de polyacrylamide (PAAm). Une
transparence optique, une neutralité électrique, de bonnes propriétés mécaniques et une
facilité¢ de synthese a porosité contrélée sont particulierement souhaitées dans la séparation
des protéines en ¢électrophorése. Les développements de la physico — chimie de ces gels a
¢été favorisée par les besoins nouveaux en protéomie. Celle-ci a réellement ouvert le champ
au développement de nouvelles technologies de pointe permettant la détection rapide d’un
grand nombre de protéines a I’aide de gels de PAAm modifiés. Pour avoir une vue globale
des protéines dans un tissu, il est nécessaire de les identifier, les quantifier, de déterminer
leurs localisations, leurs modifications, leurs interactions et fonctions. Des tentatives de
manipulations des réseaux de PAAm pour améliorer leurs propriétés ont été proposées en
suivant des voies diverses. Des exemples de modifications possibles consistent a faire
varier la concentration de monomere ou de réticulant [4,5], la température de

polymérisation [6,7], a employer des additifs hydrophiles comme le polyéthyléne glycol
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(PEG) [8,9], I’agarose [10] ou encore a remplacer le réticulant Bis par d’autres [11-14]. La
plupart de ces essais n’ont pas permis de reproduire un systéme susceptible d’étre
commercialisé. La formation de gels de PAAm dépend de nombreux parametres comme la
concentration d’AAm, le rapport (AAm / Bis) et la présence d’additifs ou solvants autres
que ’eau [15]. Des études ont montré que les propriétés des gels dépendent fortement du
taux initial de dilution. A mesure que la quantité¢ d’eau augmente, la structure du réseau
devient plus déformée. De ce fait, il est important de bien cerner ’influence des divers
additifs sur les propriétés du matériau sachant que les gels sont des systémes utilisés dans
le largage des médicaments et par conséquent leur degré de toxicité doit étre pris en

compte.

Malgré de grands progres, une compréhension fondamentale des propriétés des gels
est encore insuffisante pour une conception rationnelle des gélifiants. Pour de telles
conceptions, il est important de savoir comment les molécules de soluté interagissent avec
le gel et comment elles se répartissent entre la phase gel et la phase liquide qui 1’entoure.
Parmi les tentatives faites pour modifier le réticulant, seuls quelques unes correspondent a
une fonctionnalité¢ potentielle supérieure a quatre. La fonctionnalité potentielle est le
nombre de chaines de polymeéres susceptibles d’étre reliées a travers un monomére et
correspond a deux fois le nombre de doubles liaisons. Les réticulants a fonctionnalité
supérieure a quatre sont caractérisé€s par une faible solubilité dans I’eau et ils peuvent subir
une dégradation de transfert de chaine durant la polymérisation. La réactivité du réticulant
joue un réle important dans la formation structurale du réseau.

Quoique de nombreux travaux existent dans la littérature sur les propriétés
physiques des gels de PAAm, leur mécanisme de formation reste peu connu. Les
transitions de phases et le comportement des gels sont déterminés par quatre types
fondamentaux d’interactions a 1’échelle moléculaire : interactions de Van Der Waals,
hydrophobiques, liaisons hydrogénes et interactions ioniques. Les hydrogels de PAAm
absorbent une grande quantité d’eau due a la présence de groupements amides hydrophiles.
Une forte absorption d’eau cause un manque de stabilit¢ hydrolytique et une faible
résistance mécanique ce qui limite 1’'usage des hydrogels dans de nombreuses applications.
La performance mécanique du PAAm peut étre améliorée par la formation de réseaux
interpénétrés. Les gels ayant des interactions de type métal-ligand ont montré de meilleures

propriétés thermomécaniques, un T, élevé et une haute température de dégradation [16,17].
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Ces gels aqueux tridimensionnels covalents sont insolubles dans 1’eau et peuvent
développer une résistance mécanique et établir un équilibre avec le liquide a la température
de I’environnement. Une variation de concentration, de structure ou de fonctionnalité du
monomeére ou du réticulant peut modifier la structure et la porosité du gel. Le nombre de
techniques utilisées pour explorer la porosité des hydrogels est limité parce qu’on doit
parfois modifier la température ou le solvant ce qui pourrait entrainer une contraction ou
un gonflement du gel. Il faudra donc bien maitriser le phénoméne de gonflement dans
différentes conditions environnementales. Il n’y a pas une méthode unique permettant de
corréler entre la formation du réseau tridimensionnel et les propriétés d’usage. Souvent on
a recours a une multitude de techniques pour caractériser les gels synthétisés.

De nombreux exemples existent dans la littérature relatifs aux gels formés par
copolymérisation de monomeéres mono- vinyliques et di- vinyliques et donnant des réseaux
construits selon un mode statistique. D’autres travaux ont décrit la synthése de quelques
dérivés d’acryloyl réticulés a 1’aide de monomeres diamide avec une substitution de
carbone o-vinylique. Ces travaux ont introduit le concept de réactivité différentielle du
vinyle. Une modification de la structure chimique vinylique peut conduire a une nette
amélioration des propriétés du gel comme la porosité. Les gels idéaux ont une distribution
homogene de réticulations tandis que les gels réels montrent des hétérogénéités spatiales
dans le volume du gel qui sont d’une importance considérable pour la caractérisation de
leurs propriétés d’usage. De point de vue pratique, les hétérogénéités spatiales sont
nuisibles puisqu’elles réduisent la clarté optique et la tenue mécanique du gel et par
conséquent affectent les performances dans les applications concrétes (exemples : lentilles
de contact et super absorbants). La concentration initiale de monomeére joue un role
important et affecte la structure du réseau. Lorsque la concentration de polymeére diminue,
le gel est déformé et montre des défauts comme les boucles, les réticulations inefficaces ou
des chaines pendantes. L’augmentation de la quantité d’eau entraine un gonflement des
gels et aucun réseau ne se forme au-dela d’une quantité limite de solvant.

Le couple rédox standard APS / TEMED est capable d’oxyder les substances
contenant des groupes amines produisant ainsi des N-oxydes. S’ils restent dans le gel, ces
derniers peuvent oxyder les protéines spécialement a travers une transformation des résidus
S — H en liaisons S — S. Le gonflement des gels dépend de la structure du réseau et est
étroitement 1ié¢ aux conditions de préparation. Ainsi, la compréhension du mécanisme de
formation du réseau est d’un grand intérét pour comprendre et contrdler ses propriétés

physiques. Dans certains cas, des ions métalliques ont été introduits dans les gels comme
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greffons de polymeére. De tels réseaux sont sensibles aux ions métalliques et trouvent un
usage important dans le domaine électronique et en technologie environnementale.

L’un des objectifs de cette thése est de mettre au point un gel a base de PAAm
modifié avec du dextran, ayant des propriétés similaires voire améliorées par rapport au gel
commercial duracryl (Genomic Solution). Les gels synthétisés permettent de faire une
analyse protéomique précise et peu coliteuse avec la possibilité de modifier simplement la
constitution de base du gel de PAAm selon le besoin de I’application ciblée. Le duracryl
est constitué d’une matrice d’AAm élastique mais résistante et utile dans un grand nombre
d’applications en électrophorése. La matrice reste stable comme solution réfrigérée
pouvant tenir jusqu’a une année. L’incorporation de catalyseurs appropriés au duracryl
forme une matrice renforcée et de qualité supérieure aux gels de PAAm en termes de force
mécanique, d’élasticité et de propriétés de coloration des protéines. La sensibilité de
détection des protéines par une coloration argentée, la linéarité des dépots d’argents en
fonction des charges de protéines sont équivalentes aux gels standards de PAAm. La
possibilit¢ de modifier la taille des pores selon des prescriptions et des procédures
opératoires simples est une avancée majeure dans ce domaine. Pour atteindre ce but,
différents gels de PAAm, modifiés par ajout de dextran, ont été fabriqués et analysés en
changeant la concentration de monomeére et de réticulant selon la taille des protéines a
séparer et le role du gel, selon qu’il s’agisse d’un gel de séparation ou d’un gel de
concentration. Un mode de synthése adéquat a été mis au point ainsi que des études faisant
appel a plusieurs méthodes expérimentales ont été effectuées. Des études d’électrophorese
SDS-PAGE, UV-Visible, cinétique de polymérisation, cinétique de gonflement ont été
menées [18].

En plus de cette introduction générale, cette these est organisée en 4 chapitres et
une conclusion générale. Le chapitre 1 permet d’avoir une idée sur 1’état de ’art du
probléme. Il passe en revue certains travaux qui ont marqué des tournants majeurs dans la
compréhension du comportement des gels dans différentes conditions. Sans étre complet, il
montre les contributions majeures et les tendances actuelles dans la recherche sur ce sujet.
Le chapitre 2 décrit la partie expérimentale concernant les produits utilisés et leur
provenance, les méthodes de préparation des échantillons en vue des différentes analyses.
Il décrit également les techniques expérimentales choisies dans cette investigation en
montrant les appareillages utilisés. Le chapitre 3 fait le bilan des résultats obtenus par les
différentes techniques utilisées alors que le chapitre 4 les discute et les analyse a la

lumi¢re des connaissances existantes et en essayant de justifier et d’interpréter les
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phénomenes observés et les données expérimentales. La thése est cloturée par une
conclusion générale qui résume les principaux résultats obtenus et les perspectives de

poursuite de ce travail.



Chapitre I: Revue Bibliographique

CHAPITRE 1

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.6. Introduction

Dans ce chapitre nous faisons une sélection de travaux qui a notre avis ont suscité
des avancées majeures dans la compréhension des gels depuis leur préparation jusqu’a
leurs propriétés d’usage. Un gel est un réseau tridimensionnel formé d’une matrice de
polymere gonflée par un liquide qui peut €tre un solvant organique ou une solution
aqueuse. Le polymere a pour role de retenir le liquide et I’empécher de couler comme dans
une solution ordinaire. L utilisation du gel dépend de sa transparence ou son opacité quand
a ses propriétés optiques ou photo chimiques, elle dépend également de son ¢€lasticité en
relation avec son comportement mécanique et visco- ¢lastique. Toutes ces propriétés
dépendent en particulier de la nature et de la concentration du monomére et du réticulant
[19,20]. L’opacité¢ d’un gel est due essentiellement aux hétérogénéités structurales qui
produisent des fluctuations d’indice de réfraction a I’origine d’une forte dispersion de la
lumicre. Malgré les efforts déployés et les progres réalisés dans la compréhension de leurs
propriétés, les gels demeurent un sujet d’intérét particulier dans la littérature et beaucoup
reste a faire pour atteindre une conception rationnelle de leur utilisation. Par exemple, il
faut bien comprendre comment les molécules de soluté interagissent avec le gel et se
répartissent entre la phase gel et la phase liquide qui I’entoure. Cette répartition dépend de
deux effets majeurs : I’exclusion de taille et 1’attraction / répulsion moléculaire. Les gels
¢tablissent un équilibre avec le liquide a la température de leur environnement et montrent
une certaine résistance mécanique [21]. Les variations de la nature du monomeére et du
réticulant, de leurs concentrations et de leurs fonctionnalités peuvent changer la structure
du gel et sa porosité [22]. Il n’y a pas une méthode unique pour établir la corrélation entre
la formation du réseau tridimensionnel et les propriétés du gel et souvent, il est nécessaire

de combiner plusieurs techniques pour caractériser ces propriétés.
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Pour mettre au point un gel ayant des caractéristiques définies, il est important de pouvoir
corréler la composition initiale, la méthode et les conditions de préparation avec la
structure du réseau (en particulier, le nombre moyen d’unités monomeres entre les points
de réticulation) et les caractéristiques physiques comme le gonflement et les propriétés

mécaniques du gel.

L’ossature du gel constituée par le réseau polymere peut Etre synthétisée par
copolymérisation de monomeres mono- vinyliques et di- vinyliques et des exemples de tels
systémes sont nombreux dans la littérature. Le di- vinyle réticulant a une structure similaire
a celle du mono- vinyle, et le réseau est construit sur un mode statistique. La synthése de
tels réseaux peut conduire aux hétérogénéités qui ont une grande influence sur les
propriétés physiques et sur le niveau de performance dans des applications [23-25]. En
controlant la cinétique de polymérisation, il devient possible de modifier les
caractéristiques physiques du gel. Il est donc utile de se donner la capacité¢ de controler la
séparation de phases, les réactions de réticulation et I’exotherme de polymérisation.
Lorsque la polymérisation a lieu en milieu aqueux, les propriétés du gel dépendent du
degré de dilution [26-28] et le réseau se déforme de plus en plus si la quantité d’eau

augmente.

Sur le plan théorique des efforts ont été faits pour décrire les propriétés structurales
des gels tenant compte des états pré- et post- gel [29]. Les théories classiques de
gélification de Flory [30] et Stockmayer [31] décrivent la formation d’un réseau idéal et
homogéne en cours de polymérisation. Ces théories ont suscité de nombreux travaux dans
la caractérisation des systémes tridimensionnels et la compréhension des processus de
polymérisation pour développer des méthodes de contrdle de la cinétique en modifiant la
fonctionnalité, la réactivité et la composition de la solution initiale [32]. Le phénomeéne de
gonflement dépend de la structure du réseau qui est étroitement liée aux conditions et au

mécanisme de sa formation [33].

Etant donné le trés grand nombre de travaux consacrés aux gels depuis des
décennies, il est clair qu’une revue compléte est pratiquement impossible et nous devons
nous limiter & certains aspects particuliers. Pour cette raison, nous avons choisi de nous
limiter essentiellement aux gels de PAAm et certaines de leurs modifications et nous
intéresser presque exclusivement aux aspects traités dans cette these comme les méthodes
de préparation et les hétérogénéités de structure, la cinétique de polymérisation, le

gonflement et 1’¢lectrophorése de type SDS-PAGE. Le choix de I’Acrylamide (AAm)
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comme monomere de base est motivé par le fait que les gels a base d’AAm ont été 1’objet

d’une attention particuliere pendant les derni¢res décennies.

1.7. Elaboration, modification et hétérogénéités des gels

La synthese des gels est relativement facile et les gels peuvent étre modifiés et
rendus biocompatibles pour é&tre exploités dans de nombreuses applications de
biocatalyseurs [34], bio-séparateurs [35], adsorption de protéines [36,37] ou encore de
récupération d’ions uranyles [38-40]. Les gels a base d’AAm sont particulierement
intéressants pour ces raisons. Cependant, le couple rédox standard Peroxydisulfate (PDS)
et Tétraméthylénediamine (TEMED) qui est souvent utilis¢é dans I’initiation de la
polymérisation de ’AAm est capable d’oxyder les substances contenant des groupes
amines, produisant ainsi des N-oxydes susceptibles d’oxyder les protéines et transformer
les résidus S — H en liaisons S — S [41]. L’addition de polyméres a la solution (AAm / Bis)
avant gélification peut mener a des chaines latéralement regroupées par liaisons hydrogene
[42]. Selon la composition du mélange initiale, on peut étre en mesure de controler la

porosité et les propriétés mécaniques du gel [43,44].

L’effet de I’initiateur sur I’homogénéité du gel a été traité par Okay et al. [45] qui
ont analysé le processus de gélification du mélange AAm / Diméthylacrylamide (DMA)
par diffusion de lumicre a temps réel. Ils ont utilis¢é le couple rédox pour initier la
polymérisation en présence du Bis comme agent réticulant. Les radicaux libres du TEMED
initient la polymérisation donnant un taux trois fois plus élevé qu’en son absence [46]. Un
autre systéme initiateur est la paire rédox APS/sodium métabisulfite (SMS) dont le
mécanisme n’est pas encore bien établi. La génération du radical libre se produit en
utilisant des anions bisulfites [47,48] puisque I’ion bisulfite peut réagir avec 1’oxygene
pour former une paire rédox produisant des radicaux libres susceptibles d’initier la
polymérisation [49]. La polymérisation radicalaire libre en présence de la paire APS/SMS
et d’oxygeéne se fait en plusieurs étapes. Elle commence lentement avant de s’accélérer
comme dans le cas du couple APS/TEMED. En remplagant le TEMED par le SMS, le
degré d’hétérogénéité change dans le PAAm et le PDMA et le systeme APS/SMS donne
des gels relativement plus homogenes sur une large gamme de densité de réticulation. Gelfi
et al. [7] ont suggéré que les hétérogénéités augmentent avec la concentration et la
fonctionnalité du réticulant. Les polymeres sensibles aux ions métalliques sont utiles dans

les applications de préservation de la qualit¢ de I’environnement et dans certaines

10
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technologies de pointe notamment en ¢€lectronique. C’est ainsi que des ions métalliques
sélectifs ont été introduits dans les gels de PAAm en tant que greffons aux points de
réticulation [50,51]. D’autre part, 1’acide maléique, 1’acide itaconique et 1’acide éthyléne-
diamine tétra-acétique sont des agents actifs fréquemment introduits dans les gels de
PAAm pour les rendre des chélateurs efficaces. Kantoglu et al. [52] ont modifié¢ le PAAm
en greffant I’acide éthyléne- diamine tétra-acétique a 1’aide d’un support pour I’absorption
sélective des ions uranyls, en présence de cadmium et de plomb. Les gels de
poly(acrylamide-co-acide-maléique) ont été utilisés en absorption cationique monovalente
[53], absorption des ions UO,*" [54], et les réarrangements compétitifs du Pb*", Cd*" et
Zn*" [55]. D’autres applications des gels de PAAm en haute technologie peuvent voir le
jour en modifiant le groupe amide par alkylation [56], ou par absorption d’ions métalliques
[57]. L’hydrolyse habituellement partielle dans les conditions opératoires [58,59] aboutit a
la génération de groupes carboxylates sur le polymére. Diverses tentatives ont été faites
pour améliorer le comportement mécanique des gels en modifiant les méthodes de synthése
[60-63] avec différents réticulants, ou la copolymérisation avec un second monomere qui
est plus hydrophobe que le PAAm; tel que le méthacrylate de sodium (SMA), le
méthacrylate de butyl (BMA), le méthacrylate d’éthyl (EMA), et ’acrylate de sodium
(SA).

Notons que les gels peuvent également étre préparés en utilisant des réticulations
physiques formées en présence d’un monomere hydrophobe [64,65] dans la chaine. La
différence de la structure moléculaire des hydrogels préparés par réticulations chimiques
ou physiques est illustrée sur la figure 1.1. Nous avons repris intégralement cette figure de
la référence 48 pour illustrer les deux processus de réticulation les plus courants. Il s’agit
d’une représentation classique qui n’a aucun aspect particulier ou innovant et c’est la

raison pour laquelle nous n’avons pas essayé de 1’adapter ou de la modifier.
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hydrophobe AWM

(a) Segment de polymére
hydrophile physiquement
réticulée A%
Segment de polymére WA

(b) Chaine de  polymeére
hydrophile chimiquement
réticulé N
Réticulant covalent
Point de branchement

Figure 1.1 : Processus de réticulation physique ou chimique d’un réseau d’aprés la

référence [66].

Les polysaccharides comme la cellulose, I’amidon, la chitine ou le dextran sont des
polymeéres naturels utiles dans les industries pharmaceutiques (vecteurs de médicaments et
pansements) [67,68] et dans la promotion des produits biodégradables, en médecine et
d’autres applications principalement pour leur biocompatibilité¢ et biodégradabilité [69].
Ces polymeres contiennent un pourcentage ¢levé de groupements hydroxyles et peuvent
étre transformés facilement en hydrogels. En particulier, le dextran est un polysaccharide
amorphe soluble dans I’eau et les hydrogels a base de dextran fonctionnalisé avec des
doubles liaisons de type méthacrylates [70-73] ont souvent été étudiés. Van Dijk-Wolthius
et al. ont synthétis¢ le méthacrylate de glycidyl-dextran en présence d’ammonium
persulfate (APS) et de TEMED [74]. Le précurseur anhydride maléique-dextran (dex-MA)
a aussi été¢ synthétis¢é par Chu et al. et les hydrogels hybrides (dex-MA/poly(N-
isopropylacrylamide)) ont été préparés par irradiation UV [75]. D’autres méthodes simples
de préparation d’hydrogels de dextran ont été suggérées a 1’aide d’un réticulant bi-
fonctionnel comme I’isocyanate [76]. Le dextran dialdéhyde a été utilisé comme agent de

réticulation de gélatines biocompatibles et biodégradables [77]. Les propriétés
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rhéologiques [78,79] et les caractéristiques de libération [80] ont montré que 1’action
chimique de I’hydrogel (gélatine — dextran) dialdéhyde influence le mode de libération

dans le temps.

D’autre part, le Duracryl™ est une matrice d’acrylamide mécaniquement forte et
¢lastique, utile pour une large variété d’applications en é€lectrophorése. La matrice reste
stable en solution réfrigérée jusqu’a une année. En ajoutant un catalyseur approprié, le
Duracryl™ forme un gel renforcé supérieur aux gels de PAAm en termes de force
mécanique, d’élasticité et de propriétés de coloration des protéines. La sensibilité de
détection des protéines par la coloration argentée, ainsi que 1’allure linéaire des dépdts
d’argents en fonction des charges de protéines est équivalente aux gels standards d’AAm /
Bis et ne modifie pas la migration des polypeptides relative a la matrice standard d’AAm /
Bis. Jusqu’a présent, le Duracryl™ (Genomic Solutions) reste I"unique polymére renforcé
de matrice a base de PAAm commercialis¢ et disponible pour les applications en
¢lectrophorese [81,82]. Il a une matrice plus résistante aux déchirures et ruptures en cours
de manipulation qu’'un gel de PAAm classique en offrant de grandes possibilités
d’applications en protéomie. Le Duracryl™ montre cependant deux inconvénients majeurs,
il peut devenir trouble et contribuer ainsi au bruit de fond en fluorescence par suite de
dispersion de la lumicre, et ensuite, pendant la séparation en €lectrophorese des protéines,
une distorsion des bandes de haut poids moléculaire et un dédoublement des spots
protéiques peuvent apparaitre. Cette tendance a fausser les bandes protéiques est devenue
un sujet de préoccupation ces dernicres années. La solution d’AAm connue sous le nom de
Rhinohide offre plus d’avantages de performance que le Duracyl™ avec une force
mécanique ¢levée, une ouverture vers les technologies modernes de la protéomie et la

possibilité d’éliminer le dédoublement parasite des spots et ’opacité de la matrice [83-86].

De nombreuses tentatives d’amélioration de la qualité des gels basées sur le choix
d’un bon réticulant ont été proposées. La fonctionnalité potentielle joue un role important
et relativement peu de tentatives ont utilisé¢ une fonctionnalité supérieure a 4 puisqu’un tel
réticulant est généralement insoluble dans 1’eau [87,88] et peut subir une dégradation de
transfert de chaine durant la polymérisation [89]. Rappelons que la fonctionnalité
potentielle représente le nombre moyen de chaines reliées au point de réticulation et
correspond normalement a 2 fois le nombre de doubles liaisons. Sachant que la réactivité
du réticulant joue un rdéle important dans la formation structurale du réseau [90], une

procédure pouvant offrir 4 agents de réticulation hybride (1-4) a été développée a 1’échelle
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commerciale [91]. La conception de dérivés d’acryloyl réticulés avec des monomeéres
diamides moyennant la substitution a un carbone a-vinylique a été mise au point [13]. Le
concept de la réactivité différentielle du vinyle a été introduit et les résultats préliminaires
montrent que la modification de la structure chimique vinylique conduit & une amélioration
des propriétés du gel comme la porosité. La structure poreuse peut étre manipulée en
modifiant la réactivité de la double liaison ou la fonctionnalité potentielle du réticulant [92-
97]. La corrélation entre la concentration du monomere et I’homogénéité spatiale des gels
de PAAm a montré [98] que I’intensité de dispersion augmente avec la concentration du
monomere [99-104]. A titre d’exemple, le tris-acryl [N-acryloyl-tris-(hydroxy-méthyle)
amino-méthane, NAT] a été préconisé pour produire des gels ayant des pores de grande
taille pour 1’électrophorese [105]. Le monomere tris-acryl a été précédemment utilisé
comme support chromatographique par Girot et Boschetti [106]. Ce monomeére bien que
fortement hydrophile montre une instabilité¢ inhérente et se dégrade rapidement. Les
polymeres hydrophiles non-ioniques comme le poly(éthyléne-oxyde) (PEO) [107-110], le
poly-vinyle-pyrrolidone (PVP) [111,112], le dextran [113,114] et le polyacrylamide
(PAAm) [115-117] ont aussi été utilisés pour analyser les effets de sel.

Les gels chargés ou polyélectrolytes sont formés a partir de polymeéres possédant
des groupes ionisables. Ces gels peuvent subir des variations de volume importantes et
contrdlables suite a de petites variations dans les conditions environnementales comme une
variation de la température ou du pH comparables aux phénomenes ayant lieu dans les
systémes physiologiques, biologiques ou chimiques [118]. La présence de groupements
acides carboxyliques donne au gonflement du gel, par exemple Poly (acide acrylique)

(PAA), un caractere fortement dépendant du pH [119-123].

Un gel de PAAm peut avoir un caractere polyélectrolyte s’il est préparé en présence
de [3-(méthacrylamido) propyl] triméthyl- ammonium chloride (MAPTAC) [124] qui est
cationique. La distribution de taille des pores est fortement fonction de la charge et donc de
la concentration du monomere cationique. L’influence du sel sur la porosité et le
gonflement des gels chargés dépend de I’écrantage des interactions électrostatiques et

I’effet Donnan [125-127] provenant des petits ions.

La gélification en cours de polymérisation génere des anomalies comme les chaines
pendantes, la cyclisation ou la réticulation multiple [128,129]. Ces anomalies donnent lieu
a des défauts de réseau affectant ses propriétés physiques comme le gonflement, 1’¢lasticité

ou la perméabilité. Du point de vue pratique, les hétérogénéités spatiales ne sont pas
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souhaitables puisqu’elles réduisent la clarté optique et la force mécanique qui sont a
I’origine de nombreuses applications comme dans les lentilles de contact et les super
absorbants. Ces hétérogénéités produisent des fluctuations locales de concentration qui
peuvent étre analysées par les méthodes de dispersion de la lumiére, des rayons X ou des
neutrons [130-133]. La formation d’agrégats du Bis pour un réticulant plus réactif que le

monomeére d’AAm [134,135] peut aussi induire des hétérogénéités [136-138].

Benguigui et al. [139] ont proposé un modele théorique d’hétérogénéité dans le but
d’expliquer certaines propriétés des gels [140]. Ils ont relié la formation d’hétérogénéités a
la cinétique de croissance des chaines et au processus de réticulation [141,142]. L’idée de
fluctuations critiques figées donnant lieu a des domaines micro-phases dans la solution pré-

gel a aussi été invoquée.

1.8. Cinétique de polymérisation

Quoique de nombreux travaux aient été consacrés a I’étude des propriétés
physiques des gels de PAAm, le mécanisme de formation reste encore a élucider dans de
nombreux cas. Baselga et al. ont étudié la copolymérisation de ’AAm et du Bis en solution
aqueuse et ont évalué le taux de réactivité des vinyles au Bis a 1,14 [143-145]. Ce taux a
été contesté par Tobita et al. [146] qui ont montré que la valeur de 1,14 ne pouvait pas
expliquer les hétérogénéités observées et ont montré qu’une large fraction des groupements
vinyles était consommeée par cyclisation et réactions multiples de réticulation responsables
de la distribution hétérogéne des points de réticulations dans le gel de PAAm [114]. La
croissance de la masse de polymeére peut conduire a une séparation de phase [147]. En
présence d’un monomere di- fonctionnel comme 1’éthyléne glycol-di-méthacrylate
(EGDMA), le N,N’-méthylénebisacrylamide (Bis) ou le 3-oxopentaméthyléne-di-
méthacrylate le systéeme peut réticuler donnant un gel [148,149]. Un minimum de 2
doubles liaisons réactives est nécessaire pour assurer la réticulation et une structure micro
gel apparait 1a ou le réticulant se regroupe autour des chaines de PAAm. Cette structure
apparait pour de faibles taux de polymérisation, suite a des changements de température ou
lorsque la fonctionnalité du réticulant augmente. Les réticulants a fonctionnalité élevée ont
une réactivité élevée, ils favorisent la formation de micro-gels et donnent lieu a une forte
diminution de I’effet Trommsdorf [150]. La température de polymérisation a aussi une
influence sur la réactivité des especes, sur le taux de dissociation de I’initiateur (APS) en

radicaux libres, sur la propagation et la cinétique de la polymérisation. Une diminution
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d’¢lasticité est obtenue lorsque la température augmente. L’opacité d’un gel est attribuée a
la séparation de phase et a la formation de domaines dispersés dans le réseau.
L’augmentation brusque de la température au point de gel porte le nom d’effet
Trommsdorf. En ce point, la mobilité des chaines est inhibée a cause de la croissance du
nombre de points de réticulation qui se traduit par ’incapacité des radicaux de se terminer
et la croissance continue jusqu’a consommation totale des monomeres. La hausse de
température durant la polymérisation est liée au taux de conversion tandis que 1’effet
Trommsdorff représente le point ou la mobilit¢é chute & un degré avancé du taux de
réticulation. La capacité des radicaux a se terminer par une auto-réaction est freinée et les

chaines continuent de croitre par diffusion de monomeres.

Une étude de cinétique de polymérisation a été entreprise par Pekcan et al. [151] en
utilisant différents réticulants a partir d’une transformation du Bis et le changement de la
nature du radical. En partant de la formule du Bis, Pekcan et al. [152] ont fait 1’étude avec
plusieurs choix du radical R comme R=CHj; (mBis) etc. IlIs ont observé que le réticulant
méthacrylate a une réactivité élevée mais donne un taux de polymérisation plus faible et un
effet Trommsdorf moins prononcé. Ce réticulant est introduit dans le mélange avant le
monomére AAm et peut donc former des noyaux denses a partir desquels les chaines de
PAAm croissent. Une légere augmentation de viscosité au début de la polymérisation
permettant aux chaines de PAAm d’avoir suffisamment de flexibilité pour diffuser et se
terminer. La température maximale et le taux de polymérisation diminuent
systématiquement lorsque la fonctionnalit¢ du réticulant augmente. Pour le
méthacrylamide, il y a eu une grande diminution du maximum de température lorsque la
fonctionnalité augmente. Ces auteurs ont également étudié 1’effet de la température de

polymérisation sur la cinétique [153].

L’effet Trommsdorff est interprété comme le moment ou la mobilité des chaines de
polymere est inhibée a cause du nombre croissant de points de réticulation suivi d’une
augmentation brusque de la température. La cinétique chimique a pour but d’¢lucider les
chemins et mécanismes réactionnels et de déterminer les taux de réaction. Différentes
méthodes peuvent étre utilisées a cette fin comme les méthodes spectroscopiques (UV-
VIS, IR, RAMAN), la polarimétrie a travers la mesure du pouvoir rotatoire ainsi que les
méthodes couplées de chromatographie et de spectrométrie de masse. La chromatographie
permet d’analyser 1’échantillon et séparer ses constituants alors que la spectrométrie

permet de séparer les différentes masses et d’identifier les espéces séparées. Il faut noter

16



Chapitre I: Revue Bibliographique

que trois étapes sont nécessaires pour la rencontre de deux radicaux : diffusion de deux
chaines en croissance, réorientation des radicaux par diffusion segmentale et
franchissement de la barriére énergétique pour rendre la réaction possible. L’¢élévation
rapide de la viscosité du milieu diminue ce processus (diminution de la constante de
réaction) et entraine une augmentation de la concentration en radicaux, sans toutefois
limiter la diffusion de monoméres. On a alors une augmentation de la vitesse de
polymérisation. A I’approche de la vitrification du réseau, les réactions de propagation sont
contrdlées par la diffusion des monomeres et la vitesse de polymérisation diminue. Il y a
un processus d’auto-décélération. La gélification est le passage de 1’état liquide a un état
viscoélastique. C’est une transition irréversible a un certain taux de conversion. Les
mesures rhéologiques sont souvent utilisées, mais il existe un grand nombre d’autres
techniques. Miller et al. [154] ont montré que la fagon la plus précise pour déterminer le
point de gel, est de considérer le facteur de perte. Celui-ci devient indépendant de la

fréquence de mesure au gel.

La relation entre le temps de gel T4 et la température peut souvent étre exprimée
par une loi de type Arrhenius proposée par Yang et al. [155] : Ln (tg1) = A + E¢/ RT ou le
temps de gel et la température sont exprimés respectivement en minutes et degré Kelvin.
En considérant que le parametre (A) est une fonction linéaire de la concentration en
inhibiteur et en accélérateur. L’énergie d’activation est la quantité d’énergie nécessaire
pour initier la réaction chimique et vaincre la barrire énergétique. Cette barriere

énergétique peut tre réduite en utilisant un catalyseur.

1.9. Cinétique de gonflement

Les gels hydrophiles doivent cette propriété a la présence de groupes fonctionnels
hydrophiles tels que les acides carboxyliques, amines, amides et alcools entre autres. Dans
certaines conditions ces gels peuvent subir une réorganisation importante en volume. En
faisant varier certains parameétres comme la composition du solvant, la température, le
champ électrique, les liaisons ioniques, le pH, le volume peut subir un changement
discontinu, réversible et pouvant atteindre plusieurs ordres de grandeur. Ce phénoméne a
été observé sur des gels naturels et synthétiques. Ainsi, les gels peuvent étre utilisés
comme matériaux intelligents répondant d’une maniére prédictible a des signaux

extérieurs. Ce changement de volume provient en partie d’une transition *“pelote (coil) —
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globule™" du polymere. Mais la transition " “pelote —globule™ est continue alors que dans un
gel les chaines sont toutes liées ensemble et le comportement collectif donne un
changement de volume discontinu. Un gel gonfle dans un bon solvant et la majeure partie
du gel gonflé est occupée par le solvant. Par conséquent, les propriétés du gel sont proches
de celles d’une solution de polymére avec la différence majeure qu’un réseau de chaines
chimiquement liées n’est pas complétement soluble dans le solvant. Cette différence qui
empéche le gel de couler comme un liquide fait de lui un matériau utile dans de

nombreuses applications.

Le gel peut subir une transition de phase en volume et I’augmentation de
température dans le liquide entraine un rétrécissement du gel d’une maniere réversible.
D’autre part, le degré d’ionisation du gel joue un réle important puisqu’un gel ionisé peut
connaitre un changement de volume d’un facteur 10°. Quand un gel et un liquide sont
mélanggs, ils diffusent 1’un dans I’autre sous I’influence de la pression osmotique et les
parties du gel en contact avec le liquide gonflent en premier. Cette différence temporaire
dans le taux de gonflement donne des instabilités ce qui se manifestent par des motifs

périodiques sur la surface du gel et en régime stationnaire, le gel reprend sa forme initiale.

Pour I’é¢tude du gonflement des gels, il est important de connaitre sa microstructure mais
les méthodes usuelles comme la porosité de mercure ou 1’adsorption d’azote ne sont pas
utiles parce que les gels gonflent en milieu liquide. Pour cette raison, on utilise des
méthodes indirectes pour mesurer les tailles des pores et leur distribution basées sur
I’exclusion du soluté mélangé (Mixed Solute Exclusion) (MSE) [156,157]. Cette méthode

consiste en 3 étapes:
- La solution est mise en contact avec le gel.
- Diffusion du soluté dans le gel jusqu’a 1’équilibre.
- Séparation gel / solution et mesure de la concentration du soluté.

La décroissance de la concentration de soluté relative a la concentration initiale est utilisée

pour calculer la distribution de la taille des pores du gel.

Pour isoler D’effet d’exclusion de taille de celui de I’attraction/répulsion
moléculaire, les expériences ont été faites avec des solutés ne présentant pas d’interaction
spécifique avec la matrice du polymere. Ainsi deux séries de solutés ont été utilisées:

polyéthyléne glycol / polyéthyléne oxyde / éthyléne oxyde et Dextran / oligosaccharide.
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Le gonflement est directement li¢ aux propriétés viscoélastiques du gel. L’¢lasticité
du gel et la friction entre le réseau et le solvant jouent un réle important dans les cinétiques
du gonflement du gel [158-160]. 11 a été connu que le temps de relaxation du gonflement
est proportionnel au carré de la taille linéaire du gel [127] ce qui a été confirmé
expérimentalement [129]. L’une des plus importantes caractéristiques du processus de
gonflement du gel est qu’il est isotrope, c'est-a-dire que quand la zone diminue de 10%, la
longueur axiale diminue de 10% dans un long cylindre de gel. Les propriétés d’¢lasticité et
de gonflement des réseaux permanents peuvent étre concues en considérant deux effets
opposés, la pression osmotique et la force élastique de rappel [161,162]. Li et Tanaka [163]
ont développé un modele ou le module de cisaillement joue un réle important. Ce modé¢le
montre que la géométrie du gel joue un role important et le gonflement n’est pas un

processus de diffusion pur [164].

La gélatine est un matériau protéinique obtenu par dégradation hydrolytique du
collagéne naturel [165,166] présentant une structure triple hélicoidale. La gélatine est
soluble dans I’eau chaude (> 40°C) [167]. En refroidissant une solution aqueuse de
gélatine, on obtient un gel montrant des changements caractéristiques attribués a la
structure en triple-hélice du collagéne [168]. La gélatine ayant un point de fusion
relativement bas est instable a la température du corps humain. Elle se stabilise a I’aide de

réticulation entre les chaines de protéines selon diverses procédures de durcissement [169].

Le taux de gonflement est généralement pris comme le rapport de la masse du gel
gonflé par la masse du méme gel sec. Le degré de gonflement est égal a la masse de 1’eau

absorbée par le gel divisée par la masse du méme gel sec.

Depuis les travaux de Wichterle et al. [170], les hydrogels ont été largement utilisés
dans diverses applications pharmaceutiques et médicinales. Le largage contrdlé des
médicaments utilise le fait que le gonflement soit lent en solution aqueuse ce qui implique
la possibilité de contrdler leur libération sur une longue durée. Dans d’autres conditions, un
gonflement rapide est souhaitable pour le développement des dispositifs de rétentions
gastriques [171,172] par exemple. Il est donc intéressant de bien comprendre le processus

de transport d’eau dans les hydrogels pour améliorer leur performance [173].

Le phénomeéne de gonflement des gels peut étre étudi¢ a 1’aide de la théorie
d’¢lasticité de Flory- Rehner. Si le gel est chargé, cette théorie devrait étre combinée avec
une autre tenant compte des effets électrostatiques comme celle de I’équilibre de Donnan

[174-176] qui tient compte de la pression du gel gonflé et de la pression osmotique des
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ions libres mobiles dans le gel et dans la solution [177]. Le gonflement du gel modifie
¢galement I’intensité diffusée [178-181]. L’intensité de dispersion aux faibles vecteurs
d’onde augmente avec le degré de gonflement [182,183]. Shibayama et al. ont signalé que
le taux de gonflement des hydrogels du poly (N-isopropyl acrylamide) (PNIPA) est
indépendant de la concentration initiale du monomeére [184] et ont proposé une loi
d’échelle entre la concentration du gel gonflé et celle du monomeére dans la solution
initiale. Bromberger et al. ont proposé¢ un mod¢le statistique pour estimer la densité de
réticulation du gel a partir des parametres de la solution initiale [185] et ont pu expliquer le
comportement du gonflement de gels ioniques et non-ioniques. Une représentation
qualitative des différentes étapes de gonflement reprise de la littérature est montrée sur la

figure 1.2.
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Figure 1.2 : Gonflement d’un gel dans un solvant [185]
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L’eau diffuse dans le gel par la surface de contact produisant une pression qui
s’exerce sur le volume du gel et donne lieu & une instabilité et a I’apparition de formes
alvéolaires a sa surface. Selon un processus de diffusion, la profondeur de pénétration
d’eau dans le gel devrait étre proportionnelle a la racine carrée du temps. Les lignes de
flexion ou 1’énergie ¢€lastique se concentre se manifestent a la surface du gel différemment

a mesure que le temps passe.

Les gels de PAAm sont plus fragiles que ceux contenant le dextran, ils présentent
des mailles (pores) plus grandes, des distributions plus larges et des formes plus
irrégulieres. Sur une surface hydrophile (ou I’angle de contact 6 < 90°), I’eau mouille bien
la surface et minimise la présence de bulles d’air. Si la surface est hydrophobe les bulles

d’air viennent au contact de la surface et se développent.

Le gonflement prés du point isoélectrique entraine une mesure de la pression
osmotique due aux contre- ions présents dans la solution pour assurer 1’¢lectro- neutralité.
Un changement brusque du gonflement intervient pres du point isoélectrique a un pH ou la
charge nette de la protéine est nulle. On a observé que la quantité d’eau absorbée diminuait
légérement avec la fonctionnalité et la taille du réticulant. Les résultats montrent que les
gels obtenus avec le mBis sont plus souples que les autres. Le mBis étant moins rigide que
les autres du type méthacrylate et de fonctionnalité plus grande, les gels réticulés en mBis

absorbent une plus grande quantité d’eau.

Li et Tanaka ont développé un modele dans lequel le module de cisaillement joue
un role important pour garder le gel stable en présence des variations de volume et des
dimensions dans les différentes directions. Ce modele montre que le gonflement n’est pas
un processus de diffusion simple et se fait en deux étapes, la premiére est un processus de
diffusion classique du solvant a la surface alors que la deuxiéme étape est décrite par le

mode¢le de Li-Tanaka au centre du gel.
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1.10. SDSPAGE

La technique d’¢lectrophorese a été introduite par Kolin [186] en 1950 et modifiée
par Margolis et al. [187,188] en 1960 et beaucoup d’autres plus tard [189-199]. En
¢lectrophorese sur gel, les macromolécules migrent a travers les pores interconnectés sous
I’effet d’un champ électrique appliqué et sont ainsi tamisées. Pour cette application, les
pores sont trés souhaités. Les gels de PAAm qui peuvent donner des réseaux ayant une
distribution spatiale uniforme des pores sont largement utilisés comme milieu de migration
[200-203]. Les gels peuvent devenir turbides a cause des hétérogénéités de structure et

d’indice de réfraction.

La résolution actuelles des gels 2D est insuffisante pour séparer toutes les protéines
cellulaires [204] a cause de leur grande diversité surtout pour les protéines a point
isoélectrique (pl) élevé et grande masse moléculaire (HMW) [205,206]. D’autres
techniques plus puissantes s’imposent pour atteindre une interprétation suffisante de la
formation de certaines perturbations et complexes protéiques typiques de certaines
maladies [207-209]. Quelques protéines a haut poids moléculaires (HMW) comme la
myosine (200 kDa), la dystrophine (400 kDa) et la thyroglobuline (330 kDa) sont

responsables de maladies et sont de bonnes cibles thérapeutiques [210].

Le “SDS-PAGE™ pour "‘Sodium Dodecyl Sulfate Poly Acrylamide Gel
Electrophoresis™, est une technique qui permet de séparer des protéines selon leur masse
molaire. La matrice est créée par la polymérisation d’AAm et du Bis, le couple APS /
TEMED représente ’initiateur. La taille des pores diminue avec la concentration d’AAm
et les molécules de petites masses sont mieux séparées. Un bref historique sur

I’¢lectrophorése sur gel a été publié récemment [211], ainsi que plusieurs revues [212-

216].

La migration des protéines a travers le gel de PAAm représente le prélude a une
analyse protéomique détaillée permettant de déterminer la composition exacte d’une
protéine. C’est une méthode dénaturante en raison de la présence du lauryl-sulfate de
sodium. Le SDS est un détergent fort qui posséde une queue hydrophobe et une téte
chargée négativement. Il interagit avec les protéines par sa partie hydrocarbonée en liant
les régions hydrophobes selon un rapport constant (I molécule de SDS pour 2 acides
aminés). Le SDS empéche ainsi le repliement de la protéine et lui confére une charge
négative. Ceci permet sa migration dans le gel a 1’aide d’un courant électrique et la

séparation des protéines en fonction du poids moléculaire. Cette migration est fonction de
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modifications post-traductionnelles des protéines comme la glycosylation ou la
phosphorylation par exemple. Les protéines sont d’abord condensées dans un gel de
concentration ensuite séparées dans le gel de séparation, la visualisation des protéines
séparées est effectuée a I’aide de colorants (Bleu de Coomassie, Rouge Ponceau ou nitrate
d’argent) pour les protéines dont la concentration dépasse la limite de détection. Le gel
coloré au bleu de Coomassie par exemple peut étre décoloré par le mélange de solvants
méthanol / acide acétique glacial / eau. Les gels de PAAm ont ét¢ introduits et développés
en particulier a travers les travaux de Raymond, Weintraub [217], Davis [218], Ornstein
[219], et Hjertén [220]. IIs ont immédiatement connu une grande popularité comme tiges
supports en électrophoreése due a leurs propriétés fondamentales comme la transparence
optique dans le visible et ’'UV, la possibilit¢ de syntheése avec un large intervalle de
porosité [221]. Cependant, plusieurs défauts ont été observés comme son instabilité a pH
alcalin sachant que la majorité des séparations de protéines et d'acides nucléiques ont lieu

a pH alcalin.

Les travaux sur les protéines ont beaucoup focalis¢ sur le développement de
méthodes permettant la détection du plus grand nombre de protéines possible en une seule
analyse. Pour avoir une vue globale de la protéine dans une cellule ou un tissu, il est
nécessaire d’identifier, quantifier, déterminer la localisation, les modifications, les
interactions, les activités et les fonctions du plus grand nombre de protéines. Les protéines
peuvent changer de forme et leurs fonctions biologiques sont intimement lies a leurs
formes, une protéine modifiée est dite dénaturée et ne peut plus assurer sa fonction. Trois
facteurs pouvant provoquer la dénaturation d'une protéine, I’agitation thermique par
augmentation de la température susceptible de briser les faibles liaisons hydrogene reliant
les radicaux de la chaine, le pH puisque les protéines se dénaturent en milieu trop acide ou
trop alcalin, la force ionique puisqu’une protéine placée dans un solvant organique peut se
dénaturer, les parties hydrophobes se déploient vers 1'extérieur et les parties hydrophiles se
replient au centre de la molécule. On distingue les protéines de structures qui permettent a
la cellule de maintenir son organisation dans l'espace, les protéines de transport, qui
assurent le transfert des différentes molécules dans et en dehors des cellules, les protéines
régulatrices qui modulent l'activité d'autres protéines, les protéines de signalisation, qui
captent les signaux extérieurs, et assurent leur transmission dans la cellule ou 'organisme

et les protéines motrices qui permettent aux cellules ou organismes de ce mouvoir. Les
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fonctions biochimiques sont plus nombreuses, et essentiellement équivalentes a l'activité
enzymatique.

L’étude SDS-PAGE permet d’évaluer la mobilité relative (Ry) et la résolution de
marqueurs de protéines [222-225]. On définit Ry comme la distance de migration du
marqueur protéique sur la distance de migration du bleu de bomophénol [226,227]. Afin
d’optimiser les propriétés de séparation Schagger et Jagow [228] ont cong¢u un systéme
pour une résolution optimale des protéines et peptides a bas poids moléculaires. Wiltfang
et al. [229] ont été capables de séparer méme de petites différences d’acides aminés des
peptides a,B-amyloidogenic [230,231] dans la gamme de pH neutre a alcalin. Les systémes
SDS-PAGE acides sont plus difficiles a réaliser a cause de la présence d’ions amines
[232]. Les systémes PAGE a polarité positive faisant intervenir des détergents cationiques
tels que le chlorure du benzyle-diméthyle -n-hexadécyl-ammonium (16-BAC) ou le CTAB
présentent une solution possible [233,234] et montre leur utilit¢ pour la détection des
modifications du méthyle-ester et la séparation des protéines basiques comme les histones
[235-242]. Les gels a faible pourcentage d’AAm sont typiquement utilisés pour séparer les
grandes protéines [181] mais si cette concentration est inférieure a 5% les gels deviennent
trop fragiles et trés difficiles a manipuler, surtout dans les phases de coloration et de
lavage. Une méthode a 2-DE a été développée [243] pour analyser les protéines (HMW) en
utilisant I’agarose a la place d’AAm [244] mais cette méthode ne résout pas le probleme de
la faible pénétration des grandes protéines en SDS-PAGE [245-250]. Les méthodes de
centrifugation, celles basées sur le séquencage des geénes et qui ont permis le calcul des
masses a partir des séquences de dérivés d’acides aminés suggérent que les mesures de
SDS — PAGE sont trop grandes [251] et que cette technique surestime la masse du (HMW-
GS) [252-254]. 11 a été suggéré que I’anomalie de migration provient d’une structure
secondaire stable du (HMW-GS), résistante a la dénaturation en SDS et pouvant exercer un

frottement important et un glissement dans la matrice du gel [255].

Le SDS — PAGE repose sur deux hypothéses. La premiere dit que toutes les
protéines ont le méme rapport charge sur masse [256], la deuxiéme dit que le complexe
SDS / protéine doit avoir la méme conformation et la taille varie linéairement avec la

masse molaire [257].

Les protéines qui montrent une migration anormale ne satisfont pas a I’une ou
I’autre des hypothéses. En utilisant la méthode dite de Fergusson, il est possible d’obtenir

une meilleure estimation de la masse en déterminant la migration relative des protéines en
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fonction de la concentration du gel de PAAm [258]. Ferguson a observé que le logarithme
de la mobilité d’une protéine varie linéairement avec la concentration du gel, la pente de
cette variation donne accés au facteur de retardation (Ryf) qui est proportionnel a la masse
de la protéine. La combinaison de ces observations avec le modéle d’Ogston [259] pour le
tamisage dans un réseau de polymere fournit le cadre théorique de base pour
I’¢lectrophorése sur gel [260-262]. Une représentation fréquente des courbes de Ferguson
montrant le logarithme de la mobilité relative en fonction de la concentration du gel
suggerent que le coefficient de retardation est proportionnel au carré du rayon des
protéines. Ainsi, des courbes standards peuvent étre construites en portant le logarithme de
la masse de protéines connues en fonction de la racine carré du coefficient de retardation.
Une telle procédure est largement utilisée et des études ont révélé qu’une telle procédure

en comparaison avec SDS-PAGE [263-265].

La mise au point de 1’¢lectrophorése capillaire a mené a des séparations rapides
avec détection qui exclue la nécessité d’une post-séparation avec coloration pour visualiser
les protéines de I’ADN. L’électrophorése en gel bidimensionnel (2D-GE) est devenue le
premier outil analytique pour la séparation des mélanges protéiques complexes extraits des
systémes biologiques. Apres la visualisation par 1’intermédiaire de coloration, les spots de
protéine peuvent étre excis€s, décolores, étre 1’objet d’une digestion protéolytique en gel,
et les peptides extraits sont analysés par spectrométrie de masse (SM) [266]. L’ionisation
¢lectro spray (ESI) et la spectrométriec de masse MALDI (Matrix- Assisted Laser
Desorption / Ionization) peuvent étre utilisées toutes les deux pour déterminer les masses
des peptides protéolytiques ce qui va générer une carte des masses des peptides de la
protéine. Les masses des peptides peuvent étre utilisées pour performer la base des données
recherchée pour ’identification des protéines. La 2D-GE est habituellement effectuée en
gels de polyacrylamide, réticulés en structures spongieuses (comme une €ponge) formés
par réaction de I’acrylamide (AAm) avec un réticulant, souvent le bisacrylamide (Bis).
Méme sous des conditions soigneusement controlées, cette réaction est rarement compléte
et une petite quantit¢ du monomere libre reste dans le gel. Par exemple, la concentration
d’acrylamide qui n’a pas réagit dans un gel 5% en T et 4% en C (20cm x 20cm x 1mm) est
de 30 — 60 mM [267] et le spot de protéine excisé¢ (3 mm x 3mm X Imm) contient 0,25 —
0,54 mmol d’acrylamide. Une partie de cet acrylamide peut réagir avec des groupes
sulthydrile dans les protéines durant la séparation électro phorétique pour former des

adduits cystéine — acrylamide.
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Ensuite en digestion du gel, I’acrylamide résiduel et d’autres composés auxiliaires
tels que les détergents peuvent étre extraits du gel avec les peptides. Une grande attention a
été centrée sur les détergents tel que le Triton et dont la présence peut supprimer
complétement les signaux des protéines et peptides sous les conditions nécessaires pour
I’analyse par MALDI-MS [268]. Les effets d’autres parameétres tels que les agents de
coloration et les procédures d’extraction sur la qualité du spectre de masse MALDI a
également été interprété [269]. Cependant, I’effet du monomeére d’acrylamide résiduel sur

le spectre de masse MALDI des peptides n’a pas été examiné jusqu’a ce jour.

L’¢étape clef pour I’identification des maladies causant des mutations est la
numérisation des genes candidats pour la présence de variations de séquences d’ADN
telles que les petites insertions, suppressions et SNPs. L’identification de tels changements
subtils reste encore trés difficile en termes de vitesse, précision et cott/efficacité.

L’étalon-or pour toute stratégie de détection est le séquencage d’ADN.

La CSGE (Conformation Sensitive Gel Electrophoresis) a ét¢ développée pour
I’analyse hétéro duplexes dans un systeme d’électrophorese de gel de PAAm modifié
[270]. L’idée était de différencier les homo- duplexes a partir des produits par migration
¢lectro phorétique différentielle. Des études précédentes avec des solvants tels que
I’éthyléne glycol et le formamide ont démontré qu’ils induisent des changements de
conformation subtiles dans ’ADN en un processus continu qui commence bien au-dessous
des concentrations nécessaires pour une dénaturation compléte a température ambiante
[271]. 11 a été supposé qu’un systéme approprié de solvants 1égérement dénaturants peut
amplifier la tendance de décalage pour produire des changements de conformation telles
que les coudes dans la double hélice et d’accroitre ainsi la migration différentielle des

hétéro-duplexes et homo-duplexes de I’ADN durant 1’¢lectrophorése du gel.
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CHAPITRE 2

CONSIDERATIONS EXPERIMENTALES

Produits utilisés, méthodes de préparation des échantillons et techniques

expérimentales

2.1. Produits utilisés

Le monomere acrylamide (AAm) et le réticulant (Bis) N,N’-
méthylénebisacrylamide ont été acquis chez Polyscience (France), Dextran et les
autres réactifs chez Aldrich, Fluka (Allemagne). Les marqueurs de protéines (HMW
et LMW) ont été acquis chez Amersham Biosciences (Uppsala, Suéde), Duracryl™
chez Genomic Solutions (Steinheim, Allemagne). Tous ces produits ont été utilisés

sans modification ou purification préalable. Les formules chimiques des monomeres

(AAm et Bis) et du Dextran sont données dans la figure 2.1.

NH

Acrylamide N,N’-

méthylénebisacrylamide
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Dextran

Figure 2.1 : Formules chimiques des monomeéres (AAm et Bis) et du Dextran.

Les échantillons de Dextran utilisés ont une masse moléculaire comprise entre 6x10°

et 2x10° Da (g/ mol).
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Les caractéristiques des protéines utilisées (marqueurs) peuvent étre trouvées

sur le tableau 2.1.

Tableau 2.1 : Caractéristiques des protéines utilisées

Protéine Masse Source Quantité
Moléculaire (ng)
(Da)
Phosphorylase b 97 000 Rabbit muscle 67
Albumin 66 000 Bovine serum 83
Ovalbumin 45 000 Chicken egg white 147
Carbonic anhydrase 30 000 Bovine erythrocyte 83
LMW Trypsin inhibitor 20 100 Soybean 80
a-Lactalbumin 14 400 Bovine milk 116
Myosin 220 000 Rabbit muscle 25
a-2-Macroglobulin 170 000 Bovine plasma 100
HMW B-Galactosidase 116 000 E. coli 16
Transferin 76 000 Human 17
Glutamate 53 000 Bovine liver 18
déshydrogénase
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Les mélanges protéiques sont dissouts dans le tampon de traitement Laemmli

décrit sur le tableau 2.2.

Tableau 2.2 : Solutions tampons de traitement Laemmli

Quantité Role
Tampon de séparation pH 2,5mL Maintient le pH
8,8
Solution de SDS a 10 % 4 mL Dénaturation des protéines et fixation de
charges négatives
Dithiothréitol DTT 031g Destruction de ponts disulfures (S —S)
Glycérol 4 mL Augmente la densité de 1’échantillon
pour faciliter les dépots dans les puits
Bleu de Bromopénol a 10 2mg Marque le front de migration en
% ¢lectrophorése
Eau dé-ionisée 10 mL Solvant

2.2. Méthodes de préparation des échantillons et techniques expérimentales

Le processus de formation du gel est initi¢ par la formation d’un radical libre
du N,N,N",N -tétraméthyléthylénediamine (TEMED) par réaction avec I’Ammonium
Persulfate (APS). Ensuite la réaction entre le radical libre et le monomeére d’AAm
produit un monomere AAm activé qui réagit avec un autre monomeére AAm. Cette
séquence continue jusqu’a épuisement total du monomere et obtention du PAAm. Le
réticulant Bis renforce le gel proportionnellement a sa concentration. D’une maniére
générale, la préparation d’un gel se fait a partir d’une solution d’AAm, Bis, tris base
(pH 8,8), Sodium Dodécyl Sulfate (SDS) et eau dé-ionisée. Cette solution est
conservée a 4°C pendant 12h (la nuit), dégazée sous pression réduite pendant 40 mn

et mise sous atmosphere inerte avant chaque utilisation. La polymérisation est initiée
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par le couple rédox APS/TEMED. Le TEMED est une amine tertiaire qui fournit les
¢électrons nécessaires a partir de son atome d’azote pour la décomposition de I’APS en
radicaux sous forme d’ions sulfates. En méme temps, les radicaux de TEMED sont
formés et peuvent initier une nouvelle chaine de polymérisation en s’attachant entre
eux comme groupes de terminaison. Le TEMED peut également réagir comme agent
de transfert par donation d’hydrogéne au polymeére radicalaire en stoppant la

croissance de la chaine et commencant une nouvelle chaine. (voir figure 2.2.)

(CH3)2N — (CHz)z — N(CH3)2 + (NH4)28208

2S04+ (CH3),N — (CH,), — N (CH3), + 2NH,"

1/ AAm, Bis

2/ Dextran

« PAAM —Dextran »

Figure 2.2 : Schéma du processus de polymérisation.
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Les quantités de monomeére et de réticulant dépendent des propriétés des

molécules a séparer, en particulier de leur taille.
2.2.1. Spectroscopie UV-Visible

La spectroscopie UV-Visible peut étre utilisée pour étudier la cinétique de
polymérisation a travers la variation d’absorbance en fonction du temps. La
spectrométrie d’absorption moléculaire dans le domaine ultra-violet (UV, de 185 a
380 nm) et dans le visible (VIS, de 380 a 800 nm) est une technique courante de
controle et d’analyse de composés chimiques [18,20]. Ainsi nous avons obtenu les
spectres de nos échantillons (i.e., Abs = f(t)) a 300 nm pendant 900 secondes. Pour les
molécules comme pour les atomes, 1’absorption est due aux transitions électroniques
entre différents niveaux d’énergie. Un électron a 1’état fondamental absorbe des
radiations d’une énergie suffisante pour 1’élever a un niveau d’énergie supérieur d’un
état excité, ce qui détermine la longueur d’onde A. Le retour a I’état fondamental se
produit par perte d’énergie (chaleur) ou par émission de radiation (fluorescence ou
phosphorescence). Dans ’'UV-VIS, les transitions électroniques sont accompagnées
par des transitions de vibration entre les niveaux électroniques donnant la structure
fine vibrationnelle. L’environnement chimique de 1’échantillon comme la nature du
solvant affecte la position et la forme de la bande d’absorption. L’analyse quantitative

est réalisée sur la base des lois de Beer —Lambert [272].

Les ¢éléments de base des spectromeétres sont: une source, un porte-
¢chantillons, un monochromateur, un détecteur et un appareil de lecture. En « UV-
VIS », le porte-échantillon est placé a la sortie du monochromateur et les sources
employées sont soient au deutérium qui émettent surtout dans ’'UV soient les lampes
au tungstene qui émettent surtout dans le VIS. Elles émettent un spectre continu et des
raies atomiques permettant de faire un calibrage de longueur d’onde. Le
monochromateur est composé d’une fente de sortie. Une lumiere poly- chromatique
est focalisée sur la fente d’entrée du monochromateur qui transmet sélectivement une
bande étroite. Ce faisceau traverse 1’échantillon avant d’atteindre le détecteur,
photomultiplicateur ou photodiode. La mesure d’absorbance est faite a blanc (sans

¢chantillon) et apres avoir traversé I’échantillon.

La premiere étape de notre étude a permis d’optimiser la composition du gel

en essayant plusieurs concentrations (0,5-1-1,5-2-5)% de Dextran. L’addition d’un
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Dextran de masse moléculaire donnée (6, 40, 100, 500, 2000 kDa) a une
concentration de 2% (g cm™) dans le gel n’affecte ni son homogénéité, ni la migration
des protéines. La variation de la densité optique en fonction du temps est étudi¢e a
I’aide de la technique de Spectroscopie UV-Visible. Les gels considérés sont
caractérisés par les concentrations %T=10 et %C=2,6. Nous rappelons les

définitions [267] :
%T = 100 x [(masse monomere + masse réticulant) / Volume total],

et %C =100 x [(masse réticulant / (masse monomere + masse réticulant)].

Gelsde PAAmM / Dextran

Des gels de PAAm avec et sans Dextran ont été préparés selon la composition

suivante :

9.74 g AAm; 0,26 g de Bis; 1 mL de SDS (10%) ; 2,4 mL de Tris Base pH 8,8

(15mol/L) ; ajustement avec 1’eau dé- ionisée jusqu’a 100 mL.

Duracryl

3,3 mL de Duracryl; 2,4 mL de Tris Base pH 8,8 (15 mol/ L); 100 uL. de SDS
(10%) ; 4,1 mL d’eau dé- ionisée.

Toutes ces solutions ont été¢ dégazées sous pression réduite pendant 40 mn,
apres étre refroidies a (0-4)°C, avant d’étre analysées par UV en mesurant la variation
d’absorbance en fonction du temps a 300 nm sur une durée de 900s. L’amorceur et
I’initiateur (APS et TEMED) ont été utilisés selon les quantités 37,2 uL et 4,2 uL,
respectivement et les mesures ont été faites sur un spectrophotométre UV / VIS de

type JASCOW, V — 530 montré sur la figure 2.3.
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Figure 2.3 : Photo du spectrophotomeétre UV / VIS de type JASCOW V — 530.

2.2.2. Cinétique de polymérisation: Variation de la température de
polymeérisation en fonction du temps.

La formation d’un réseau de polymérisation radicalaire libre étant un
processus exothermique cinétiquement contrdlé, la mesure de température permet de
suivre cette cinétique [150]. Pour cela, les gels préparés ont été introduits dans de
petites cuves ayant été soumises auparavant a un courant d’azote. Une sonde fine de
température de type ORGANO SCIENTIFIC, Model SA880SSX (voir Fig. 2.4) a été
placée dans ces cuves pour le suivi de la variation de température durant la
polymérisation. La lecture de température est faite chaque minute pendant 2 heures.
Les profils de température pour les gels de PAAm et Dextran (500 et 2000 kDa) jugés
bons selon les analyses UV-VIS ont été pris ainsi que pour les gels de PAAm et
Duracryl pris comme références. Le taux de conversion était toujours supérieur a

90%.
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Figure 2.4 : Photo montrant la sonde de température ORGANO SCIENTIFIC, model
SA880SSX.

2.2.3. Cinétique de gonflement

Les gels de séparation caractérisés par les concentrations (%T=10, %C=2,6)
ont été découpés sous forme de carrés de 5 cm de coté et Imm d’épaisseur en vue des

mesures de gonflement.

Dés que I'initiateur est introduit dans la solution, la gélification a lieu en moins
d’une minute alors que pour d’autres systémes, on a généralement des temps de
gélification de 1’ordre d’une demi-heure [159,160]. Les gels sont séchés a 1’étuve (60

°C) pendant 24h apres leur préparation et avant d’étre mis dans le solvant.

Les systemes concernés par ces mesures sont donnés sur les tableaux 2.3 a 2.5.
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Tableau 2.3 : Composition des gels concernés par la cinétique de gonflement

Constituant AAm | Duracryl | Dextran 500kDa | Dextran 2000kDa
Solution 4.1 mL 4 mL 4 mL 4 mL
Tampon de séparation
pH 8.8 31mL | 3mL 3mL 3mL
H,O distillée SmL SmL SmL SmL
APS (30%) 60.6 uL | 60.6 pL 60.6 L 60.6 pL
TEMED 3.13puL | 3.13puL 3.13 uL 3.13 uL

Tableau 2.4 : Composition des gels concernés par la cinétique de gonflement (suite)

Solution Quantité | Solution Dextran | Quantité | Solutiond AAm | quantité
Dextran 2000kDa 1D
500kDa

AAM 3g AAmM 3g AAmM 292¢

Bis 0.08 g Bis 0.08 g Bis 0.078 g
Dextran Dextran 0.066 g
500kDa 500kDa
02¢g Dextran 2000kDa 02¢g

H,0 dé H,0 dé

2 10mL | H,0dé ioniste | 10mL ? 10 mL
ionisée ionisée
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Tableaux 2.5 : Solutions tampon utilisées dans I’é¢tude du gonflement.

Tampon
Tampon de séparation Quantité (Tank Buffer) Quantité
Tris (Fw121,1) 3,02 ¢g Tris (Fw121,1) 3,02 ¢
SDS lg Glycine 144 ¢
H,0 200 mL SDS lg
Ajuster le pH a 8.8 avec du HCI Eau digtillée Jusqu’a 1 L

2.2.4. Electrophorése (SDS-PAGE)

Les mesures d’¢lectrophorése ont été faites dans les conditions discontinues

dites de Laemmli [211]. Le gel est mis entre 2 plaques de verre désinfectées et fixées

sur un support. Un peigne est enchassé entre les 2 plaques. Le gel de séparation est

posé en premier et sa gélification dure environ 1heure, ensuite le gel de concentration

est mis sur le premier apres avoir placé un peigne désinfecté pour former les puits ou

les protéines seront déposées. Nous avons repris sur la figure 2.5 les équipements

classiques nécessaires a 1’électrophorése SDS-PAGE pour illustration seulement.

Cette figure est disponible sur le web et a été reprise intégralement [214]. L’étape de

préparation des échantillons pour les mesures d’électrophorése prend environ une

demi-heure.
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support pour
couler le gel

plaques de
verre
pour couler ﬁﬁﬁa _
le gel e peignes

Figure 2.5 : Equipements classiques nécessaires a 1’électrophorése SDS-PAGE

La concentration %C est la méme pour tous les gels (%C=2,6) mais %T est
¢gal a 4,7 et 10 pour les gels de concentration et de séparation, respectivement dans le
cas des protéines a bas poids moléculaire (LMW). Pour les protéines a haut poids
moléculaire (HMW), on a utilisé un gel de séparation de %T=8 et %C=2,8 pour avoir
des pores plus larges. Il est possible de faire varier la taille des pores en faisant varier
la concentration d’AAm. Une concentration élevée est adaptée aux protéines de bas
poids moléculaire alors qu’une faible concentration est plutot adaptée aux protéines
de haut poids moléculaire. Les formulations détaillées de ces gels sont données ci-

dessous :

Gel de Duracryl™

Gel de séparation Gel de concentration

4 mL Duracryl 1 mL Duracryl™

3 mL Tampon de séparation 1,5 mL Tampon de concentration
5 mL Eau dé- ionisée 3,75 mL Eau dé- ionisée

60,6 uL. APS (30%) 125 pL APS (30%)

3,03 L TEMED 6,25 uL TEMED
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Gel d AAm

Gel de séparation Gel de concentration

4,1 mL AAm (1D) 1 mL AAm (1D)

3,1 mL Tampon de séparation 1,5 mL Tampon de concentration
5,25 mL Eau dé- ionisée 3,75 mL Eau dé- ionisée

60,6 pL APS (30%) 125 uLL APS (30%)

3,03 uL TEMED 6,25 uL. TEMED

Gel d AAm + Dextran

Les solutions de Dextran (500 kDa et 2000 kDa, 2%) ont d’abord été préparées selon

la formulation suivante :
3 gd’AAm (30%)
0,08 g de Bis (0,8%)

0,2 g de Dextran (500 kDa ou 2000 kDa, 2%)

Gel de séparation

4 mL de solution a 2% de Dextran (500 ou 2000 kDa)
3 mL de tampon de séparation

5 mL d’eau dé- ionisée

60,6 uLL d’APS (30%)

3,03 uL de TEMED
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Gel de concentration

1 mL de solution a 2% de Dextran (500 ou 2000 kDa)
1,5 mL de tampon de concentration

3,75 mL d’eau dé- ionisée

125 uL d’APS (30%)

6,25 uL. de TEMED

Aprées polymérisation, le peigne est retiré formant ainsi des puits. Ensuite les plaques
de verre contenant le gel sont placées dans une cuve d’¢lectrophorése. Les fléches sur
la figure 2.6 indiquent le sens de migration. Les différentes bandes sont visibles et la
masse molaire des protéines est déterminée a 1’aide de marqueurs représentés par des

protéines standards de masses molaires connues [222,223].

Figure 2.6: Dispositif classique d’électrophorése SDS-PAGE. Ce schéma est

disponible sur le web et a été repris intégralement. [214]
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L’expérience d’électrophorese est effectuée sous un champ correspondant a
une tension de 300V en maintenant le courant a 80mA pendant 3 heures pour 4
¢échantillons simultanément en utilisant la solution tampon comme éluant. (voir

schémas sur les figures 2.7 et 2.8)

Figure 2.7: Photo représentant I’expérience d’électrophorése SDS - PAGE

(Début de migration des protéines)
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Figure 2.8: SDS - PAGE : (Pendant la migration des protéines)

Les 3 ¢étapes de fixation, coloration et lavage sont nécessaires. Pour les
colorants fluorescents, la solution peut varier selon le type. Nous avons utilis¢ un
colorant synthétisé par 1’équipe de chimie organique du laboratoire, en I’occurrence le

Ru(BPs); dont la formule chimique est donnée sur la figure 2.9.

Figure 2.9: Formule chimique du colorant Ru(BPs);
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La procédure de coloration est la suivante : Le gel est retiré des plaques et mis
pendant 1 heure dans une solution de fixation qui consiste en un mélange ternaire de
solvants, (¢thanol — acide acétique — H,O) dans les proportions de (10, 7 et 83) %,
respectivement. (voir figure 2.10). Ensuite, le gel est coloré durant une nuit dans le
méme mélange a des proportions différentes (i.e., 25:14:61) contenant du syro Ruby a

un taux de 2 mg/ L.

Figure 2.10 : Agitation pendant la fixation, coloration et lavage du gel

Ensuite le gel est décoloré pendant une heure par une solution de lavage
formée du méme mélange de solvants aux proportions de 30, 10 et 60. Le gel est alors
prét pour étre scanné a I’aide de 1’appareil Thyphoon 9400 Variable Mode Imager

comme le montre la figure 2.11.
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Figure 2.11: Scanner de type Thyphoon 9400 Variable Mode Imager.
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CHAPITRE 3

RESULTATS

Dans ce chapitre nous nous contentons de donner les résultats obtenus sans
développer les détails concernant les phénoménes en jeu et les interprétations

possibles. Des discussions détaillées seront présentées au chapitre suivant.

3.1. Spectroscopie UV-Visble

Les mesures d’absorbance par spectroscopie UV-Vis ont été faites en cours de
polymérisation en fonction du temps. Les différents systemes PAAm, PAAM /

Dextran et Duracryl ont été considérés et les résultats sont regroupés dans les figures

3.1et3.2.

Sur la premiére figure, nous examinons I’impact de la masse moléculaire du Dextran
incorporé¢ a 2% dans le gel de PAAm sur les mesures d’absorbance en cours de
polymérisation. Les mémes mesures sont faites systématiquement sur les gels de
PAAm pur et Duracryl pour comparer les résultats. Dans tous les cas, 1’absorbance
augmente d’abord trés lentement ensuite brusquement a un moment donné durant la
polymérisation et qui est plus ou moins le méme pour tous les systeémes. Cette
augmentation rapide de I’absorbance marque une transition du type sol / gel [153,154]
qui est aussi observée dans la mesure de la température de polymérisation lors d’une
expérience complémentaire réalisée dans ce travail. Le niveau d’absorbance
maximum est atteint sur le systtme PAAm / Dextran de plus grande masse (2x10°)
suivi de celui qui a la masse de (5x10°) avec le Duracryl, ensuite vient le systéme
caractérisé par la masse de Dextran de 10° puis les 3 restants sont pratiquement

rassemblés en bas de la figure. Ces mesures montrent que les gels de PAAm / Dextran
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(5x10°) et Duracryl présentent la méme performance du point de vue optique et

mécanique.

1,8 1
2000000 Da
1,6 1
1,4 1

1,2 1

500000 Da
Duracryl

0,8 1

Absorbance

0,6 4
100000 Da

0,4 4 6000 Da
————————— 40000 Da
PAA

0,2 4

0 v v v v v v v v J

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Temps (s)

Figure 3.1: Absorbance a 300 nm en fonction du temps pour 2% des différents gels

synthétisés.

Sur la figure 3.2 nous présentons des résultats similaires mais pour le mélange
PAAm / Dextran, nous considérons uniquement le systéme caractérisé par une masse
de Dextran égale & (5x10°) a plusieurs concentrations. Cette figure permet de
déterminer les effets de la concentration sur la cinétique a travers les mesures
d’absorbance par spectroscopie UV-Vis. Nous remarquons que le mélange a plus forte
concentration de Dextran donne le plus haut niveau d’absorbance et que ce niveau
décroit a mesure que la quantité de Dextran diminue. Sur cette figure comme sur la
figure précédente, le gel de PAAm pur donne le plus bas niveau d’absorbance ce qui
¢tait prévisible connaissant la clarté optique de ce gel. La méme observation
qualitative peut €tre faite sur toutes les mesures de I’absorbance en fonction du temps

de polymérisation consistant en une augmentation trés lente durant la phase initiale de
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polymérisation suivie d’une augmentation brusque a un moment donné pour tous les

systémes presque simultanément.

2,54

5%dextran

L
3
A

2%dextran 500000Da

Absorbance

[ay
N

Duracryl

0,5 4
0,5%dextan 500000Da

PAAM

0 v v v v v v v v J

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Temps (s)

Figure 3.2 : Absorbance des gels a 300 nm en fonction du temps en présence de

Dextran de 500 kDa a différentes concentrations.

3.2. Profilsdelatempérature de polymérisation

Comprendre le processus de réaction entre ’AAm et le réticulant est
indispensable a 1’¢laboration d’un réseau tri- dimensionnel et peut étre utile dans
I’obtention de propriétés physiques spécifiques d’un gel comme la bonne taille des
pores et une distribution adéquate. La polymérisation radicalaire libre est

exothermique et peut étre cinétiquement contrdlée [151,152]. Ainsi, la mesure de
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température en fonction du temps de polymérisation permet de suivre ce processus

exothermique et fournir une mesure du taux de conversion de monomere.

Une lecture de température a été faite toutes les minutes pendant deux heures,
donnant lieu a un profil de température directement li¢ a la cinétique de
polymérisation. Tous les systémes montrent un effet Trommsdorf clair [150].
Cependant, les courbes qui correspondent au systéme contenant le dextran a 500 kDa
et Duracryl sont les plus proches. Les profils de température de polymérisation des

gels synthétisés sont donnés ci-dessous sur la figure 3.3.
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Acrylamide Dextran 500 kDa Duracryl
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Figure 3.3: Profils de température en fonction du temps de polymérisation pour

divers systémes. Les deux figures présentent les mémes résultats dans des domaines
de temps différents.
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3.3. Cinétique de gonflement
3.3.1. Gonflement dans |’ eau dé-ionisée

Le taux de gonflement des gels synthétisés ainsi que la quantité d’eau absorbée
ont ¢ét¢ mesurés dans I’eau dé-ionisée a un pH = 5,86 et analysés en fonction du
temps. Le taux ou degré de gonflement a été¢ défini par le rapport de la masse d’eau

absorbée sur celle du gel sec et les résultats sont représentés sur la figure 3.4.

12 -

PAAM

10 -

dextran 500kDa

Degré de gonflement
(o)}

L duracryl
dextran
2000 kDa
4 <
2 -
0 L) L) L) L]
0 20 40 60 80 100 120

Temps (min)

Figure 3.4: Degré de gonflement dans 1’eau dé- ionisée en fonction du temps
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Les dimensions des gels avant et aprés gonflement sont données sur les

tableaux 3.1 et 3.2.

Tableau 3.1 : Dimensions des gels avant et aprés gonflement dans 1'eau dé-ionisée.

Avant gonflement Gonflement al’équilibre
Gel (cm x cm) (cm x cm)
Duracryl 5X5 5,7x5,5
PAAm 5X5 5,8x5.,6
PAAm/Dextran 500 5X5 5,6x5,6
PAAm/Dextran 2000 5X5 5,5x 5.5

Les gels contenant le Dextran ont un gonflement plus faible que les gels de

PAAm pur.

Tableau 3.2 : Taux de gonflement a I’équilibre dans 1'eau dé- ionisée.

Gel Avant gonflement Gonflement al’équilibre
Duracryl™ 0 (740,01)
PAAm 0 (10+0,01)
PAAm/Dextran 500 0 (7,25+0,01)
PAAm/Dextran 2000 0 (7+0,01)
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Il est important de bien comprendre ce comportement parce que lors des
expériences d’électrophorese, les gels peuvent subir des cycles de gonflement et de
coloration. On constate que le gel qui contient le Dextran 2000 kDa gonfle moins que
les autres. Il est de ce fait plus favorable en électrophoreése puisqu’il présente une
bonne stabilité mécanique et ne provoque pas de grossissement ou de déformation du

réseau. Il permet une bonne migration des protéines en SDS-PAGE

3.3.2. Gonflement dans la solution tampon (Tank Buffer)

La solution tampon a pH = 8,54 représente le milieu d’élution des protéines en
SDS-PAGE. Les résultats de gonflement dans cette solution sont donnés sur la figure

3.5.

38 =
36 <
34 <
PAA
32 <
30 <

28 o

dextran 500kDa

Degré de gonflement

duracryl

0 B% v
0 20 40 60 80 100 120

Temps (min)

Figure 3.5: Cinétique de gonflement des gels dans la solution tampon.
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Le tableau 3.3 suivant résume les dimensions des gels avant et apres

gonflement :

Tableau 3.3 : Dimensions des gels avant et apres gonflement dans la solution tampon.

Avant gonflement

Apres gonflement

Lege (cm x cm) (cm x cm)
Gel de Duracryl™ 5X5 5,7x5,6
Gel de polyacrylamide
(PAAmM) 5X5 5,8% 5,6
Gel de dextran 500 kDa 5X5 5,6x5,8
Gel de dextran 2000 kDa 5X5 5,6x5,7

Tableau 3.4 : Taux de gonflement a 1’équilibre dans la solution tampon.

Ge Avant gonflement Gonflement al’équilibre
(cm x cm) (cm x cm)
Duracryl™ 0 (10,96+0,01)
PAAm 0 (34,44+0,01)
PAAm/Dextran 500 0 (19,76+0,01)
PAAm/Dextran 2000 0 (12,04+0,01)

Comme dans le cas de 1’eau dé-ionisée, le gel de PAAm / Dextran 2000 gonfle

moins que les autres. D’une fagon générale, les gels gonflent plus dans la solution

tampon que dans 1’eau dé-ionisée..
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3.4. SDS-PAGE

Les protéines sont des macromolécules amphoteres et peuvent étre chargées
positivement, négativement ou ne pas avoir de charge selon le pH [204-205]. Dans
une expérience d’électrophorese (SDS-PAGE), les distances de migration des spots de
I’échantillon sont comparées a celles des marqueurs standards permettant d’avoir la
taille des protéines. La méthode de Fergusson [223-224] permet de mesurer la
migration des protéines selon leur mobilité en considérant le facteur de retardation Ry
donné par le rapport de la distance de migration d’une fraction de protéine et la
distance parcourue par 1’éluant ou front de migration. L’intensit¢ des bandes
protéiques a été calculée en fonction des distances parcourues a 1’aide d’un logiciel
appropri¢ “"ANALGEL™" (ce logiciel a été¢ développé par Thomas Brumenfeld [225]
Master Informatique). Ce logiciel génere un tableau de valeurs représentant la densité
optique du gel en fonction de la distance de migration de la protéine. Il permet
d’attribuer a chaque protéine une densité optique et un pic caractéristique de la
séparation. Ce processus a permis de tracer les courbes de Fergusson sous la forme

classique de logMy, en fonction de Re. (figure 3.6).

Les résultats sont analysés sur la base de 2 paramétres : Le coefficient de
précision de la courbe de Fergusson communément noté R? qui doit étre compris entre
0.98 et 1 [225]. De plus le pic du spectre de densité optique doit €tre intense et fin.
Pour chaque systéme, les résultats sont représentés par I’image de la migration des
protéines, le spectre de densité optique et la courbe de Fergusson correspondante.
Nous donnons les résultats ci-dessous sans commentaires pour les 2 classes de
protéines (LMW et HMW). Les images sont elles mémes parlantes, les spectres sont
clairs et les courbes de Fergusson seront commentées en détail au chapitre

discussions.
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Protéines a bas poids moléculaires (LMW)
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Protéines a haut poids moléculaire (HMW)
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PAAM + Dextran 500kDa
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PAAM + Dextran 2000kDa
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Figure 3.6: Images de migration des protéines en SDS-PAGE avec tableau de
la résolution. Spectres de densité optique et courbes de Fergusson pour les différents

gels.
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CHAPITRE 4
DISCUSSION ET INTERPRETATION DESRESULTATS

Dans ce chapitre nous essayons d’analyser les résultats obtenus dans cette thése et
décrits au chapitre 3 précédent. Une tentative d’interprétation est faite en méme temps qu’une
comparaison avec les résultats de la littérature chaque fois que cette comparaison est possible.
Pour plus de clarté nous garderons le méme ordre de présentation. Ce chapitre est largement
repris de I’article publi¢ dans Polymer International [273]. Toutes les figures données ici sont

intégralement reprises de cet article sans modification.

4.1. Spectroscopie UV-Visible (cinétique de gélification)

Les résultats des mesures d’absorbance par spectroscopie UV-Vis en fonction du
temps pour les différents systemes PAAm, PAAm / Dextran et Duracryl sont regroupés sur les
figures 4.1 et 4.2. Les effets de la masse moléculaire et de la concentration du Dextran additif
au gel de PAAm sur les mesures d’absorbance en cours de polymérisation sont clairement
illustrés sur chacune de ces 2 figures. Les mémes mesures ont été faites systématiquement sur
les gels de PAAm pur et Duracryl™ pour raison de comparaison. D’une fagon systématique,
on remarque que l’absorbance augmente d’abord lentement puis brusquement presque
instantanément durant la polymérisation pour tous les systémes. Cette augmentation rapide de
I’absorbance montre que le systéme devient turbide et diffuse la lumiere de fagon intense. Ce
comportement peut étre attribué a la présence de gros agrégats et constitue un signal de la
transition sol / gel. Un maximum d’absorbance est obtenu dans le cas du gel de PAAm /
Dextran correspondant 4 la plus grande masse (2x10°) suivi de 5x10°, du Duracryl™, et du
Dextran 10°. Les 3 systémes restants donnent des résultats rassemblés en bas de la figure 4.1.
Notons que les gels de PAAm / Dextran (5x10°) et Duracryl™ ont des comportements

proches 1’un de ’autre.
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Nous avons regroupé les résultats sur cette figure d’abord sous leur forme brute
ensuite en fonction de M'? pour mettre en évidence la variation de 1’absorbance selon une loi
d’échelle particuliére en fonction de la masse du Dextran. Ce comportement n’a pas été mis
en évidence auparavant et son explication n’est pas encore claire. Pour mieux appréhender ce
nouveau phénomene, d’autres mesures complémentaires devraient étre faites sur des systémes
comparables utilisant différentes techniques d’analyse. Notre conclusion sur ce point est qu’il
est nécessaire de conforter ces résultats par d’autres mesures qui ne pourront étre validées
d’une fagon définitive a partir des seuls résultats présents. De plus une explication fondée sur

des arguments clairs reste a trouver.

0 5 10 15 0 15 30 45

Time (min) M:f

00 M i

Figure 4.1 : Absorbance a 300 nm en fonction du temps pour les différents gels synthétisés 1.
PAAm/Dextran2000; 2. PAAm/Dextran500; 3. DuracrleM; 4. PAAm/Dextran100; 5.
PAAm/Dextran40; 6. PAAm/Dextran5; 7. PAAm pure. (b) Variation linéaire de 1’absorbance

. 1/2
en fonction de M,, 2,
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La répétition des mesures d’absorbance en fonction de la concentration de 1’additif
Dextran pour une masse donnée montre que le systéme le plus concentré donne le plus haut
niveau d’absorbance. Ce niveau décroit linéairement & mesure que la concentration de
Dextran diminue. Le gel de PAAm pur donne le plus bas niveau d’absorbance ce qui est
normal étant donnée sa clarté optique. La figure 4.2 montre cette croissance linéaire
d’absorbance qui peut €tre interprétée en faisant remarquer qu’au premier ordre 1’intensité
diffusée est proportionnelle a la concentration de polymere en solution diluée et c’est

probablement ce phénomene qui donne lieu au comportement décrit sur cette figure.
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Figure 4.2 : Absorbance a 300 nm en fonction du temps pour les gels de PAAm en présence
du Dextran de masse 500 KDa 4 différentes concentrations en plus de Duracryl™ et du gel de
PAAm pure. (a) Absorbance en fonction du temps en présence de Dextran500 a
concentrations différentes: 1. Swt%; 2. 2wt%; 3. DuracrleM; 4. 0,5wt%; 5. PAAm pure. (b)

Variation linéaire de I’absorbance en fonction de la concentration de Dextran.
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Il est intéressant de noter que tous ces résultats peuvent étre rassemblés et représentés
a I’aide d’un seul paramétre qui regroupe les effets de la masse molaire et de la concentration

de Dextran. Une telle représentation est montrée par la courbe universelle de la figure 4.3.
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0.0 0.5 1.0 15

C/C*

Figure 4.3 : Variation de 1I’absorbance pour les différents gels étudiés en fonction de C/C*, ou

C* est la concentration de recouvrement selon De Gennes.

Tous les résultats de mesure de 1’absorbance par UV-Vis sont regroupés sur cette

figure pour mettre en évidence la nouvelle loi d’échelle et le comportement universel observé.
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Dans cette analyse, nous avons considéré que le rayon hydrodynamique du Dextran
(R peut étre calculé en utilisant la loi empirique [274], Ry(A°)=0.27Mw"*’. Ainsi les
résultats des effets de la masse et de la concentration de Dextran ont été combinés pour tracer
une courbe universelle en fonction de c/c*, ou c* est la concentration de recouvrement définie
par ¢*=M,,/ [47:Rg3/3] selon De Gennes [275].

La déviation légere par rapport a un ajustement linéaire est probablement due a
I’exposant critique dans la loi d’échelle de (R,) qui a été prise un peu inférieure a 1/2 puisque

(c/c*) doit étre proportionnel a (cM,,"?

). De plus, nous avons identifi¢ le rayon de giration R,
au rayon hydrodynamique en utilisant la loi empirique citée. Ce comportement en loi
d’échelle n’a pas été¢ mis en évidence auparavant et son explication nécessite plus d’efforts a
la fois sur le plan expérimental pour valider les résultats et sur le plan de la modélisation ou

simulation sur ordinateur du phénomeéne en question.

4.2. Profilsdelatempératureet effet Trommsdorf : cinétique de polymérisation

La polymérisation radicalaire utilisée dans la synthése des gels est exothermique [276]
et par conséquent la cinétique de polymérisation peut €tre controlée en suivant la variation de
la température en fonction du temps. La corrélation entre la température de polymérisation et
le taux de conversion de monomeére est un probléme complexe qui nécessite I'utilisation d’un
mode¢le cinétique approprié. En plus de la dépendance des parameétres cinétiques de la
température qui est généralement de type Arrhenius, il faut résoudre I’équation de la chaleur
en régime transitoire pour caractériser complétement une telle corrélation. Ce probléme n’a
pas fait I’objet d’une étude particuliere dans cette thése mais il est envisagé dans le cadre
d’une extension future. Les profils de température obtenus expérimentalement sur les
différents gels étudiés sont regroupés dans la figure 4.4.

Nous montrons ces profils sur toute la période de polymérisation dans la partie gauche
de cette figure (a) a c6té de leur amplification au début du processus de polymérisation dans
la partie droite (b) de cette figure. Cette représentation permet de mettre en évidence les
nuances des différents gels quant a D’effet Trommsdorf et déceler la différence dans les

moments de I’augmentation rapide de la température.
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Fig 4.4: (a) Profil de température en fonction du temps de polymérisation pour les

systemes étudiés. (b) Amplification des courbes au début des cinétiques. Carrés:

PAAm pure; Triangles: PAAm/Dextran500 ; Cercles blancs: PAAm/Dextran2000;

. ™
Cercles noirs: Duracryl ™.

Apres avoir atteint le maximum a des temps suffisamment distincts pour étre observés,
les courbes de température décroissent. Pour les gels de PAAm pure et celui contenant le
Dextran2000, D’effet Trommsdorf a lieu moins de 4mn aprés le démarrage de Ila
polymérisation. Pour le gel de Duracryl™, le saut brusque de la température est quelque peu
retardé puisqu’il n’a lieu que 10mn apres le lancement du processus de polymérisation. Le gel
contenant le mélange de PAAm/Dextran500 montre la méme cinétique que Duracryl™. Les
effets retard dus a la présence du polysaccharide peuvent étre analysés en argumentant que cet
additif fait écran aux sites réactifs et provoque I’inhibition partielle de la chaine de
polymérisation et réticulation. Cette inhibition est vite compensée par I’augmentation brusque
de la température discutée précédemment. Il y a un autre processus qui provoque

I’accélération de la polymérisation due a la présence du polysaccharide. Cet additif provoque
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a un certain moment une séparation de phase avec le PAAm par interaction provenant de
I’incompatibilité thermodynamique décrite par le paramétre d’interaction y de Flory. Une
telle séparation de phase favorise la rencontre des sites réactifs du PAAm et des radicaux de
I’initiateur. Ces arguments justifient le résultat expérimental selon lequel la cinétique de
polymérisation est plus rapide dans le cas des gels de PAAm synthétisés en présence du
polysaccharide en comparaison avec celui du Duracryl™. I est clair que d’autres efforts sont
nécessaires pour valider cette observation et les arguments invoqués pour analyser la

cinétique de polymérisation des gels de PAAm modifiés d’une fagon plus compléte.

4.3. Cinétique de gonflement

4.3.1. Gonflement dans |’ eau dé-ionisee

Le taux de gonflement des gels synthétisés ainsi que la quantité d’eau absorbée ont été
mesurés dans I’eau dé-ionisée a un pH = 5,86 et analysés en fonction du temps. Le taux ou
degré de gonflement est défini par le rapport de la masse d’eau absorbée sur celle du gel sec et

les résultats sont représentés sur la figure 4.5.
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Figure 4.5: Degré de gonflement en fonction du temps dans a) 1’eau dé-ionisée b) la solution
tampon (Tank Buffer) utilisée dans les expériences d’électrophoreése de type SDS-PAGE.
Carrés: PAAm pure; Triangles: PAAm/Dextran500 ; Cercles blancs: PAAm/Dextran2000;

Cercles noirs: Duracryl™.

L’une des raisons pour lesquelles il est important de comprendre la cinétique de
gonflement est que lors des expériences d’électrophorese, les gels subissent des cycles de
gonflement (lavages) et de coloration.

Le gel de PAAm pure montre le gonflement le plus élevé. Les autres gels en présence
de Dextran ont un gonflement dans 1’eau dé-ionisée proche de celui du Duracryl™ indiquant
que du point de vue élasticité, ces gels sont caractérisés par des réponses mécaniques
similaires. Il est connu que la quantité de solvant admise dans le gel dépend da la qualité¢ de
solvatation et donc du paramétre d’interaction polymere — solvant. En ajoutant le
polysaccharide au réseau de PAAm ne peut que renforcer sa résistance mécanique et a mesure
que la masse molaire de 1’additif augmente, la résistance du gel augmente et probablement

aussi sa rigidité. Ces effets pourraient étre mieux quantifiés par la mesure du parametre

70



Chapitre 4 : Discussion €t interprétation des résultats

d’interaction pour la partie solvatation et le module élastique pour la partie tenue mécanique
et rigidité. De telles mesures n’ont pas €té¢ envisagées dans ce travail mais peuvent faire
I’objet d’une étude ultérieure. Le gel qui contient le Dextran2000 gonfle moins que les autres.
Il est de ce fait plus favorable en électrophorése puisqu’il présente une bonne stabilité
mécanique et ne provoque pas de grossissement ou de déformation du réseau. Il permet une
bonne migration des protéines en SDS-PAGE. La ligne continue représente un ajustement

théorique que nous discuterons sous peu.

4.3.2. Gonflement dans la solution tampon

La solution tampon a pH = 8,54 représente le milieu d’¢lution des protéines en SDS-
PAGE. Les résultats de gonflement dans cette solution sont donnés dans la partie inférieure de
la figure précédente. Comme dans le cas de I’eau dé-ionisée, le gel de PAAm / Dextran2000
gonfle moins que les autres. D’une facon générale, les gels gonflent plus dans la solution
tampon que dans 1’eau dé-ionisée.

Le gonflement dans la solution tampon est donc assez différent de celui dans I’eau dé-
ionisée. Dans la solution tampon, le gonflement est le résultat d’une compétition entre les
forces ¢élastiques du réseau qui s’opposent a son extension et la pression osmotique des petits
ions trés mobiles. Les courbes de la figure 4.5b montrent que le Duracryl™ et le systéme
contenant le Dextran2000 subissent a peu pres le méme gonflement. D’une maniere générale,
le gonflement diminue lorsque la masse de 1’additif polysaccharide augmente et dans tous les
cas, comme on 1’a déja signalé ci-dessus, le gonflement dans la solution tampon est nettement
supérieur a celui observé dans 1’eau dé-ionisée. De plus, d’autres parameétres peuvent
influencer le gonflement dans la solution tampon alors qu’ils ne présentent aucun effet dans
I’eau dé-ionisée. Il s’agit du pH, du degré d’ionisation et de la force ionique. Ces effets de
type polyélectrolyte ont un effet déterminant sur le gonflement du gel dans la solution
tampon.

Les courbes en traits continus représentent un ajustement des mesures expérimentales
selon I’expression y=a/[ 1-exp-(t/t)] ou y (%) représente le taux de gonflement au temps t alors
que a est sa limite de saturation atteinte en un temps infiniment long par rapport au temps
caractéristique 1. Il est remarquable de noter que ce dernier paramétre est le seul parameétre
d’ajustement dans cette comparaison. Les valeurs de o sont données dans la figure 4.6a pour
les 2 solvants alors que la vitesse initiale de gonflement représentée par le rapport o/t est

donnée dans la partie b de cette figure. Ces résultats montrent sans ambigiiité les capacités de
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gonflement des différents gels étudiés dans 1’eau dé-ionisée et dans la solution tampon. Le
gonflement décroit de droite a gauche montrant que le gel de PAAm posséde la plus grande

capacité suivi par le PAAm/Dextran500 alors que Duracryl™ montre une plus faible capacité

de gonflement.
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Figure 4.6 : a) Valeurs du taux de gonflement a(%) utilisées dans 1’ajustement des courbes

théoriques des différents gels étudiés, b) Valeurs correspondantes du rapport o/t (%mn™).
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4.4. SDS-PAGE

Des efforts importants sont faits dans le domaine de la recherche pour améliorer la
précision dans la détection des espéces moléculaires et diminuer les signaux parasites. Ainsi,
ce travail s’inscrit dans ce contexte en SDS-PAGE utilisant de nouveaux gels de PAAm
modifié et dont les performances sont améliorées par rapport au gel commercial Duracryl™.
Les tests présentés ici utilisent des marqueurs qui consistent en des protéines standards de
masse bien définie dans la gamme des petites (LMW) et des grandes masses (HMW).

La charge des protéines dépend du pH. Dans une expérience d’électrophorése (SDS-
PAGE), la méthode de Fergusson permet de mesurer la migration des protéines selon leur
mobilité en considérant le facteur de retardation Ry donné par le rapport de la distance de
migration d’une fraction de protéine et la distance parcourue par I’éluant ou front de
migration. L’intensité des bandes protéiques a ¢été calculée en fonction des distances
parcourues a 1’aide d’un logiciel qui génére un tableau de valeurs représentant la densité
optique du gel en fonction de la distance de migration de la protéine et permet d’attribuer a
chaque protéine une densité optique et un pic caractéristique de la séparation. Cette méthode
permet de tracer les courbes de Fergusson sous la forme classique de logM,, en fonction de R.
(figure 4.7). La mobilité des protéines en électrophorése est reliée a la structure du réseau
polymére qui a essentiellement un rdle de tamis pour des tailles de pores comparables aux
dimensions des protéines sachant que les protéines de bas poids moléculaire sont plus
mobiles. Cette étude préliminaire montre que les protéines de petites masses (comprises entre
10 et 100 kDa), le meilleur compromis en termes de résolution (c’est-a-dire une grande pente
dans la représentation de Fergusson et faible largeur de bande dans le spectre) est atteint pour
le systtme PAAm / Dextran500 en présence d’une faible quantité d’antioxydant (0,05%).
Dans la gamme des protéines de grandes masses (50 a 2000 kDa), ce compromis est obtenu
pour le systtme PAAm / Dextran2000 en présence d’une quantité d’antioxydant légerement
plus élevée (0,1%). Par conséquent, les courbes de Fergusson correspondant aux systémes
PAAm / Dextran500 et PAAm / Dextran2000 semblent indiquer que ces gels ont de

. . . . ™
meilleures performances que les autres et en particulier le gel commercial Duracryl ™.
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Figure 4.7 : Courbes de Fergusson donnant logM,, en fonction du facteur de retardation Ry

pour les différents systémes analysés en SDS-PAGE. Carrés: PAAm pure; Triangles:

PAAm/Dextran500 ; Cercles blancs: PAAm/Dextran2000; Cercles noirs: DuracrleM.
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CONCLUSION GENERALE

Les gels ont fait 1’objet d’une attention particuliere pendant de nombreuses
décennies. Ils présentent des propriétés intéressantes du point de vue fondamental et
appliqué. Des progres significatifs ont été réalisés pour mieux comprendre les mécanismes
physico chimiques qui régissent leur comportement et leurs propriétés d’usage dans
différentes conditions. Cependant, les gels continuent de susciter la curiosit¢ des
chercheurs pour approfondir les connaissances acquises et explorer d’autres phénomenes
non ¢lucidés jusqu’a nos jours malgré les progres réalisés.

Cette thése s’inscrit dans cette problématique et constitue un effort tendant a la
mise au point de nouveaux gels de PAAm renforcés par des macromolécules de Dextran.
L’un des buts recherchés est de trouver un systéme optimal en masse et en concentration
de I’additif polysaccharide permettant d’obtenir des performances de séparation en mode
électrophorése améliorées par rapport au gel commercial connu sous le nom de Duracryl™
fabriqué par I’entreprise Genomics Solution Inc. Ces gels ont été synthétisés a partir de
produits chimiques parfaitement caractérisés contrairement aux produits contenus dans

Duracryl™

qui ne sont pas connus d’une fagon précise. Nous avons cherché les conditions
permettant d’améliorer la résistance des gels pour atteindre une bonne résistance
mécanique apres des utilisations nombreuses et répétitives. Nous avons également exploré
les conditions permettant de réaliser une meilleure transparence optique et des propriétés
de fluorescence plus performantes en comparaison avec les gels commerciaux.

Sachant que les gels utilisés en séparation électrophorése des macromolécules
biologiques et notamment des protéines sont généralement immergés dans des solutions
aqueuses ou des milieux liquides (solution tampon, liquide physiologique, ¢lectrolyte) les
propriétés de gonflement ont été caractérisées avec une grande précision pour une bonne
identification des masses et des charges des macromolécules a séparer ou a isoler. La
chaleur dégagée par le processus de polymérisation a été étudiée en examinant la variation

de la température en fonction du temps. La croissance brutale de température au début du

processus connue sous le nom d’effet Trommsdorf a montré que la cinétique de
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polymérisation des gels de PAAm en présence de Dextran est plus rapide par rapport au
gel commercial Duracryl™.,

La spectroscopie UV-vis a été mise a contribution dans cette comparaison et a
permis de corroborer les résultats précédents en mettant en évidence I’apparition au début
de la polymérisation d’hétérogénéités structurales et d’une séparation de phase du type sol
/ gel.

La cinétique de gonflement des gels considérés dans cette thése a été examinée
dans I’eau dé-ionisée et dans la solution tampon de SDS-PAGE. L’ajustement des données
expérimentales avec une expression mathématique simple a permis de mettre en évidence
une vitesse d’augmentation du taux de gonflement plus rapide pour les gels de PAAm avec
ou sans additif polysaccharide en comparaison avec Duracryl™. Une étude de
modélisation plus détaillée est en cours pour évaluer les effets des parametres qui
controlent a la fois la cinétique de polymérisation, la distribution de tailles des pores du gel
ainsi que les paramétres qui contrdlent le gonflement.

Afin d’analyser de maniére précise la coloration et la résolution de séparation, un
logiciel développé au laboratoire a été utilisé permettant de déterminer le niveau de
détection des bandes. Aprés découpage de chaque bande en SDS-PAGE correspondant a la
séparation du mélange protéique a une concentration donnée sous Photoshop®, ce logiciel
permet de générer un tableau de valeurs donnant la densité optique en fonction de la
distance de migration. On peut ainsi attribuer a chaque protéine une valeur de la densité
optique et un pic caractéristique.

Notons enfin que la polymérisation des gels de PAAm pure et modifiés est
généralement faite en présence d’oxygene provoquant un retard au début des réactions en
chaine di a I’annihilation des radicaux émis par le systéme initiateur. Deux types
d’antioxydants ont fait I’objet d’une étude préliminaire et qui sera poursuivie dans un

proche avenir.
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ABSTRACT

Novel gels dedicated to the electrophoresis separation of proteins were synthesized from a mixture of acryl amide (AAm) and
Dextran using a radical polymerization in the presence of the cross linker N,N-methylene-bis-acryl amide (Bis). The polymerization
was initiated by the mixture of ammonium persulfate (APS) and N,N,N',N'-tetra methylene diamine (TEMED). The properties of the
synthesized gels were studied by various techniques. UV-Vis spectroscopy was used to characterize the time dependence of absorbance
during polymerization hence indirectly describing the kinetics. The same kinetics was also studied through the increase of temperature
due to the heat produced by the exothermic polymerization process. A sudden rise of temperature was found at a certain time which
was reminiscent of the Trommsdorf effect at the sol / gel transition. Swelling of the synthesized gels in de-ionized water and in the
buffer solution was also characterized to identify the effects of the osmotic pressure due to small ions present in the buffer solution.

Application of the synthesized gels to the separation of proteins was presented using the SDS-PAGE technique and standards
dye proteins. The results were interpreted via Fergusson plots showing the logarithm of the proteins molar mass versus retardation
factor

Rf expressed as the ratio of the migration distance of a fraction of proteins and the distance covered by the eluant fluid. We
systematically compared the results of the novel gels with those obtained from the commercial gel known as Duracryl™ from
Genomics. A detailed study was performed to highlight the effects of the molar mass and concentration of the additive polysaccharide
relative to different properties considered in this thesis and to the separation performances of standards proteins using SDS PAGE.

Keywords
Gels, PAAm / Dextran, Duracryl™, SDS-PAGE, UV-Vis, Trommsdorf, Fergusson plot, kinetics, swelling, absorbance.

RESUME

De nouveaux gels destinés a la séparation des protéines par électrophorése ont été synthétisés a partir d'un mélange
d'Acrylamide (AAm) et de Dextran a l'aide d'une polymérisation radicalaire en présence de l'agent réticulant N,N'-méthyléne-bis-
acrylamide (Bis). La réaction a été initiée par le mélange d'ammonium persulfate (APS) et du N,N,N',N'-tétra-méthyléne-diamine
(TEMED). Les propriétés des gels synthétisés ont été étudiées par diverses techniques. La spectroscopie UV-Visible a permis de
caractériser la variation de 1'absorbance en fonction du temps et donc indirectement la cinétique de polymérisation. Cette cinétique a
aussi été¢ étudiée a travers le suivi de l'augmentation de la température de polymérisation en fonction du temps durant le
processus/exothermique de la polymérisation. Une augmentation instantanée de la température 4 été observée a un moment donné
décrivant le phénoméne de type Trommsdorf attribué a la transition sol / gel. Le gonflement des gels synthétisés a ¢galement fait 1'objet
d'une étude dans I'eau dés-ionisée et dans la solution tampon. La cinétique de gonflement a été analysée dans les deux cas pour mettre
en évidence l'effet de la pression osmotique due aux petits ions existant dans la solution tampon. L'application des gels synthétisés a la
séparation de protéines connues jouant le role de marqueurs a été considérée en utilisant la technique de I'électrophorése de type SDS-
PAGE. Les résultats de cette technique ont été interprétés a l'aide du tracé dit de Fergusson montrant le logarithme de la masse
moléculaire des protéines en fonction du facteur de retardatibn Rf donné par le rapport de la distance de migration d'une fraction de
protéines et la distance parcourue par 1'éluant ou front de migration. La démarche adoptée dans celte thése consistait & comparer les
performances de gels synthétisés a base de PAAm / Dextran a celles du gel commercial Duracryl ™ de Genomics. Une étude détaillée a
été effectuée mettant en relief les effets de la masse moléculaire et de la concentration de I'additif polysaccharide sur les différentes
propriétés considérées et sur les performances de séparation de protéines standards par SDS PAGE.

Mots clefs
Gels, PAAm / Dextran, Duracryl , SDS-PAGE, UV-Vis, effet Trommsdorf, Fergusson plot, cinétique, gonflement, absorbance.
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Newly designed polyacrylamide/dextran gels
for electrophoresis protein separation:
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Abstract

Mewly designed gels for electrophoresis protein separation were synthesized from acrylamide, N.N'-methylenebis
{acrylamide) amd dextram mixtures. Radical polymerization was inimiated by ammonium persulfate and NNN N -
tetramethylethylenediamine. The time dependence of absorbance during polymerization was monitored using UV-visible
spectroscopy. The exothermic polymerization process exhibited a sharp rise of temperature reminiscent of the Trommsdorff
effect. The swelling kinetics of the synthesized gels was examined in delonized water and buffer solutions. One of the challenges
was to find an alternative to commercial products, sold as mixtures with no detailed chemical contents, commonly used in
sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SD5-PAGE)] for protein separation. For this reason, a systematic
comparison was made of the properties of one of the most commonly used commercial gels, Duracryl™ from Genomics Solution
Inc., and those of the synthesized polyacrylamide/dextran gels.
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INTRODUCTION

Because proteins are essential actors in cellular processes, it i
important to develop methods for their separation, and also
for their characterization from physical, chemical and biclogical
points of view. Separation of proteins from biological systems
and identification of their functions are parts of proteomics, a
rapidly developing field at the edge of physics, chemistry and
biological sciences.'? Sodium dodecylsulfate polyacndamide gel
electrophoresis (SD5-PAGEP* has become a major tood for protein
separation and identification. This technique i continually im-
proving in terms of effidency enhancement and miniaturization.
Progress along these lines depends not only on technology devel-
opments but also on the type of gels considered and in particular
on their nature, composition and structure®—® Gels based on
polyacrylamide (PAAmM) have been the subject of much investiga-
tion for years often with modifications to meet the requirements
of specific applications.?-11 A typical example is the recent work
of Bomemann etal.’? who reported a gel with pore extension
properties obtained by crosslinking hydrolysis after gel migration.

In the present paper, we report the synthesis and character-
ization of novel home-made gels combining PAAmM (a3 flexible
polymer) and dextran {a rigid polysaccharide) to obtain geks
with better handling stability, mechanical strength and optical
clarity and enhanced efficiency in protein separation. One of
the challenges was to find altematives to the commercial prod-
uct Duracnl”™ (from Genomics Solution) which has at least two
major drawbacks. First, after polymerization Duracryl™ gels be-
come turbid and produce large background fluorescence signals.
Second, they can generate distortions in the maolecular weight
bands of electrophoresis separation experiments together with

marphological artefacts.1*- 15 Itis certainly more advantageous to
rely on gels with known chemical formulations, presenting ease
of synthesis, offering possibilities of efficiency improverments un-
der practical application conditions and having a reasonable cost.
The work presented is a contribution along these lines based on
newlydesigned PAAMY dextran gels. The properties of dextran gels
were examined recently by Imren et al. seeking highly swellable
hydrogels.'® However, in our case, the best gels must have the
opposite property in order to preserve as much as possible their
original size in various media used in proteomics for staining gels.

EXPERIMENTAL

Materials and sample preparation

The chemical structures of acrylamide (AAm), NAN-methyl-
enebisizcrylamidel (Bis) and dextran are well documented in the
literature and there is no need to reproduce them here,
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Table 1. Composition and My of low-molecular-weight (LMW} and high-molecular-weight (HMW) protein markers used
Protein M, (kDia} DOrigin Cusantity (ug)

LW Phosphorylase b o7 Rabibit musde a7
Alburmin b5 Bowine sarum 83
COrvalbumin 45 Chicken egg white 147
Carbonic anbydrase 30 Bowine erythrocyte 83
Trypsin inhibitor 0 Soybean 80
e-Lactalbumin 144 Baowine milk 116

HMW Myosin 230 Rabhbit musds 25
z-2-Macroglobulin k] Baowine plasma 100
B-Galactosidase 116 E calf 16
Transferin 76 Human 17
Glutamate dehydrogenase 53 Baowine liver 1B

The compositions of the high-molecular-weight (HMW) and
lowe-molecular-weight (LMW) protein mass markers used are
listed in Table 1. AAm and Bis were supplied by Polysciences
Europe (Eppelheim, Germany) while Duracryl™ was obtained from
Genomics Solution Inc. [Steinheim, Germany). Protein calibration
kits were purchased from GE Healthcare (Uppsala, Sweden).

Two series of gels were prepared depending on the total
miznomer concentration (g L") given by

_ Weight of AAm 4 weight of Bis

ST
Total valume

and on the content of crosslinker (wi%e) given by

_ Weight of Bis
" Weight of AAm + weight of Bis

Far the first series (separation gels), the concentrations %C and
%T were fixed at 2.6 wt% and 4.7 » 1072 g L', respectively, and
for the second series (stacking gels) we set %T = 10-2gL~".
The buffer solution for the stacking gels was made of 1209 of
Tris base and 0.80 g of SDS dissolved in 200 mL of deionized
water. The pH was adjusted to 6.8 with HCL. In the case of the
gels uzed for protein separation, the buffer solution contained
60.0g of Tris base and 133 g of SD5. The pH was adjusted to
8.8 with HI. Laemmii buffer solutions were used to dissolve
and stabilize the protein mass markers. Gels were obtained by
redox polymerization with the initiators ammonium persulfate
and NNN N -tetramethylethyienediamine at 0.5 and 0.05 wt%,
respectively. We chose to analyse gel absorbance in terms of
dextran additives using five samples with various molecular
weights (Mw) spanning the range from 6 to 2000 kDa to validate
the newly discovered power-law behaviour. In other cases, we
limited curselves to systems involving two dextran Mw (e 500
and 2000 kDa) that exhibited properiesuseful forcomparison with
the commercial product Duracryl™. Oxygen was excluded using
vacuum degassing just before polymerization. After preparation,
the gels were kept overnightat 4°C

Time -temperature profiles during polymenzation

Prior to the initiation of polymerization, sample holders were
put under nitregen circulation and connected to a thermo-
couple (model SAB30SSX, Oregon Scientific, Portland, OR) for
time -temperature profle recording during the exothermic poly-
merization process. Particular attention was paid to the sudden rise
of temperature reminiscent of the so-called Trommsdorf effect.”

Gel absorbance and UV-visible spectroscopy

A W-visible specirophotometer (lasco V530, Bouguenais, France)
was used to obtain the time evolution of absorbance during
polymerization. Data were obtained at a wavelength of 300 nm
for various concentrations and molecular weights of dextran.

Electrophoresis separation of proteins: SD5-PAGE
Electrophoresis experiments were carried out 2t 20 °C using either
an 5E 250 Mini-Vertical Unit system or a Hoefer SE 600 Ruby™
systemn fitted with an EPS 201 power supply (GE Healthcars,
Uppsala, Sweden) under Laemmli discontinuous conditions'®
to separate proteins according to their mobility. Gels used for
protein separation were poured on dedicated cassettes with
glass and ceramic plates for 1 h before addition of stacking gels.
Immediately after, a brush was applied to form groowves for protein
accommodation. Electrophoresis was operated for a peried of
2 h at 300V, B0 mA with four samples simultaneously. Gels were
immersed for 1 hin a selution of 10% ethanol, 7% acetic acid and
deionized water. Priorto electrophoresis measurements, gelswere
immersad for 10h in deionized water and a coloration solution
containing 25% ethanol, 14% acetic acid and 2 mg L~ RulBPSk
fluorescent dye. The final step consisted of washing the gels with
an aqueous solution made of 30% methanol and 10% acetic add
before scanning themwith a Typhoon 9000 variable-mode imager
[GE Healthcare, Uppsala, Sweden) at a resclution of 200 dpi.

Swelling experiments

Gels were cut into square pieces of dimensions of 5 cm = 5 cmand
dried at 60 °C for 24 h. Then they were weighed before immersion
in 100 mL of MilliQ water at 18°C. Swollen gels were weighed
every 10 min after removal of excess water on their surface using
anappropriate absorbing paper. This procedure lasted 2 hito cover
major events in the kinetics of swelling and repeated using the
buffer solution in place of deionized water. Similar procedureswere
used for Duracryl™ and the home-made PAAmM/dextran gels."%*?

RESULTS AND DISCUSSION

As pointed out earlier, a major goal of the present work was to
design novel PAAmM gels reinforced with dextran to yield efficient
systems for electrophoresis separation of proteins. These home-
made systems were formulated using chemically pure substances
and exhibited good mechanical, separation and background
fluorescence properties equivalent to those of gels made of

Paolym Int 2011; 60- 10241020
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Figure 1. (3} Time-temperaters profiles dunng polymerization for diffar-
ent systems. (k) Amplification of (2] in the early stages of kinetics. Solid ines

are guides for the eye. Fillad squares, PAAm filled triangles, PAAm/dextran
{500 ki) open drcles, PAAmdaxtran [2000 kDal: filled dirdes, Durcryl -

commercially available solutions containing unknown additives.
Staining of geks and their use in further proteomics experiments
involve immersion in baths of various compasitions. In contrast
to gels used, for example, in drug delivery, gels with a low
swelling capability in various media inchuding solutions of strong
electrolytes such as SD5 are essential for this purpose in order
to get good inter-experiment reproducibifity. For this reason,
various properties were examined wsing standard technigues.
The time —temperature prohles during exothermic polymerization
processes were examined first.

Time-temperature profiles
Gel synthesis by radical polymerization is an exothermic process
whose kinetics can be monitored via time-temperature profiles.
The profiles depicted in Fig. 1(a} show a characteristic rise
reminiscent of the so-called Trommsderdf effect. During the whole
polymerization process that lasted 2 h, the kinetic curves exhibit
the same trends with a sharp rise, reaching a maximum and
declining. In the sarly stages, one finds some distinction between
the various systems as shown in the amplification of Fig. 1{bL
As the system cools, chain mobility is inhibited by crosslinking
reactions and a sudden increase of viscosity. At this stage, chain
growth proceeds by monomer diffusion and coalescence of
agglomerates until the state of full monomer consumption i
reached. For pure PAAmM and the system containing dextran with
the highest My (i.e. 2000 kDa), a sudden heating takes place less
than 4 min following the initiztion of polymerization. In the case of
Duracryl™ . the rise in temperature is delayed and the Trommsdorff
effect occurs mearly 10 min after the start of polymerization. Data
corresponding to dextran with My of 500 kDa are closer to those
of Duracryl™. These features can be rationalized in terms of a
polymerization retardation process due to the presence of dextran
in the early stages, but this slowing down is quickly compensated
by a sharp speed-up of kinetics. This acceleration criginates from
dextran-induced phase separation and a concomitant increase
of the probability of encounters between reacting sites in the
PAAmM-rich domzins. The kinetics of gel formation for PAAmM and
PAAmM/dextran gels is faster compared to that for Duracryl™.
Clearly more effort & needed to strengthen our understanding
of the kinetics of polymerization via time -temperature profiles.

(b

Abs (a.1.)

15 30 45
2
My,

Figure 2. (a} Variation with time of absorbance obtained using UV-visibla
spectroscopy &t 300 nme 1, PAAMextran (2000 kDa): 2, PAAm/dextran
(500 kDal 3, Duracryl : 4, PAAm/dextran (100 kDak: 5. PAAm/dextran
{40 kDa): &, PAhdwdFman {5 kDay; 7, pure PAAmM. () Linear dependence

of absorbance on My for PAAM and dextran at 0.02 g1,

Time (min)

Here, only two systems with dextran additive were examined in
addition to pure PAAmM and Duracrl™. Clearly we would have
gained more insights into the effects of dextran M, by examining
maore closely the influence of other samples in the lower My range.
Theoretical work is in progress to investigate the space and time
dependence of temperature in the course of polymerization and
resolution of this problem necessitates a model for the kinetics of
polymerization. We hope todevelopanadequate model that could
lead to useful information on the kinetics giving more insight into
the effects of dextran additive. In that case, the results for other
samples in the lower range of dextran My would be highly useful.

UV-visible spectroscopy and gel absorbance

Figure 2{a) shows the time evolution of gel absorbance obtained
using Uv-visible spectroscopy. In the early stages of polymer-
ization, the absorbance shows hardly any increase, but, after a
few minutes, all samples show & more or less abrupt increase in
absorbance before levelling off. Samples with dextran of various
M were used to characierize in detail the influence of My on gel
absorbance. Curves for the sample comesponding to the highest
dextran My (2000 kDa) rise sharply while those corresponding to
My = 500 kDa and Duracryl™ show a more moderate rise and
are practically superimposed. In the presence of dextran of high
M, the system turns quickly turbid because of structural heterc-
geneities that emerge in the early stages of gel formation 2
Fig. 2{b) reveals a power-law behaviour of absorbance that in-

creases linearly with M:;,'E.The fact that absorbance is enhanced for
longer chains is not surprising but the scaling behaviour with an
exponent of 14 remains to be eluddated. A possible explanation
is that, since optical properties of gels are intimately related to
the mean size of heterogeneities which in turm are proportional
to the size of destran chains, the power law could be rationalized
directly by invoking the proportionality of dextran radius of gyra-
)

tion to M:i.. . Although several dextran samples were considered
to assess this power law, more effort is still needed to deepen our
understanding of these novel features.

Clearly, gel absorbance is also sensitive to dextran concentra-
tion, which is confirmed by the plots of Fig. 3. In Fig. 3{a), on=
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Figure 3. (3] Variation with time of the absorbance obtained using UV-
visible spectroscopy at 300 nm, with dextran of Me = 500 kD3 and various
concenirations: 1, PAAM/dextran 5wl 2, PAAM/dextran (2 witi); 3,
Duracryl™; 4, PAAm/dextran (0.5 witk); 5, pure PAAmM. (b) Linear vanation
of absorbance with dextran concentration.

observes the sharp rise due to structural heterogensities in the
early stages of gel formation, while Fig. 3(b) shows that the ab-
sorbance increases linearly with dextran concentration. Data of
Figs 2 and 3 are combined to produce the universal plot in terms
of the lumped coordinate cfc* shown in Fig. 4. Here, c* repre-
sents the owerlap concentration according to de Gennes, ™ ie
et = M“..."HIH;_."EL where A is the radius of gyration calculated
according to the empirical formula® Ry =0.27x ML fwhere Ry is
in &), The weak scattering of data with respact to the linear it may
be attributed to the scaling behawicur of Ry which is slightly less
than the expacted mean field critical exponent of T4, Note that the
normalized dextran concentration c/c® is equivalent to the prod-

uct -:M.:, within a proportionality factor. It i surprising that the
same power law remains valid below and above c/c* = 1. since,
normally, one would expect a change in scaling law when o/ c* ex-
ceeds the value of 1, a5 in the transition from dilute to semi-dilute
solutions. However, we are dealing here with PAAmM/dextran gels
exhibiting somewhat different properties from thase of ordinary
semi-dilute solutions. Although Fig. 4 is obtained from a combi-
nation of data in Figs 2 and 3, such a representation showing a
linear dependence of absorbance on the lumped coordinate ¢/ c*
has not been reported previously in the literature. These effects of
M, of polysaccharide additives were assessed on the basis of five
different systems to validate the linsar dependence of absorption

1
an Mﬁh

Swelling

Solwvent uptake of dry gels and solvent release from swollen ones
are useful guantities for assessing gel quality and performance
under practical application conditions.>>% Aktas etal®™ investi-
gated the swelling of PAAmM gels in terms of the crosslinker [Bis)
concentration and observed that fluorescence intensity decreased
with swelling ratio. The results indicated that the swelling time
constant and the cooperative diffusion coefficient decreased with
crosslinking density. Francis et al*® reported a simple method for
the preparation of super-porous PAAM gels using p-radiation.
Foaming and crosslinking processes were decoupled leading to
fast swelling kinetics.

WAPWL S0 0T

2.“ T T v L]
1.5

=

E’: 1.0

A

< 05
L‘I_I] 2 i i

0.0 0.5 1.0 h 1.5
cic*

Figure 4. Vanation of absorbance obtained from home-made gels with
cjc*, where c* is the de Gennes overlap concentration. Data adapted from
those of Fig. 2{b) expressing the linear dependence of sbsobance with
dextran concentration and square root of molecular weight.

In the present work, the kinetics was assessed from the time
dependence of swelling ratio or weight fracticn of swollen to dry
gels. Results in deionized water (Fig. 5(3)) indicate that the PAAM
gel is characterized by a much higher swelling capacity than
any other gel considered in this study. Duracryl™ and gels with
added dextran exhibit similar swelling behaviour, meaning that,
under such conditions, the gel elasticity is comparable. Solvent
uptake or expulsion depends on the polymer—solvent interaction
parameter and on the network elasticity. Adding dextran to a gel
enhances its stifness and reduces its elasticity. As Ms of dextran
increases, the swelling capacity of the gel decreases. These aspects
could be guantihed directly from measurements of the interaction
parameter and the elastic modulus. Studies along these lines
would be wery useful but they are beyond the scope of the present
work.

Swelling in buffer solution reveals some differences with
respect to that in deionized water. Competition between the
effects of stiffness opposing swelling and the high mobility of
small ions promaoting it is the reason behind this difference.
Figure 5(b) indicates a weak swelling of Duracnd™ similar to that
of the PAAmM/dextran (2000 kDa) gel. As one would expect. gel
swelling decreases with increasing Mw of added dextran and is
systematically higher compared to swelling in deionized water
because of the osmotic pressure of small jons present in the
buffer electrolytic solution. Clearly polyelectrolyte effects have a
strong impact on the swelling behaviour of ionized gels. Degree
of ionization, pH and ionic strength determine to a large extent®
the degree of swelling.

The solid lines in Figs5{a} and (b)represent fits of the
experimental data with the following expression: 3 = o1 —
expi—t /)L where } is the time-dependent degree of swelling (in
%) and & its saturation value at times t much longer than the
characteristic rise time of swelling . The latter parameter is the
only adjustable parameter in the fit. Figure 6{a) shows the results
for various gels in both deionized water and buffer solution while
Fig. 6{b) shows the rate of swelling {Le. dyp/dt (at t = O} = /1, in
% min~") under similar conditions. These figures illustrate clearly
the swelling capacity of various gels in terms of & and rate or/1.
Swelling decreases from right to left indicating that PAAmM has

Polym Int 2011; 60: 10241020
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Figure 5. Swelling kinetics in (3} delonized water and (b) buffer solution
for SD5-PAGE filled sguares, pure PAAm; filled triangles, PAAmM/daxiran
{500 kDa) open drcles, PAAmYdextran {2000 kDa): filled cirdes, Duracryd™.
The sofid lines represent fits with the exprassion ¥ = a1 — exp{—t/7],

wherey isthet entdegree of swelling (in %) and o its saturation
value at times f much longer than the charactenstic rse time of seelling .

the highest swelling capacity followed closely by PAAmM/dextran
{500 kDa), while Duracryl™ shows the lowest swelling ratio.

SD5-PAGE
SD5-PAGE is one the most useful separation techniques. Research
efforts are being pursued to improve its precision and to develop
efhcient detection methods to reduce irmegular changes in
background signals. One of the challenges is to find relevant
parameters having a significamt impact on the quality of
detection and identification of proteins and other analytes3?
The work reported in the present paper focused more en the
separation capability of the newly designed PAAM/dextran gels
compared to the commercial product Duracryl™. For this reason,
an electrophoresis study {ie. SD5-PAGE) was pedformed using
standard proteins with known molecular weights (Table 1). The
protein separation performance can be rationalized by pletting the
logarithm of molecular weight versus retardation factor B defined
as the ratio of migraticn distances of proteins and solvent.1431-33
The results are depicted in Fig.7, showing that the mobility
of proteins is lowest in Duracryl™ especially for HMW protein
markers.* All the lines are shifted to the right with respect to
Duracryl™ especially in the range of HWMW proteins. Interestinghy,
the slope of the line commesponding to My, (dextran) = 2000 kDa is
greater and tends to join with the data points of Duracryl™. Such
findings mean that performances in terms of protein separation
are best achieved for pure PAAM gel but the results remizin quite
close to those of the PAAm/dextran (500 kDa) gel This system
exhibits superior protein separation capabilities in the HMW and
LMW ranges compared to Duracryl™ 25

A more detailed SD5-PAGE analysis was undertaken comprising
a study of fluocrescence intensity, with rationalization of the results
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in terms of an adapted Ferguson plot representing protein mass
against distance of migration {or mobility} and resclution or
spectral band width obtained for each gel under investigation. A
preliminary analysis of data considering electrophoresis properties
of gels for the separation of LMW proteins {10 to 100 kDa) shows
that the best compromisz in terms of resolution {large slope for
the logarithm of My versus Ry, small band width) is achieved
for the PAAmM/dextran (500 kDa) gel in the presence of a small
amount of antioxidant (0.05%). In the case of HMW proteins (50 to
200 kDa), the best compromise is obtained for the PAAmM/dextran
(2000 kDa) gel and a slightly higher concentration of antioxidant
[0.1%). Investigations along these lines are being pursued and we
hope to report the resulis in the near future. In any case, proteins
migrate faster in the home-made PAAm gels than in Duracryl™.

CONCLUSIONS

Mew gels based on PAAM and dextran mixtures were symthesized
and characterized using various techniques. Their properties were
compared with those of Duracryl™, a commercial product. in an
effort to find a substitute with improved performance in tenms
of electrophioresis protein separation. The exothermic polymer-
ization process was examined considering the time-temperature
profiles and the sharp rise of temperature characteristic of the
Trommsdorff effect. This sudden heating took place earlier for
the home-made gels suggesting faster kinetics of polymeriza-
tion compared to Duracryl™. Likewise, UN-visible spectroscopy
showed a sharp rise of absorbance at a certain time concomi-
tant with the emergence of structural heterogeneities in early
stages of gel formation. A more detailed study dealing with the
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PAAmM/dextran gels for protein separation
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contrel of polymerization kinetics and pore size distribution of the
micdified PAAm gels is still in progress. We hope to correlate the
results with the optimization of gel resolution in tweo-dimensional
electrophoresis experiments in the near future. We are also inves-
tigating the effects of antioxidants on the polymerization process,
examining the possibility of enhancing control of pore size distri-
bution for specific applications. Polymerization of PAAm gels and
their derivatives is usually implemented in the presence of oxygen
which leads to a delay in the initial stages of chain reactions. This
delay is due to oxygen annihilation of radicals emitted by the ini-
tiator. Two antioxidants are being tested, sodium bisulfite, which
has been described in the patent literature for improving AAm
electrophoresis gels.?” and bromotetrahydrosymethylphosphate,
which is used for mzaking polymer gel dosimeters for use in X-ray
therapy. 22

Swelling kinetics was studied both in defonized water and in
buffer solutions for electrophoresis protein separation. In water,
stiffening induced by the presence of dextran inhibited gel swelling
and water uptake. For pure PAAmM, however, a large amount of
solvent was quickly absorbed. In buffer selutions, the presence of
small mobile ions induced greater swelling capacities compared
to those in deionized water. Swelling was lowest for Duracryl™ and
the PAAM gel containing dextran of highest My (2000 kDa). The
effect of M, of dextran could be dearly distinguished since swelling
of the system with dextran of Mw = 500 kDa was much higher
than in the @se of M,, = 2000 kDa. Ferguson plots demonstrated
that the new PAAM/ dextran gels had better performances interms
of electrophoresis separation of proteins.

ACKNOWLEDGEMENTS

This ressarch was performed within the framework of the
International Associated Laboratory [LIA 136, MANSURA) between
the wniversities of Tlemcen and Lille under the auspices of the

C
SCI

WAL SOOI

Ministry of Higher Education and Scientific Research (MESRS,
Algeria} and the National Centre of Scientific Research [CMAS,
France), The proteomics facility used for this study is funded by the
European Union (FEDER), the Région Mord-Pas de Calais (Francel,
the IBISA {Infrastrutures en Biclogie Sante et Agronomie) network,
the CMRS and the Université de Lille 1, Sciences et Technologies.

REFERENCES
1 Hoffman A5, in Polymer Gels: Fundamentals ond Biomedical
Applications, ed. by De Rossi D, Kajiwara K, Osada Y and Yamanchi A
Penum Press, New York, p. 289 (192911
2 Hames BD' and Rickwood D (eds), Gel Elactrophoresis of Proteins: A
Practical Approach, 2nd edition. Oxford University Press, Owford,
P 101954)
FKolin A, Proc Nat! Acod 5o USA 47:101-105 {19551,
Margolis 1and Kenrich KG, Nature 214:1334- 1336 (19670
Figuetti PG, Brost BOW and Smydes BS, J Biochern Biophys Methods
#£34T-363 (12481].
Rodbard O, Leviotow C and Chrambach A, Sep 50 7:705-723 [1972)
Galfi C and Riguetti PG, Bectropharesis 2:220- 228 (1981).
Onder P and Kara 5, Podymer 82:7411-7417 (2001).
Faguetti PG, Gagho 5, Saracchio M and Quaraoni 5, Electrophoresis
13:587-595 (1992}
10 Charlionet B, Levasssur L and Malandain 1), Electrophoresis 17:58-66
(19596
11 ChizriM, DAlesio . Consonni B and Riguetti PG, Eectrophonesis
T6:1337-1344 (1995
12 Bornemann 5, RietschelB, Baltruschat5, KarasM and MeyerB,
Efectrophoresis 31-585-592 (2010L
13 Kudela ¥, in Comcise Encydopedia of Polymer Soence and Engineering,
ed. by Kroschwitz JI. Wiley, New York, p. 45E {1990
14 PatrasG, QiaoG and Solomon DH, Electrophoresis 21:3843 - 3850
{2000}
15 Fawicett IS and Momis O, 5=p 50 1:9-26 (1996}
16 Imren D, GomuosderefiozluM and Gonner &, 1 Apol Polym 5o
115740747 (2010
17 Moad G and Solomon DH, The Chemiztry of Free Rodical Podymensation.
Pergamon Press, Ondord, pp. 7, 257 (19951
18 Lzemmii UK, Mafure 227:680-6E5 (19700,
19 PatrasG, QiaoG and Solomon DH, Eectrophoresis 22:4303-4310
{2001
20 Patras (o, Qiao G and Solomon DH, Macromoleruies 34:6396- 6401
{2007 )
21 Malkoch M, Vestberg R, Gupta N, Maspouillz L Dubois P, Mason AF,
et al, Chem Commun 3774 -2778 (2006].
Wabber RE, CretonC, GongJP and EBrownHE, Mooomolecuies
A02919-20024 120071
De Gennes PG, Scafing Concepts i Pofymer Physics. lthaca University
Prass, ithaca, NY (19749}
Grrmarova G, Yu S, StefucaV and Polakovic M, J Chromatogr A
1092:107 -113 {20051
Vervoort 5, Patlazan 5, Weytz | and Budtova T, Polymer 46:121-127
(2005}
Peppaz MA, Hilt JZ, Khademhosseini &4 and Langer B, Adv Morer
18:1345-1340 [200aL
Aktas DK, Banger GA and Pekcan O, Adv Polym Techno! 28215 -223
(2009}
Framcis 5, Mitra D, Dhanawade BR, Varshney L and 5abharwal 5, Radiot
Phys Chem 78:951-953 (2005,
Li P, Kirm MH, Ramiich 5 and Les IH, Composites B 40-275- 283 {2009}
Schrdder 5, Brandmaller A, Deng ¥, Ahmed A and Watzig H. J Pharm
Biomed Anal 50:320-327 (20090
Cauffield M, Purss HK and Solomon DH., Bectrophoresis 22:4297 -4302
{2007
Chan GYM, Kambourns PA, Loonsy MG, OQizoGh and Solomon DH,
Polymer 41:27-34 (2000),
Ferguson KA, Metobalfsm 13:21-24 {1964}
Smithies O, Arch Biochem Biophys Suppl 1:125-131 (19620
Viowy IL and Lesec J, Adv Palym 50 114:1-41 (1994).
Lerman L5 and Frisch HL, Bispolymers 21:095 997 (19821
Panattoni T, US Patent US2005059761 (2005).
38 lJirasak A, Hifts M, Shaw C and Baxter P, Phys Med Biol 51:1891- 1806
(2006

[ S T

L= -

2 B 4 B B E B H

o

SemtkEd o

Polym int 2011; 60- 1024 -1029

€ 2011 Society of Chemical Industry

wileyonlinelibrary.com/journal!/pi

6Z0L



République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

UNIVERSITE ABOU BEKR BELKAID TLEMCEN

Département de Physique

FACULTE DES SCIENCES

RESUME THESE

Pour |’ obtention du Dipléme de Doctorat

Option : Physique des polymeres

Présentée par :
Naziha CHIRANI

Theme

CONTRIBUTION A L'ETUDE DE LA

DIFFUSION

DES PROTEINES DANS LES GELS

Soutenue en 26 Décembre 2012, devant la commission d’ examen composée de :

Président :
B. TABTI

Examinateurs:

M. RAHAL

K. GUEMRA

S. M. CHABANE SARI

Co-directeur dethése:
C. ROLANDO

Directeur dethése:
M. BENMOUNA

Professeur

Professeur
Professeur
Maitre de conférences A

Directeur de recherche

Professeur

Université de Tlemcen

UDL de Sidi Bel Abbes
UDL de Sidi Bel Abbes
Université de Tlemcen

Université de Lille (France)

Université de Tlemcen



Les gels sont des réseaux de polymeéres réticulés susceptibles de gonfler lorsqu’ils
sont immergés dans un liquide remplissant les conditions de bon solvant. Le systéme
est un filtre sélectif qui permet la diffusion de molécules de soluté dans la solution
dans un sens ou dans I’autre du réseau polymeére et qui sert de filet - matrice
favorisant la séparation et empéchant le liquide de couler. Dans le cas de 1’cau et si le
réseau de polymeére est hydrophile on parle d’un hydrogel.

Les gels peuvent étre utilisés comme absorbants dans les couches jetables, comme
filtres pour la purification de l’eau ou comme systémes de séparation en
chromatographie et en ¢lectrophorése. Ils présentent un intérét particulier dans le
largage controlé des médicaments. Les hydrogels de polyacrylamide (PAAm) en
particulier trouvent une large utilisation dans les applications biologiques et
médicales, en chromatographie et en électrophorése [1-3]. Ils ont un grand intérét
dans les séparations biochimiques, en analyse et protection des protéines lorsque la
taille des pores est appropriée pour un tamisage efficace des protéines en
¢lectrophorese.

Une polymérisation radicalaire libre aqueuse entre le monomeére d’acrylamide (AAm)
et le réticulant N,N’-méthyleéne-bisacrylamide (Bis) initiée par le couple Ammonium
Persulfate (APS) / Tri- Ethyl- Méthyléne- Diamide (TEMED) est la méthodologie la
plus courante pour fabriquer un gel de polyacrylamide (PAAm). Un tel gel présente
des caractéristiques particulicrement favorables en ¢électrophorése grace a une
transparence optique, une neutralité électrique, de bonnes propriétés mécaniques et
une facilit¢ de synthése a porosité controlée. Ces caractéristiques sont
particulicrement souhaitées dans la séparation des protéines en électrophorése. Les
développements de la physico — chimie de ces gels a été favorisée par les besoins
nouveaux en protéomie. Celle-ci a réellement ouvert le champ au développement de

nouvelles technologies de pointe permettant la détection rapide d’un grand nombre de



protéines a I’aide de gels de PAAm modifiés. Pour avoir une vue globale des
protéines dans un tissu, il est nécessaire de les identifier, les quantifier, de déterminer
leurs localisations, leurs modifications, leurs interactions et fonctions. Des tentatives
de manipulations des réseaux de PAAm pour améliorer leurs propriétés ont été
proposées en suivant des voies diverses. Des exemples de modifications possibles
consistent a faire varier la concentration de monomeére ou de réticulant [4,5], la
température de polymérisation [6,7], a employer des additifs hydrophiles comme le
polyéthyléne glycol (PEG) [8,9], I’agarose [10] ou encore a remplacer le réticulant
Bis par d’autres [11-14]. La plupart de ces essais n’ont pas permis de reproduire un
systéme susceptible d’étre commercialisé. La formation de gels de PAAm dépend de
nombreux parametres comme la concentration d’AAm, le rapport (AAm / Bis) et la
présence d’additifs ou solvants autres que 1’eau [15]. Des études ont montré que les
propriétés des gels dépendent fortement du taux initial de dilution. A mesure que la
quantité¢ d’eau augmente, la structure du réseau devient plus déformée. De ce fait, il
est important de bien cerner I’influence des divers additifs sur les propriétés du
matériau sachant que les gels sont des systémes utilisés dans le largage des
médicaments et par conséquent leur degré de toxicité doit étre pris en compte.

Malgré de grands progres, une compréhension fondamentale des propriétés des gels
est encore insuffisante pour une conception rationnelle des gélifiants. Pour de telles
conceptions, il est important de savoir comment les molécules de soluté interagissent
avec le gel et comment elles se répartissent entre la phase gel et la phase liquide qui
I’entoure. Parmi les tentatives faites pour modifier le réticulant, seuls quelques unes
correspondent a une fonctionnalité potentielle supérieure a quatre. La fonctionnalité
potentielle est le nombre de chaines de polymeéres susceptibles d’étre reliées a travers
un monomere et correspond a deux fois le nombre de doubles liaisons. Les réticulants

a fonctionnalité supérieure a quatre sont caractérisés par une faible solubilité dans



I’eau et ils peuvent subir une dégradation de transfert de chaine durant la
polymérisation. La réactivité du réticulant joue un role important dans la formation
structurale du réseau.

Quoique de nombreux travaux existent dans la littérature sur les propriétés physiques
des gels de PAAm, leur mécanisme de formation reste peu connu. Les transitions de
phases et le comportement des gels sont déterminés par quatre types fondamentaux
d’interactions a [I’échelle moléculaire : interactions de Van Der Waals,
hydrophobiques, liaisons hydrogénes et interactions ioniques. Les hydrogels de
PAAm absorbent une grande quantité¢ d’eau due a la présence de groupements amides
hydrophiles. Une forte absorption d’eau cause un manque de stabilité hydrolytique et
une faible résistance mécanique ce qui limite 1’usage des hydrogels dans de
nombreuses applications. La performance mécanique du PAAm peut étre améliorée
par la formation de réseaux interpénétrés. Les gels ayant des interactions de type
métal-ligand ont montré de meilleures propriétés thermomécaniques, un T, élevé et
une haute température de dégradation [16,17]. Ces gels aqueux tridimensionnels
covalents sont insolubles dans I’eau et peuvent développer une résistance mécanique
et établir un équilibre avec le liquide a la température de I’environnement. Une
variation de concentration, de structure ou de fonctionnalité du monomeére ou du
réticulant peut modifier la structure et la porosité du gel. Le nombre de techniques
utilisées pour explorer la porosité des hydrogels est limité parce qu’on doit parfois
modifier la température ou le solvant ce qui pourrait entrainer une contraction ou un
gonflement du gel. Il faudra donc bien maitriser le phénoméne de gonflement dans
différentes conditions environnementales. Il n’y a pas une méthode unique permettant
de corréler entre la formation du réseau tridimensionnel et les propriétés d’usage.
Souvent on a recours a une multitude de techniques pour caractériser les gels

synthétisés.



De nombreux exemples existent dans la littérature relatifs aux gels formés par
copolymérisation de monomeéres mono- vinyliques et di- vinyliques et donnant des
réseaux construits selon un mode statistique. D’autres travaux ont décrit la synthése
de quelques dérivés d’acryloyl réticulés a I’aide de monomeres diamide avec une
substitution de carbone a-vinylique. Ces travaux ont introduit le concept de réactivité
différentielle du vinyle. Une modification de la structure chimique vinylique peut
conduire a une nette amélioration des propriétés du gel comme la porosité. Les gels
idéaux ont une distribution homogeéne de réticulations tandis que les gels réels
montrent des hétérogénéités spatiales dans le volume du gel qui sont d’une
importance considérable pour la caractérisation de leurs propriétés d’usage. De point
de vue pratique, les hétérogénéités spatiales sont nuisibles puisqu’elles réduisent la
clart¢ optique et la tenue mécanique du gel et par conséquent affectent les
performances dans les applications concrétes (exemples : lentilles de contact et super
absorbants). La concentration initiale de monomeére joue un réle important et affecte
la structure du réseau. Lorsque la concentration de polymeére diminue, le gel est
déformé et montre des défauts comme les boucles, les réticulations inefficaces ou des
chaines pendantes. L’augmentation de la quantité d’eau entraine un gonflement des
gels et aucun réseau ne se forme au-dela d’une quantité limite de solvant.

Le couple rédox standard APS / TEMED est capable d’oxyder les substances
contenant des groupes amines produisant ainsi des N-oxydes. S’ils restent dans le gel,
ces derniers peuvent oxyder les protéines spécialement a travers une transformation
des résidus S — H en liaisons S — S. Le gonflement des gels dépend de la structure du
réseau et est étroitement li¢ aux conditions de préparation. Ainsi, la compréhension du
mécanisme de formation du réseau est d’un grand intérét pour comprendre et
contrdler ses propriétés physiques. Dans certains cas, des ions métalliques ont été

introduits dans les gels comme greffons de polymeére. De tels réseaux sont sensibles



aux ions métalliques et trouvent un usage important dans le domaine électronique et
en technologie environnementale.

L’un des objectifs de cette thése a ét¢ de mettre au point un gel a base de PAAm
modifi¢ avec du dextran, ayant des propriétés similaires voire améliorées par rapport

au gel commercial duracryl (Genomic Solution).

NH

Acrylamide N,N’-

méthylénebisacrylamide

Dextran



(CH3)2N — (CHz)z — N(CH3)2 + (NH4)28208

2S04+ (CH3),N — (CH,), — N (CH3), + 2NH,"

1/ AAm, Bis

2/ Dextran

« PAAM —Dextran »

Schéma du processus de polymérisation

Les gels synthétisés permettent de faire une analyse protéomique précise et peu
colteuse avec la possibilité¢ de modifier simplement la constitution de base du gel de
PAAm selon le besoin de I’application ciblée. Le duracryl est constitué d’une matrice
d’AAm ¢lastique mais résistante et utile dans un grand nombre d’applications en
¢lectrophoreése. La matrice reste stable comme solution réfrigérée pouvant tenir
jusqu’a une année. L’incorporation de catalyseurs appropriés au duracryl forme une
matrice renforcée et de qualité supérieure aux gels de PAAm en termes de force
mécanique, d’¢lasticité et de propriétés de coloration des protéines. La sensibilité de
détection des protéines par une coloration argentée, la linéarité des dépdts d’argents
en fonction des charges de protéines sont équivalentes aux gels standards de PAAm.
La possibilité de modifier la taille des pores selon des prescriptions et des procédures

opératoires simples est une avancée majeure dans ce domaine. Pour atteindre ce but,



différents gels de PAAm, modifiés par ajout de dextran, ont été fabriqués et analysés
en changeant la concentration de monomere et de réticulant selon la taille des
protéines a séparer et le role du gel, selon qu’il s’agisse d’un gel de séparation ou d’un

gel de concentration.

Caractéristiques des protéines utilisées

Protéine Masse Source Quantité
Moléculaire (nQ)
Phosphorylase b 97 000 Rabbit muscle 67
Albumin 66 000 Bovine serum 83
Ovalbumin 45 000 Chicken egg white 147
Carbonic anhydrase 30 000 Bovine erythrocyte 83
LMW Trypsin inhibitor 20 100 Soybean 80
a-Lactalbumin 14 400 Bovine milk 116
Myosin 220 000 Rabbit muscle 25
a-2-Macroglobulin 170 000 Bovine plasma 100
HMW B-Galactosidase 116 000 E. coli 16
Transferin 76 000 Human 17
Glutamate 53 000 Bovine liver 18
déshydrogénase




Un mode de synthése adéquat a été mis au point ainsi que des études faisant
appel a plusieurs méthodes expérimentales ont été effectuées. Des études
d’électrophorése SDS-PAGE, UV-Visible, cinétique de polymérisation, cinétique de
gonflement ont ét¢ menées [18].

Ces gels ont été synthétisés a partir de produits chimiques parfaitement caractérisés
contrairement aux produits contenus dans Duracryl™ qui ne sont pas connus d’une
facon précise. Nous avons cherché les conditions permettant d’améliorer la résistance
des gels pour atteindre une bonne résistance mécanique aprés des utilisations
nombreuses et répétitives. Nous avons €¢galement exploré les conditions permettant de
réaliser une meilleure transparence optique et des propriétés de fluorescence plus
performantes en comparaison avec les gels commerciaux.

Sachant que les gels utilisés en séparation ¢lectrophorése des macromolécules
biologiques et notamment des protéines sont généralement immergés dans des
solutions aqueuses ou des milieux liquides (solution tampon, liquide physiologique,
¢lectrolyte) les propriétés de gonflement ont été caractérisées avec une grande
précision pour une bonne identification des masses et des charges des macromolécules
a séparer ou a isoler. La chaleur dégagée par le processus de polymérisation a été
¢tudiée en examinant la variation de la température en fonction du temps. La
croissance brutale de température au début du processus connue sous le nom d’effet
Trommsdorf a montré que la cinétique de polymérisation des gels de PAAm en

présence de Dextran est plus rapide par rapport au gel commercial Duracryl™.

(@) Profil de température en fonction du temps de polymérisation pour les

systemes étudiés. (b) Amplification des courbes au début des cinétiques. Carrés:



PAAM pure; Triangles: PAAmM/Dextran500 ; Cercles blancs:
PAAmM/Dextran2000; Cerclesnoirs: Duracryl™:
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La spectroscopie UV-vis a été mise a contribution dans cette comparaison et a permis
de corroborer les résultats précédents en mettant en évidence 1’apparition au début de
la polymérisation d’hétérogénéités structurales et d’une séparation de phase du type

sol / gel.

Absorbance & 300 nm en fonction du temps pour les différents gels synthétisés:
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La cinétique de gonflement des gE8§'88d§idérés dans cette thése a été examinée

dans 1’eau dé-ionisée et dans la solution tampon de SDS-PAGE. L’ajustement des



données expérimentales avec une expression mathématique simple a permis de mettre
en évidence une vitesse d’augmentation du taux de gonflement plus rapide pour les
gels de PAAm avec ou sans additif polysaccharide en comparaison avec Duracryl™.
Une ¢étude de modélisation plus détaillée est en cours pour évaluer les effets des
paramétres qui controlent a la fois la cinétique de polymérisation, la distribution de

tailles des pores du gel ainsi que les paramétres qui controlent le gonflement.

Degré de gonflement en fonction du temps dans a) I’eau dé-ionisée b) la solution
tampon (Tank Buffer) utilisée dans les expériences d’électrophoréese de type
SDS-PAGE. Carrés. PAAmM pure, Triangless PAAmM/Dextran500; Cercles

blancs: PAAm/Dextran2000; Cerclesnoirs: Duracryl™ :
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Afin d’analyser de manicre précise la coloration et la résolution de séparation, un
logiciel développé au laboratoire a été utilisé permettant de déterminer le niveau de

détection des bandes. Aprés découpage de chaque bande en SDS-PAGE



correspondant a la séparation du mélange protéique a une concentration donnée sous
Photoshop®, ce logiciel permet de générer un tableau de valeurs donnant la densité
optique en fonction de la distance de migration. On peut ainsi attribuer a chaque

protéine une valeur de la densité optique et un pic caractéristique.

Courbes de Fergusson donnant logM, en fonction du facteur de retardation Rs
pour les différents systemes analysés en SDS-PAGE. Carrés. PAAmM pure;
Triangles. PAAmM/Dextran500; Cercles blancs:. PAAmM/Dextran2000; Cercles

noirs: Durac
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Notons enfin que la polymérisation des gels de PAAm pure et modifiés est
généralement faite en présence d’oxygene provoquant un retard au début des réactions
en chaine di a I’annihilation des radicaux €mis par le systéme initiateur. Deux types
d’antioxydants ont fait I’objet d’une étude préliminaire et qui sera poursuivie dans un

proche avenir.

En plus de I'introduction générale, cette these est organisée en 4 chapitres et

une conclusion générale. Le chapitre 1 permet d’avoir une idée sur I’¢tat de 1’art du



probléme. Il passe en revue certains travaux qui ont marqué des tournants majeurs
dans la compréhension du comportement des gels dans différentes conditions. Sans
étre complet, il montre les contributions majeures et les tendances actuelles dans la
recherche sur ce sujet. Le chapitre 2 décrit la partie expérimentale concernant les
produits utilisés et leur provenance, les méthodes de préparation des échantillons en
vue des différentes analyses. I décrit également les techniques expérimentales
choisies dans cette investigation en montrant les appareillages utilisés. Le chapitre 3
fait le bilan des résultats obtenus par les différentes techniques utilisées alors que le
chapitre 4 les discute et les analyse a la lumiére des connaissances existantes et en
essayant de justifier et d’interpréter les phénomeénes observés et les données
expérimentales. La thése est cloturée par une conclusion générale qui résume les

principaux résultats obtenus et les perspectives de poursuite de ce travail.
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