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Introduction: caracteres qualitatifs/quantitatifs

Caractere qualitatif:
caractére qui ne peut se mesurer.

Lavender Violet Purple Crimson Cerise DkRed True Red Rose Blush Pink

Vermillion Salmon Peach Orange Gold Apricot/Buff Yellow Cream White
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Green Brown Orange Red DarkRed Gold Yellow Violet/Black Pink

Caractéere quantitatif:
caractere a variation continue
qui peut se mesurer.
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Introduction: caracteres qualitatifs/quantitatifs

La plupart des caract res doéi mportance ®conomi

environnement
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Comparer des états difféerents bien décrits aide & comprendre les
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Introduction: limite des études post-génomigques

renseignement sur leur fonction.

Les études post-génomiques (transcriptomique, protéomique, -

nes.,doun
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Introduction: intérét des etudes post-génomiques

LOADN nooffre qudune vue statique du pot e
|| ne permet pas de d®crire | es processu:
Tous les genes ne sont pas exprimés (transcrits puis traduits) en méme temps par un
organisme. Chaque individu, organe, tissu réagit différemment.

Etudier les niveaux de transcrits (ARN) et de protéines en réponse a un phénomeéne
donne acces a la partie exprimée du génome nécessaire aux meétabolismes de

| 6organi sme i mpligu®s dans ce ph®nom ne.
Ainsi les genes-clé associés au phénomeéne considéré peuvent étre identifiés.

Les étudespost-g ®nomi gques offrent en outre | b6ava
simultanément plusieurs dizaines de milliers (transcriptomique) ou plusieurs centaines
voire milliers (protéomique) de produits de génes.

Skin

Peripheral 'chicken wire”

/ vesculor bundles
Flesh

Ex: expression de gene
(ARN) au sein des différents
ti ssus doéune baie

Berry stem (pedicel)

Vascular
Bundles




Observer |l es niveaux de transcr i ttranscnplianmeffepoupost- en r |
traductionnelles.

Chez les eucaryotes, 1 gene = 6-8 protéines (1 épissage alternatif + modifications post-traductionnelles)

De plus en plus do6®tudes i ndiqguent que | es niveaux
|l es niveaux dobébexpression de transcrits

- 1ARNmi 1 prot ®ine

Beaucoup de caractéristiques des protéines (quantité, activité, localisation, interaction) ne peuvent pas étre
déduites de la séquence des génes ou bien des niveaux de leur transcrits.
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Introduction: quels sont les avantages a travailler avec les protéines ?

Les protéines participent a tous les métabolismes biologiques et composent la plupart des structures.
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Les protéines étant responsables des processus biochimiques, les étudier permet de mieux appréhender le
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Introduction: quels sont les défis a relever ?

Protéines: diversité infinie et ordre de grandeur considérable.

Ex: chez la levure (génome séquenceé en 1996), il y a 6000 génes qui potentiellement codent pour des millions
de protéines différentes. Cependant, seules quelques milliers de protéines sont traduites a un instant donné.

En outr e, | 6abondance maxi male doébun transcrit S O®t ¢
prot ® nes so®tale de |l a dizaine © des millions.
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Introduction: quels sont les défis a relever ? S

3' ,,,,,,,,,,,
: e e : ADN _ ;

Orgine de cette diversité: 20 acides aminés l ﬂmﬂpﬁon

(4 bases azotées chez acides nucléiques) +

r®®gul ation de | 6expression des g ne
s ARN exon intron . | 'g
Les outils de protéomique sont de débit pre — _— =~
moyen (100-1000) contrairement a ceux de _ § é
transcriptomique (100000). epissage > & €
v e
- Q
Les protéines ne peuvent pas étre -
ampl i fi ®es ¢comme I6ADI\1ARWT-'>CR)— i
= J >

considérable amplitude de leur niveaux, une

technique unique ne suffit pas a observer B N
toutes les protéines présentes a un instant proteine DT

donné dans un tissu.

En raison de leur extréme diversité et de la l trad“cﬁon

phosphorylation syla autres. ..
Ex: fractionnement pour observer les

prot ® nes doun organiteﬁu gurificaﬁion doune

catégorie de protéine (phosphoprotéines) ou

étude des interactions protéines-protéines. M &
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Quelgues technigues de protéomique:

Quantitatif ? Qualitatif ? Protéines
(variations) (absence/présence) connues ?
SDS-PAGE non ouli non
gel 2-DE oul oul non
BN-PAGE non ouli non
CE ouli ouli non
Protein chip non oui oui
( ICAT ouli ouli non
ITRAQ oul oul non
MS < LC-MS non oui non
MudPIT non ouli non
. TAP non non non
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Introduction: structure des protéines

Structure quaternaire

Elongation
peptidique

Structure secondaire

feuillet b

hélice U

' + cL
H}N ;
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>P13645|K1C10_HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 10
MSVRYSSSKHYSSSRSGGGGGGGGCGGGGGVSSLRISSSKGSLGGGFSS
GGFSGGSFSRGSSGGGCFGGSSGGYGGLGGFGGGSFRGSYGSSSFGGS
YGGSFGGGSFGGGSFGGGSFGGGGFGGGGFGGGFGGGFGGDGGLLSG
NEKVTMQNLNDRLASYLDKVRALEESNYELEGKIKEWYEKHGNSHQGEPR
DYSKYYKTIDDLKNQILNLTTDNANILLQIDNARLAADDFRLKYENEVALRQSV
EADINGLRRVLDELTLTKADLEMQIESLTEELAYLKKNHEEEMKDLRNVSTG
DVNVEMNAAPGVDLTQLLNNMRSQYEQLAEQNRKDAEAWFNEKSKELTTE
IDNNIEQISSYKSEITELRRNVQALEIELQSQLALKQSLEASLAETEGRYCVQL
SQIQAQISALEEQLQQIRAETECQNTEYQQLLDIKIRLENEIQTYRSLLEGEGS
SGGGGRGGGSFGGGYGGGSSGGGSSGGGYGGGHGGSSGGGYGGGSS
GGGSSGGGYGGGSSSGGHGGGSSSGGHGGSSSGGYGGGSSGGGGGG
YGGGSSGGGSSSGGGYGGGSSSGGHKSSSSGSVGESSSKGPRY

|

i . ;
mass surface volume © PK ¢ pI ¢ solubility € density ¢
amino acid a
Alanine A 71.09 115 38.6 6.107 16.65 1.401
AT A
Arginine R 5 225 173 4 ~12 10.76 15 1.1
ARG a8 156.19
Aspartic Acid . D 115.09 150 1111 4.5 298 0.778 1.66
ASP
Asparagine N 11411 160 114.1 - 3.53 1.54
ASN
Cysteine _ C 103.15 135 108 5 91-95 5.02 wvery high -
CYS 3
Glutamic Acid E 129.12 190 1384 4.6 3.08 0.864 1.460
GLU
Glutamine 128 14 180 1438 - 2.5
GLIN
Glycine G 57.05 75 60.1 6.064 2499 1.607
GLY
Histidine H 7 195 1532 6.2 7.64 419
1 HIS H 137.14
Isoles 1 3 175 166.7 6.038 4117
soleucine ILE I 113.16
Leucine L 113.16 170 166.7 6.036 2.426 1.191
LEU -
Lysine K 28.17 200 168.6 10.4 947 wvery high -
- LYS - 1281 Ty e
Methionine M 131.19 185 1629 5.74 3381 1.340
MET
Phenylalanine E 7 210 189.9 591 2.965
PHE E 147.18
Proline P 97.12 145 112.7 6.3 162.3
PRO -
Serine s 87.08 115 89.0 5.68 5.023 1.537
SER
Threonine T 101.11 140 116.1 - wvery high -
THR .
Tryptophan W 12 255 2278 5.88 1.136
Yptop TRP 186.1
Tvrosine ¥ 163.18 230 193.6 9.7 5.63 0.0453 1.456
- IYR
Waline A% 9914 155 140.0 6.002 8.85 1.230




Introduction: acides aminés,
unités de base des protéines

Amino Acidl Structure

Twenty standard Amino Acids

mii
s

Nonpolar, aliphatic R groups

Aromatic R groups
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2-Dc

two-dimensional electrophoresis






Biochemical J. 1937 31(2): 318

XLV. ELECTROPHORESIS OF SERUM
GLOBULIN. I

By ARNE TISELIUS
From the Institute of Physical Chemistry, University of Upsala

(Received 2 December 1936)

Biochemical J. 1937 31(9): 1464

CLXXXII. ELECTROPHORESIS OF
SERUM GLOBULIN

II. ELECTROPHORETIC ANALYSIS OF
NORMAL AND IMMUNE SERA
By ARNE TISELIUS
From the Institute of Physical Chemistry, University of Upsala
(Received 1 July 1937)

Fig. 2.

ovalbumine
purifiée

Electrophoréese:

Séparation en tube

Selon un gradient de
potentiel électrique

Suivi par photographie UV

Fig. 1. Apparatus for electrophoretic
analyais,

alb. .. alb.. -
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T--- L]
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sérum sé&rpm
albumine



Historique: utilisation de polyacrylamide, invention de la SDS-PAGE en 1970

Nature, Vol, 227, No. 5259, pp. 680-68S, August 15, 1970

Cleavage of Structural Proteins during the Assembly of the
Head of Bacteriophage T4

by Using an improved method of gel electrophoresis, many hitherto
U. K. LAEMMLI unknown proteins have been found in bacteriophage T4 and some
of these have been identified with specific gene products. Four
major components of the head are cleaved during the process of
assembly, apparently after the precursor proteins have assembled
into some large intermediate structure.

MRC Laboratory of Molecular Biology,
Hills Road, Cambridge

O i Tampon de Laemmli:
Tris-HCI  62.5 mM, pH 6.8
Glycine 10 %

SDS 3%
Plo—s." - 2-ME 5 %

P18 —
P20—

1

Ebouill anter | 06®chantill on
dodecyl sulphate (SDS, cation) qui dénature les
structures tertiaire (autre:
S-S) et secondaire des protéines.

Le 2-mercaptoethanol (2-ME) rompt les ponts

disulfures, dénaturant davantage les protéines.

Les sous-unités de protéines rendues négatives

par | e SDS migrent toutes v
séparées en fonction de leur taille (déplacement
déautant plus rapide que | a
La polyacrylamide (10%) permet une excellente 21
résolution des bandes.

P23—
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Historique: 2-DE, une technique inventéee en 1975

Tue JourNaL oF Bionogican CHEMISTRY
Vol. 250, No. 10, Issue of May 25, pp. 4007-4021, 1975
Printed in U.S.4.

High Resolution Two-Dimensional Electrophoresis
of Proteins*

(Received for publication, September 5, 1974)

Patrick H. O’FarreLL}

From the Departmeni of Molecular, Cellular and Developmental Biology, University of Colorade, Boulder,
Colorado 80302
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Historique: IPG strip, amélioration de la reproductibilité, 1982

Elsevier Biomedical Press

Isoelectric focusing in immobilized pH gradients:
Principle, methodology and some applications *

Bengt Bjellgvist ', Kristina Ek !, Pier Giorgio Righetti ?, Elisabetta
Gianazza %, Angelika Gorg . Reiner Westermeier * and Wilhelm Postel *

* LKB Produkter AB, Box 305, S-161 26 Bromma, Sweden, © Department of Biochemistry, University of
Milan, Via Celoria 2, Milan 20133, Italy, and ' Technical University of Munich, D-8050
Freising-Weihenstephan, F.R.G.

Journal of Biochemical and Biophysical Merhods, 6 (1982) 317-339 317

CH,=CH—C—N—~-R
[
O H

l mmobilines: d®riv®s
positions fixes le long du strip.
R = contient un groupe carboxyl ou bien une amine tertiaire
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N i

de po

20

pH - pk

Zone linéaire du gradient
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[] 1: Electrophoresis. 1997 Oct;18(11):2071-7.

Difference gel electrophoresis: a single gel metheod for detecting changes in protein extracts.

Unlii M, Morgan ME, Minden J1S.

Department of Chemistry, Center for Light Microscope Imaging and Biotechnology, Carnegie Mellon University, Pittsburgh, PA,
USA.

We describe a modification of two-dimensional (2-D) polyacrylamide gel electrophoresis that requires only a
single gel to reproducibly detect differences between two protein samples. This was accomplished by
fluorescently tagging the two samples with two different dyes, running them on the same 2-D gel, post-run
fluorescence imaging of the gel into two images, and superimposing the images. The amine reactive dyes were
designed to insure that proteins common to both samples have the same relative mobility regardless of the dye
used to tag them. Thus, this technique, called difference gel electrophoresis (DIGE), circumvents the need to
compare several 2-D gels. DIGE is reproducible, sensitive, and can detect an exogenous difference between two
Drosophila embryo extracts at nanogram levels. Moreover, an inducible protein from E. coli was detected after
15 min of induction and identified using DIGE preparatively.

PMID: 9420172 [PubMed - indexed for MEDLINE]

Minimal:

Quantit® non | im

50 ug de protéines 3
3 marqueurs Y o

Marquage des lysines
2% du spot marqué

Reduction step

S TCEP,1h37°C
Saturation: - oo e
Quantit® | i mit®e
5 ug de protéines Coupling step
2 marqueurs @
Marquage des cystéines - — .
100% du spot marqué A T i"’“—;ﬁl

Maleimide reactive group



Proteome: entire complement of proteins expressed by a genome, cell, tissue or organism (Wilkins, 1994;
Wasinger et al., 1995). All the expressed proteins at a given time point under defined conditions.
Proteomics: large-scale study of proteins, particularly their struture and functions.

A service of the National Library of Medicine

P u b ed and the National Institutes of Health

www.pubmed.gowv
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[] 1: Electrophoresis. 1995 Jul;16(7):1090-4.

Progress with gene-product mapping of the Mollicutes: Mycoplasma genitalium.

Wasinger ¥C, Cordwell 51, Cerpa-Poljak A, ¥an 1X, Gooley AA, Wilkins MR, Duncan MW, Harris R, Williams
KL, Humphery-5Smith I.

Departrment of Micrabiology, University of Sydney, Australia,

A protein map of the smallest known self-replicating organism, Mycoplasma genitalium (Class: Mollicutes), revealed
a high proportion of acidic proteins, &mino acid composition was used to putatively identify, or provide unigue
parameters, for 30 gene products separated by two-dimensional gel electrophoresis, A further 19 proteins were
subjected to peptide-mass fingerprinting using matrix-assisted laser desorption ionisation-time of flight (MaLDI-
TOF) mass spectrometry and 4 were subjected to N-terminal Edman degradation. The majority of M, genitalium
proteins remain uncharacterised. However, the combined approach of amino acid analysis and peptide-mass
fingerprinting allowed gene products to be linked to homologous genes in a variety of organisms. This has allowed
proteins to be identified prior to detection of their respective genes via the M. genitalium sequencing initiative, The
principle of "hierarchical' analysis for the mass screening of proteins and the analysis of microbial genomes via their
protein complement or ‘proteome’ is detailed, Here, characterisation of gene products depends upon the gquickest
and most economical technologies being employed initially, so as to determine if 2 large number of proteins are
already present in both homologous and heterologous species databases, Initial screening, which lends itself to
automation and robotics, can then be followed by more time and cost intensive procedures, when necessary. 25

PMID: 7495152 [PubMed - indexed far MEDLINE]




Historique: protéomique et 2-DE

nb nombre de publications concernant la 2-DE
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Matériel végétal

2¢me dimension
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Varlatlon des proflls en fonctlons des especes/tlssus
m° me_iprotoc.ol.e:dodoextractian
feuiles de dlfferentes especes






Extraction des protéines: principe

Resolubilisation
des protéines

broyage dans

'azote
CONSErve
a-50°C
Solution de Solution Evaporation
précipitation de ringage (Speedvax)
des protéines g
14000 trimin 300 tr/min
10 min 20 min
| SUr ant SUI ant
culot culot
2h & -20°C 2h & -20°C

renouveler st
nécessaire



Objectif:

Isoler le maximum de protéines en limitant les contaminations par les éléments non protéiques.

Comme | 6on veut isoler | 6ensemble des prot® nes et
conditions dbébextraction afin de satisfaire au plus
|| ndest pas question de purification de prot ®i nes.
|| ndbest pas possible doéo°tre exhaustif.

Loenjeu est donc doextraire | a major i -DB®(cedgai supgnsedd ®i n
connaitre les limites de la technique analytique en aval).

Procédure:

. pulvérisation des cellules
. précipitation des protéines
. solubilisation des protéines
. protection contre les activités protease/oxydase
. élimination des éléments non protéiques
- acides nucléiques
- lipides
- sels, molécules ioniques/chargées
- matérial insoluble (paroi cellulaire)

To o o Io I
g N W NP

31



Extraction des protéines:
pulvérisation des cellules pour acceder aux protéines

La méthode employée va dépendre du tissu étudié:

pr ®s ence dbébune paroi cellul aire/ envel oppe (bact ®r i e, arftmaaxn +
tissus durs tissus mous

_ 4 _ N
champignon animal

rough

ribosome  endoplasmic
reticulum

plasma
membrane

mitochondrion

E:
R e g i
Rl e e 2 E cytoplasm

\-"Rﬁ\;‘&g_ﬁ-iﬁ"ﬁ$ R STn microtubules

(part of cytoskeleton) 3

- Macuole : cytoplasm less ey .
53 o |dense in older parts | ‘s? ij_;- «%-)
E=N R
3

I\‘,,\\ Growing tip
\._ P Muclei: this hupha is
% 5 coenocytic (aseptate)

E

Capsule
lysosome

Cell Wall 56

nucleus

smooth
endoplasmic
reticulum

e Q\\\\ . nucleolus

p . chromatin
"\ nuclear pore
P nuclear envelope

Golgi complex

. Rough free ribosome
Figure 1 endoplazsrnic

reticulurn

centriole”

Lyse osmotique (sels) ou cycle de congélation/dégel pour protéines cytoplasmiques

Lyse chimique via des détergents (SDS) ou des agents chaotropes (urée) pour culture cellulaire
Homog®n®i sati on en pr®sence doéun tampon > tissus mous
Pulvérisation mécanique par pression (French press)
Sonication pour cellules avec parois

Lyse enzymatique (enzymes de dégradation des parois) _
Pulvérisation mécanique par broyage (billes, sable ou azote liquide) pour tissus solides (lissus g;rs




Quatre principes pour précipiter les protéines:

1- avec des sels (substance formée d'un acide et d'une base)
Si une faible concentration en sels favorise la solubilisation des protéines, une concentration trop élevée les précipite.
Efficacité variable des anions constituants les sels:
citrate > phosphate > sulphate > acetate
chloride > nitrate > thiocyanate
Sel couramment employé: ammonium acétate ou ammonium sulfate

2- variation de pH
A bas pH, une protéine présente une charge nette positive (gain de proton des groupe amines), a haut pH sa charge nette devient

n®gative (perte de proton des groupes carboxyl); “ sonsgbin
plus avec son milieu, elle précipite.
Lébacide trichloroac®tique (TCA), tr s efficace, est .souvent

3- avec des solvants

Lédajout dobébun solvant r®duit | a constante di ®l ectri gque sduantsmi
pr®sentent une affinit® pour | es parties hydrophobes desn pr
outre, cela ne précipitent pas toutes les protéines.

Solvants communément utilisés: acétone, éthanol, méthanol, chloroforme/phénol.

4-®1 i mi nati on de | deau

Certaines mol ®cules (dextran, PEG) I imitent | a quantit® doe
sbagglom rent et pr®cipitent.

NB: une combinaison est possible et accentue le phénoméne. Ex. TCA/acétone

AUne fois pr®cipit®s dans | e culot, | e surnage:
composeés qui restent en solution dans le surnageant. Toutefois, cette étape conduit a des pertes de protéines
(celles qui ne précipitent pas).



La plupart des protéines doivent étre dénaturées pour étre resolubilisées.
Ce que doit contenir un tampon de resolubilisation de protéines:

1- agents chaotropes

lls rompent les liaisons hydrogénes et les interactions hydrophobes a la fois entre et au sein des protéines. A forte concentration,
ils détruisent la structure secondaire des protéines, les rendant a nouveau solubles.

Composés les plus utilisés (concentration a saturation): urée 7M en combinaison avec thiourée 2M (éviter t>35°C). Neutre donc
compatible avec IEF.

2- détergents

lls rompent également les interactions hydrophobes a la fois entre et au sein des protéines. lls améliorent la solubilisation des
protéines peu solubles. lls sont multiples, anioniques, cationiques, neutres ou zwitterioniques (amphotéres).

Composés les plus utilisés (1-4%): triton X-100, CHAPS, ASB-14, SB3-10. SDS (cation) doit étre éliminer avant IEF.

3- agents réducteurs

lIs clivent les ponts disulfures au sein des protéines et entre les sous-unités (structures tertiaire et secondaire perdues). Deux
grands types: composés sulfhydryls (DTT, DTE, 2-ME) et phosphines (TBP, TCEP). La réduction des liaisons S-S peut étre
stabilisée par alkylation (iodoacétamide), limitant ainsi les agrégations et favorisant la solubilisation.

4- tampons, sels et ampholytes

Le pH et I a force ionique influencent | a solubilit® de sdditom o
de Tris base. Cependant, | e pH optimal de solubil i satldoatdev a
sel (150 mM NacCl, incompatible avec IEF) solubilise les protéines par interactions ioniques. Les ampholytes augmentent le

pouvoir tampon et la force ionique de la solution. La sonication (chauffe!) peut favoriser la resolubilisation.

A Une fois en solution, les protéines peuvent étre separées par 2-DE. Encore une fois, toutes les
prot ® nes ne sont pas resolubilis®es. Cette ®tape
de la précipitation. Avantages: les composés non protéiques non solubles sont également éliminés.



Jusqud”® |l a resolubilisation des prot ®i ne sQC)celgd mactive a c
toutes les enzymes. Cependant, la resolubilisation et les étapes de séparation subsequentes sont effectuées a
temp®r ature ambiante (sous peine de cristallisatior
maintenir des conditions dénaturantes.

En solution, | es prot® nes peuvent °tre modifi ®es ¢
d®grad®es par | dactivit® des prot®ases. || est poss
tampon de resolubilisation des protéines.
La PPO peut étre inactivée par addition de polyvinyl polypyrrolidone (PVPP).
Les protéases/protéinases peuvent étre inhibées par divers agents:

- PMSF (phenylmethyl sulfonide fluoride), inactive les protéases a sérine et cystéine; inactivé par DTT et 2-ME

- EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid ), inhibe les metalloprotéases

- pH élevé qui inhibe la plupart des protéases

-cocktail, regroupe une vari® ® doéinhibiteurs de pr

Extrait
proteique

surnageant (protéines)

culot 35




Extraction des protéines: influence des composeées chimiques
Urea vs. Urea/thiourea

8 M urea extract*

2"Mth|our

extract*

T7*7

'q,.

—

.

- 4.‘(35 o

.

LY

'Qn 'o“

“
vl‘b Nl

T2 buffer T7 buffer T7°7 buffer T&" buffer T10 buffer Hz2D2 buffer
Chaotropes Urea 8m Urea 8 m Urea 8 m Urea 7 m Urea 7 Urea 5w
Thiourea 2 M Thiourea 2 m Thiourea 2 m
Detergents CHAPS 2% CHAPS 2% CHAPS 4% CHAPS 4% CHAPS 2% CHAPS 2%
SB3-102%
Reducing DTT 20 mm DTT 20 mm DTT 25 mm DTT 25 mm TCEP 5 mm DTT 20 rmm
agents TCEP 5 mm
Carriar absent 4-6.5:0.5% 4-6.5:0.5% 4-8.5:1% 4-6.5:0.5% 4-6.5:0.5%
ampholytes 210 : 0.25%




Extraction des protéines: méthode a optimiser pour chague échantillon
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Extraction des protéines: methode a optimiser pour chaque échantillon

| Finely ground frozen powder |

Protocol 1

Precipitation
10% TCA
0.07% 2ME
in acetone

Washing x3
0.07% 2ME
in acetone

Resuspension (RB 1)
9M urea
0.5% ASB14
2% CHAPS
1.2% HED
0.5% CApHSY/
0.25% CAPpH 310

Tous types de
tissus végétaux

Damerval et al. 1986

Protocol 2

Precipitation
12.5% TCA
28mv 2-ME
in acetone

Washing x2
85% EtOH

Resuspension (RB 2)
™M urea
2M thiourea
4% CHAPS
0.5%  Triton X100
65mv DTT
0.1% CApHES%/
0.2% CApH3L0

Mésocarpe de
baies de raisin

Sarry et al. 2003

Protocol 3

Precipitation/Washing x4
10% TCA
in acetone

Washing x2
10% TCA
in water

Washing x2
80% acetone

Resuspension (SB 3)
30%  sucrose
2% SDS
0.1m  Tris-HCI (pH 7.5)
5% 2ME
in phenallris (pH 7.9)

Precipitation x3
0.1M ammonium acetate
in MeOH

Washing x2
80% acetone

Resuspension (RB 3)

Limbes de
feuill es
1% CA pH 310

Wang et al. 2004

Protocol 4

Resuspension (SB 4)
0.7M sucrose
50 mv EDTA
0.5M Tris-HCI (pH 7.5)
0.1m KCI
2% 2ME
2mv  PMSF

Resuspension
in phenalTris (pH 7.9)

Precipitation x4
0.1M ammonium acetate
in MeOH

Washing
100% acetone

Drying

Resuspension (RB 4)
™ urea
2™ thiourea
10 mm DTT
4% CHAPS
1% CA pH 57
1% CA pH 310

Tomate, banane,
avocat, orange

Saravanan & Rose, 2002




Extraction des protéines: méthode a optimiser pour chaque echantillon
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Extraction des protéines: méthode a optimiser pour chague échantillon
feuilles racines
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Extraction des protéines: methode a optimiser pour chaque échantillon

| 7M urea
| 2M thiourea
1% DTT

2% CHAPS
1% CAd
0.5% pim

L b d.
¥ PP,
'

mIEF buffer 9 (Tris) 1= |IEF buffer 10 (SBS-lOfI’BP)

“h

JJ EF buffer 3 (ASB-14)

1 .
urrer =
'8 | [EF buffer 4 (2-ME)

i

t) I

' JEF buffer 12 (tou
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Dosage des protéines:

estimation de leur concentration par rapport a une gamme-étalon

Advantages and Disadvantages of Some Common Methods for Protein Determination

Method
Ay
Azas
Biuret
Lowry
BCA
Bradford
Colloadal gold

Ninhydrin
Fluorescamine

o-phihalaldchyde

CBQCA

Nano-Orange*

Range of Sensitivity

0.2-2 mg/ml
10-50 pg/ml

-5 mg/ml

Minimum Time of Protein-to-
Vol./Amount Destructive Assay Protein Variation
100 pi20 pug No Instant Large
100 pl/1 pg No Instant Low
2 mi2 mg Yes Ih Low

0.01-1 mg/ml

101200 pg/ml (stan
0.5-10 pg/ml (micro
25-200 pg/ml (stand
540 pg/ml (micro)
20-200 ng

1-10 ng (Modified af
0.1-1 mg/ml

0.5-50 pg/ml (standy
50 ng-25 pg/ml (mig

Abs
0,5

0,4
0,3
0,2

0,1

Courbe-étalon (ovalbumine)

y =0,0082x + 0,0166

10-500 pg/mi (stand 0 : A : : '
0.05-2 pg/ml (micro proteine
0.12-1.8 pg/ml 0 10 20 30 40 50
ng
0.01-10 pg/ml 2 mlf20 ng Yes 10 min at Low
95°C

Comments

Interference by UV absorbing
materials

Interference by UV absorbing
muterials

Rapid color; interference by
caustic reagents, NH

Many interfering substances;

slow color development

Wisrming required,

interference by reducing agents

Interference by detergents and
strong bases

Assay pH should be acidic (around
pH 3)

Protein must be hydrolyzed

Not compatible with buffers
containing primary amines

Not compatible with buffers
containing primary amines

Buffers containing primary amines
and reducing agents are nof
compatible

Not compatible with detergents
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Dosage des protéines: sensibilite des méthodes

CH, H;C
Hﬂ
<4 >-cf -< } N—C—< ?
‘Na0,S
o INH
Liaison & Bradford assay
une protéine
OC,H,
OH-
——— | Neutral ———> Cation
H-
Green Red
(650 nm) (470 nm)

Absorbance

14

400500600700400500600700
Wavelength (nm)

spectrophotometre

h /////////, ”

i
i

it
(il

|l
R .
R PL g ',‘/,c\ [l Biuret assay
? Td_? 'r _? Blue product
H H| H H H (read at 550 nm)
Peptide bond + Cu2+ —_’ Tetradentate
Cu™ complex
H H H Folin
| | '}' T Lowry assay reagent
C Nt—C N+
1™ ‘
I A\ ol B
" ” Blue product
(¢} (0] (read at 750 nm)

Cu* + BCA ——p

Bicinchonic acid
assay

Purple product -00C
(read at 562 nm)
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Dosage des protéines: vérification de la qualité des extraits protéiques

SDS-PAGE systeme mini-gel: pas de gaspillage de matériel.

Si | 6extrait es t-DEclesprpfiss protdiques 1-B &t 8-D selcarespondent.
Per met do®l i miner | es ®chantill ons r®calcitrants

Ne garantit pas le succeés de la séparation des protéines par 2-DE.




1€ dimension:

12

(Isoélectrofocalisation)
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FOLAR BASIC

|EF: principe o ) S v
AA contribuant a la charge des protéines - _ I =
NH, = CH, = (CH,), = CHL_ K
Pl N Hy MW = 146
! 5 POLAR ACIDIC T
I m“ic Hdd - a _,.-m- Wrﬁ‘le
pKag|-------------—= : fsp ooc o TSC-NH=-(CH,), - CH Arg
! : D :CH-C’Hi-C;D I"..]Hz-ﬁl‘ Haly HI_.I_IHE R
. : : MW = 133 HyN MW = 174
PKac o= i i | Ghutamine acid 'mcx _0 PR eelsly Histiding
: ! . : : Ghu CH=CH, = CH, = C_, ~CH=CH. iy e
! ! | ! E H_ M - o Hr H + 3 H
| ! : 5 MW = 147 Te + MW = 155

o 05 1 1.5

Eq’v alents of INaCH

Net charge +1

COOH e (el H (elo
A A |
- J - J
HN—C—H T — H,N—C—HZ > H,N c| H
R R R
Cationic form Zwitterion (neutral) Anionic form
Le point isoélectrique (p)d 6 une mol ®cul e tell e
peptide ou protéine correspond au pH pour lequel sa charge nette
s6annul e. Par exemple, un acide

indissociable présente une charge nulle lorsque le pH est au milieu des
2 valeurs de pKa [pH = 1/2(pKaC + pKaN)].

a

stable pH gradient
9

8 6 5

the protein
is negatively
charged

charged

The protein shown here has an isoelectric pH of 6.5.
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Pharmalytes :gf' ..:8: 10 ° o7
Ampholines o0 oge| 9 ) O
CA-IEF: %99 9% 05 o
deplacement —CH5>N—(CH,),—N—CH,— o’.'.’ : 3‘0..' 8 .o 00| g
unidirectionnel | | o0 electric |g°'@e| long IEF| " 49
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electrophoretic migration electroosmotic flow
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tube en verre creux

épaisseur finale du gel :
0,8 mm

longueur finale du gel :
24 cm
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sauTloId SOp UONRIBIUL 3P SUSY

i

Yhpid

™ + o8

Hd ap juaipein

Acide
phosphorique
pH5.5

Bain-marie
26°C

cathode

Soude
pH 10

anode
soude
tampon de recouvrement

extrait protéique
bouchon
gel
polyacrylamide

Vue de face

Cuve
superieure

Cuve
inférieure



Problemes associés aux CA:

-Mauvaise reproductibilit® déun | ot ~ | 6autre
- Gradient instable

- Dérive du gradient limite la reproductibilité

- Dérive du gradient entraine la perte des protéines les plus acides et les plus basiques

Problemes associés a CA-IEF:

- Fragilité du matériel difficile a manipuler et entretenir
- Difficulté de tracage des échantillons
- Coulage des gels sujet a variation

-Capacit® de d®p!'!t doéoepl)rait prot® que |imit® (40
- Migration dangereuse a haut voltage (2000V) avec tampons liquides (arcs €électriques)
-Expul sion des gels tr s d®l icate (par pression al

Anouvement des ions,B* et OH
Aaccumulation HO* & la cathode
Aacidifie le coté cathode (pH10 biaisé)
Adem co6té anode

anode « » cathode <« »
pH 3 H.O" pH 10
3 R /
\ pH 4 pH 8
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IPG-IEF: déplacement bidirectionnel

)2 )

Acrylamido buffers: Immobiline®
CH,=CH-CO-NH-R,
R contains a carboxylic

or a tertiary amino group

Immobiline Gels

(0.5 mm gel layers on film supports)

acidic
solution

09

basic
solution




IPG-IEF

] Vue de dessus

Vue de cété (sec)

Vue de coté (réhydraté)

Amersham
GE Healthcare

Biorad Protean IEFcell
4
25 mé /
250005 v
=

sens de migration des protéines 53




IPG-IEF

Avantages des IPG strips:

-Excellente reproductibilit® dou
- Gradient stable (absence de dérive)

-Grande capacit® de d®pjlt) ddextr
-Possibilit® de d®p!t dbéextrait
- Les protéines les plus acides et les plus basiques sont résolues
-Syst me d6é®tiquetage autorisant

-Pr°cts © | 6empl oi
- Variété de tailles et de gradients
-Facilit® doutilisation

Avant ages-IEge | 61 PG

- Matériel résistant, tres facile a utiliser et a entretenir
- Migration a tres haut voltage (10000V) a sec (systeme Peltier) sécurisé

STORE AT 20°C

—T S
creesen A4
- bt
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CA-IEF vs. IPG-IEF

Non seulement plus facile a utiliser mais également bien plus performante !

' 't-uxr-* FLE e <
4"'"""7‘1"1
"m . .mac ‘)

.\nl"

o = ',};"‘ e

.(gnwz

% &y h’_.

1500 spots 3000 spots



IPG-IEF: quelques parametres

Réhydratation passive (0V) vs. Réhydratation active (50V)

Temps de focalisation

pas assez !




Une ®t ape i nterm®di aire do®quilibratitPAGE. des strips

Equilibration buffer

Tris-HCI 1.5M, pH8.8 16.75 ml 50 mM
Urea 180.17 g 6 M
Glycerol (87% stock) 172.5 ml 30 %
SDS 10 g 2%
Bromophenol blue trace trace
Di-ionized water gsp 500 ml

1¢r bath/ DTT (100 mg/10 ml), 10ml per strip, 15min
2"d bath / iodoacetamide (250 mg/10 ml), 10ml per strip, 15min

Ur ®e et gl yc®r ol mi ni misent | es effets do®l ectroend
Les protéines sont enrobées de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS, cation) donc deviennent chargées négativement.
Le DTT rompt les ponts disulfures.

L6i odoac®t amide (1 AA) alkyle | es ponts rompus pour
limitant le phénomene de « streaking ».
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