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Introduction

Pourquoi sôint®resser aux 

protéines et à leurs quantités ?
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Introduction: caractères qualitatifs/quantitatifs

Caractère quantitatif: 

caractère à variation continue 

qui peut se mesurer.

Caractère qualitatif: 

caractère qui ne peut se mesurer.
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La plupart des caract¯res dôimportance ®conomique et ®cologique sont de nature quantitative.

phénotype génotype environnement

Introduction: caractères qualitatifs/quantitatifs
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Introduction: pourquoi sôint®resse-t-on aux changements (variations) ?

espèces
variétés/clones

tissus

traitement

développement

Comparer des états différents bien décrits aide à comprendre les 

phénomènes biologiques associés.
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Introduction: limite des études post-génomiques

http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.html

Conna´tre la liste des g¯nes dôun organisme ne donne aucun 

renseignement sur leur fonction.

Les études post-génomiques (transcriptomique, protéomique, 

m®tabolomique) permettent dôidentifier les g¯nes impliqu®s 

dans les phénomènes étudiés.
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LôADN nôoffre quôune vue statique du potentiel dôun organisme.

Il ne permet pas de d®crire les processus dynamiques dôun organisme vivant.

Tous les gènes ne sont pas exprimés (transcrits puis traduits) en même temps par un 

organisme. Chaque individu, organe, tissu réagit différemment.

Etudier les niveaux de transcrits (ARN) et de protéines en réponse à un phénomène 

donne accès à la partie exprimée du génome nécessaire aux métabolismes de 

lôorganisme impliqu®s dans ce ph®nom¯ne.

Ainsi les gènes-clé associés au phénomène considéré peuvent être identifiés.

Les études post-g®nomiques offrent en outre lôavantage consid®rable dôobserver 

simultanément plusieurs dizaines de milliers (transcriptomique) ou plusieurs centaines 

voire milliers (protéomique) de produits de gènes.

Ex: expression de gène 

(ARN) au sein des différents 

tissus dôune baie de raisin.

Introduction: intérêt des études post-génomiques
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Introduction: quels sont les avantages à travailler avec les protéines ?

Observer les niveaux de transcrits nôinforme en rien des r®gulations post-transcriptionnelles ou post-

traductionnelles.

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

De plus en plus dô®tudes indiquent que les niveaux dôexpression de prot®ines ne peuvent pas °tre pr®dits par 

les niveaux dôexpression de transcrits.

 

 ­     1 ARNm Í 1 prot®ine

Beaucoup de caractéristiques des protéines (quantité, activité, localisation, interaction) ne peuvent pas être 

déduites de la séquence des gènes ou bien des niveaux de leur transcrits.

Les prot®ines repr®sentent le niveau ultime de lôexpression des g¯nes.
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Protéines de 

structures

Enzymes

Les protéines participent à tous les métabolismes biologiques et composent la plupart des structures.

Introduction: quels sont les avantages à travailler avec les protéines ?
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facteurs génétiques 
= génome

Performance

du caractère

P G E
= +

ARNm

protéine

ADN

Les protéines étant responsables des processus biochimiques, les étudier permet de mieux appréhender le 

phénotype observé.

Introduction: quels sont les avantages à travailler avec les protéines ?
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Introduction: quels sont les défis à relever ?

Protéines: diversité infinie et ordre de grandeur considérable.

Ex: chez la levure (génome séquencé en 1996), il y a 6000 gènes qui potentiellement codent pour des millions 

de protéines différentes. Cependant, seules quelques milliers de protéines sont traduites à un instant donné. 

En outre, lôabondance maximale dôun transcrit sô®tale de 1 ¨ 100 mol®cules tandis que lôabondance des 

prot®ines sô®tale de la dizaine ¨ des millions.
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Diversité infinie (ex. les anticorps).

Orgine de cette diversité: 20 acides aminés 

(4 bases azotées chez acides nucléiques) + 

r®gulation de lôexpression des g¯nes.

Les outils de protéomique sont de débit 

moyen (100-1000) contrairement à ceux de 

transcriptomique (100000).

Les protéines ne peuvent pas être 

amplifi®es comme lôADN (PCR).

En raison de leur extrême diversité et de la 

considérable amplitude de leur niveaux, une 

technique unique ne suffit pas à observer 

toutes les protéines présentes à un instant 

donné dans un tissu.

Ex: fractionnement pour observer les 

prot®ines dôun organite ou purification dôune 

catégorie de protéine (phosphoprotéines) ou 

étude des interactions protéines-protéines.

Introduction: quels sont les défis à relever ?
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Introduction: quelles sont les solutions pour observer les variations des quantités 

de protéines?

Quantitatif ? Qualitatif ?  Protéines

(variations) (absence/présence) connues ?

SDS-PAGE non  oui   non

2-DE  oui  oui   non

BN-PAGE non  oui   non

CE  oui  oui   non

Protein chip non  oui   oui

ICAT  oui  oui   non

iTRAQ  oui  oui   non

LC-MS  non  oui   non

MudPIT  non  oui   non

TAP  non  non   non

Quelques techniques de protéomique:

gel

MS
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Biological verification 

and interpretation

Genomic experiment

Experimental design

Image analysis

Normalization

Biological question

TestingEstimation Discrimination

Analysis

Clustering

Quality 

Measurement

Failed

Pass

Preprocessing

Introduction: d®roulement dôune ®tude post-génomique
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Introduction: structure des protéines

Structure primaire 

Structure secondaire 

Structure tertiaire 

Structure quaternaire hélice Ŭ
feuillet ɓ

H2O

Elongation 

peptidique
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Introduction: acides aminés, 

unités de base des protéines

>P13645|K1C10_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 10
MSVRYSSSKHYSSSRSGGGGGGGGCGGGGGVSSLRISSSKGSLGGGFSS

GGFSGGSFSRGSSGGGCFGGSSGGYGGLGGFGGGSFRGSYGSSSFGGS

YGGSFGGGSFGGGSFGGGSFGGGGFGGGGFGGGFGGGFGGDGGLLSG

NEKVTMQNLNDRLASYLDKVRALEESNYELEGKIKEWYEKHGNSHQGEPR

DYSKYYKTIDDLKNQILNLTTDNANILLQIDNARLAADDFRLKYENEVALRQSV

EADINGLRRVLDELTLTKADLEMQIESLTEELAYLKKNHEEEMKDLRNVSTG

DVNVEMNAAPGVDLTQLLNNMRSQYEQLAEQNRKDAEAWFNEKSKELTTE

IDNNIEQISSYKSEITELRRNVQALEIELQSQLALKQSLEASLAETEGRYCVQL

SQIQAQISALEEQLQQIRAETECQNTEYQQLLDIKIRLENEIQTYRSLLEGEGS

SGGGGRGGGSFGGGYGGGSSGGGSSGGGYGGGHGGSSGGGYGGGSS

GGGSSGGGYGGGSSSGGHGGGSSSGGHGGSSSGGYGGGSSGGGGGG

YGGGSSGGGSSSGGGYGGGSSSGGHKSSSSGSVGESSSKGPRY 
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R: groupe variable

Introduction: acides aminés, 

unités de base des protéines

Charge dôune prot®ine = somme des 

charges des AA qui la composent.

   3 AA chargés  +  (Lys, Arg, His)

   2 AA chargés  -  (Asp, Glu)
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2-DE

two-dimensional electrophoresis
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Historique
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Historique: électrophorèse des protéines, technique qui remonte aux années 1930

Biochemical J.       1937        31(2): 313-7
Electrophorèse:

Séparation en tube

Selon un gradient de 

potentiel électrique

Suivi par photographie UV

Biochemical J.       1937        31(9): 1464-77

ovalbumine

purifiée

sérum sérum

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

Tampon de Laemmli:

Tris-HCl 62.5 mM, pH 6.8

Glycine 10 %

SDS 3 %

2-ME 5 %

Ebouillanter lô®chantillon en pr®sence de sodium 

dodecyl sulphate (SDS, cation) qui dénature les 

structures tertiaire (autres que r®sultant dôun pont 

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 le SDS migrent toutes vers lôanode (+) et sont 

séparées en fonction de leur taille (déplacement 

dôautant plus rapide que la mol®cule est petite).

La polyacrylamide (10%) permet une excellente 

résolution des bandes.

T
a
ille
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é
c
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s
a
n
te

+

-
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Historique: 2-DE, une technique inventée en 1975

E. coli, 10 ɛg, 16cm, autoradiogramme (14C) 1100 spots
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Historique: IPG strip, amélioration de la reproductibilité, 1982

Immobilines: d®riv®s dôacrylamide pouvant °tre incorpor®s ¨ des 

positions fixes le long du strip.

R = contient un groupe carboxyl ou bien une amine tertiaire

Zone linéaire du gradient
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Historique: Difference in Gel Electrophoresis (DiGE), 1997

Minimal:

Quantit® non limitante dô®chantillon

50 µg de protéines

3 marqueurs

Marquage des lysines

2% du spot marqué

Saturation:

Quantit® limit®e dô®chantillon

5 µg de protéines

2 marqueurs

Marquage des cystéines

100% du spot marqué
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Historique: ®mergence de la prot®omique, notion dôanalyse globale
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.   
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Historique: protéomique et 2-DE

nombre de publications concernant la 2-DE

1975 2007

année
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Acide   pH3

Basic   pH10

2ème dimension
selon le PM

extraction de 

protéines
1ère dimension

selon le pI

Coloration

AgNO3, BBCé

pI 973 5

50

30

10

PM

courant

+

Matériel végétal
broy® dans lôazote

Historique: principe de lô®lectrophor¯se bidimensionnelle (2-DE)
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Variation des profils en fonctions des espèces/tissus.

m°me protocole dôextraction, m°mes conditions dô®lectrophor¯se

feuilles de différentes espèces
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Extraction des protéines
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Extraction des protéines: principe
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Procédure:

Å 1. pulvérisation des cellules

Å 2. précipitation des protéines

Å 3. solubilisation des protéines

Å 4. protection contre les activités protease/oxydase

Å 5. élimination des éléments non protéiques

- acides nucléiques 

- lipides

- sels, molécules ioniques/chargées 

- matérial insoluble (paroi cellulaire)

Extraction des protéines: objectif

Objectif: 

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

Comme lôon veut isoler lôensemble des prot®ines et quôelles sont tr¯s diverses, on ne peut quôoptimiser les 

conditions dôextraction afin de satisfaire au plus grand nombre de prot®ines, dans un temps raisonnable.

Il nôest pas question de purification de prot®ines.

Il nôest pas possible dô°tre exhaustif.

Lôenjeu est donc dôextraire la majorit® des prot®ines qui peuvent °tre r®solues par 2-DE (ce qui suppose de 

connaître les limites de la technique analytique en aval).
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La méthode employée va dépendre du tissu étudié:

pr®sence dôune paroi cellulaire/enveloppe (bact®rie Gram +, champignon, plantes) ou non (bact®rie Gram -, animaux).

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®isation en pr®sence dôun tampon

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 

Extraction des protéines:

pulvérisation des cellules pour accéder aux protéines

tissus mous

tissus durs

Gram+ champignon plante animal

tissus moustissus durs
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Extraction des protéines:

précipitation pour concentrer les protéines et éliminer les éléments non protéiques

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), à haut pH sa charge nette devient 

n®gative (perte de proton des groupes carboxyl); ¨ son point iso®lectrique (pI), une prot®ine a une charge nulle. Nôinteragissant 

plus avec son milieu, elle précipite.

Lôacide trichloroac®tique (TCA), tr¯s efficace, est souvent utilis®, cependant la resolubilisation qui sôensuit est difficile. 
 

3- avec des solvants

Lôajout dôun solvant r®duit la constante di®lectrique du milieu, conduisant ¨ la pr®cipitation des prot®ines. Cependant, les solvants 

pr®sentent une affinit® pour les parties hydrophobes des prot®ines, ce qui les d®nature en m°me temps quôelles pr®cipitent. En 

outre, cela ne précipitent pas toutes les protéines.

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

4- ®limination de lôeau 

Certaines mol®cules (dextran, PEG) limitent la quantit® dôeau n®cessaire ¨ la solubilisation des prot®ines; les prot®ines 

sôagglom¯rent et pr®cipitent.

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

 Une fois pr®cipit®s dans le culot, le surnageant est jet®. La pr®cipitation permet ainsi dô®liminer des 

composés qui restent en solution dans le surnageant. Toutefois, cette étape conduit à des pertes de protéines 

(celles qui ne précipitent pas).
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Extraction des protéines:

solubilisation des protéines et elles seulement !

La plupart des protéines doivent être dénaturées pour être resolubilisées.

Ce que doit contenir un tampon de resolubilisation de protéines:

1- agents chaotropes 

Ils rompent les liaisons hydrogènes et les interactions hydrophobes à la fois entre et au sein des protéines. A forte concentration, 

ils détruisent la structure secondaire des protéines, les rendant à nouveau solubles.

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

compatible avec IEF. 
 

2- détergents

Ils rompent également les interactions hydrophobes à la fois entre et au sein des protéines. Ils améliorent la solubilisation des 

protéines peu solubles. Ils sont multiples, anioniques, cationiques, neutres ou zwitterioniques (amphotères).

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

3- agents réducteurs

Ils 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 être 

stabilisée par alkylation (iodoacétamide), limitant ainsi les agrégations et favorisant la solubilisation.
 

4- tampons, sels et ampholytes 

Le pH et la force ionique influencent la solubilit® des prot®ines. Nombre de prot®ines deviennent solubles ¨ haut pH dôo½ lôaddition 

de Tris base. Cependant, le pH optimal de solubilisation varie dôune prot®ine ¨ lôautre dôo½ lôint®r°t dôutiliser un tampon. Lôajout de 

sel (150 mM NaCl, 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.

 Une fois en solution, les protéines peuvent être séparées par 2-DE. Encore une fois, toutes les 

prot®ines ne sont pas resolubilis®es. Cette ®tape conduit ¨ dôautres pertes qui sôajoutent ¨ celles survenues lors 

de la précipitation. Avantages: les composés non protéiques non solubles sont également éliminés.
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Extraction des protéines:

limiter les dégradations des protéines solubilisées

Jusquô¨ la resolubilisation des prot®ines, lôextraction se d®roule ¨ basses temp®ratures (< 0°C) ce qui inactive 

toutes les enzymes. Cependant, la resolubilisation et les étapes de séparation subséquentes sont effectuées à 

temp®rature ambiante (sous peine de cristallisation des tampons). Côest pourquoi il est important dô®tablir et 

maintenir des conditions dénaturantes.

En solution, les prot®ines peuvent °tre modifi®es par oxydation via lôactivit® polyph®nol oxidase (PPO) ou 

d®grad®es par lôactivit® des prot®ases. Il est possible dôajouter des compos®s contrecarrant ces activit®s au 

tampon de resolubilisation des protéines.

La PPO peut être inactivée par addition de polyvinyl polypyrrolidone (PVPP).

Les protéases/protéinases peuvent être inhibées par divers agents:

  - PMSF (phenylmethyl sulfonide fluoride), inactive les protéases à 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®t® dôinhibiteurs de prot®ases (large spectre)

Extrait 

protéique
surnageant (protéines)

culot
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Extraction des protéines: influence des composés chimiques 

Urea vs. Urea/thiourea

8 M urea extract*

7 M urea, 2 M thiourea extract*

T7

T8*

T7*7

R2D2
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Extraction des protéines: méthode à optimiser pour chaque échantillon

4 7

90 000

50 000

20 000

30 000

10 000

5 6

pI

Mr

Extrémité de la tige

3 104 5 6 7 8 9

Grappe immature

3 104 5 6 7 8 9

Grappe mûre
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Finely ground frozen powder

Protocol 1

Precipitation

10%       TCA

0.07%    2-ME

in           acetone

Washing x3

0.07%    2-ME

in           acetone

Resuspension (RB 1)

9 M urea

0.5%     ASB-14

2%        CHAPS

1.2%     HED

0.5%     CA pH 5-7

0.25%   CA pH 3-10

Drying

Damerval et al. 1986

Protocol 2

Precipitation

12.5%    TCA

28 mM 2-ME

in           acetone

Washing x2

85%       EtOH

Resuspension (RB 2)

7 M urea

2 M thiourea

4%        CHAPS

0.5%     Triton X-100

65 mM DTT

0.1%     CA pH 5-7

0.2%     CA pH 3-10

Drying

Sarry et al. 2003

Protocol 3

Precipitation/Washing x4

10%       TCA

in           acetone

Washing x2

10%       TCA

in           water

Resuspension (RB 3)

8 M urea

20 mM DTT

4%        CHAPS

1%        CA pH 5-7

1%        CA pH 3-10

Washing x2

80%       acetone

Washing x2

80%       acetone

Precipitation x3

0.1 M ammonium acetate

in          MeOH

Resuspension (SB 3)

30%      sucrose

2%        SDS

0.1 M Tris-HCl (pH 7.5)

5%        2-ME

in          phenol-Tris (pH 7.9)

Drying

Drying

Wang et al. 2004

Protocol 4

Resuspension (SB 4)

0.7 M sucrose

50 mM EDTA

0.5 M Tris-HCl (pH 7.5)

0.1 M KCl

2%        2-ME

2 mM PMSF

Resuspension

in          phenol-Tris (pH 7.9)

Precipitation x4

0.1 M ammonium acetate

in          MeOH

Washing

100%    acetone

Resuspension (RB 4)

7 M urea

2 M thiourea

10 mM DTT

4%        CHAPS

1%        CA pH 5-7

1%        CA pH 3-10

Drying

Saravanan & Rose, 2002

Tous types de 

tissus végétaux

Mésocarpe de 

baies de raisin

Limbes de 

feuilles dôolivier

Tomate, banane, 

avocat, orange

Extraction des protéines: méthode à optimiser pour chaque échantillon
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90,000

50,000

20,000

30,000

10,000

3 104 5 6 7 8 9 3 104 5 6 7 8 9
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Extraction des protéines: méthode à optimiser pour chaque échantillon
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T
C

A
/a

c
e
to

n
e

P
h
e
n
o
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pI

Mr
4 75 6 4 75 6

feuilles racines

90,000

50,000

20,000

30,000

10,000

Extraction des protéines: méthode à optimiser pour chaque échantillon
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IEF buffer 1 IEF buffer 2 (SB3-10) IEF buffer 3 (ASB-14)

IEF buffer 10 (SB3-10+TBP) IEF buffer 11 (ASB14+TCEP) IEF buffer 12 (tout)

IEF buffer 4 (2-ME)

IEF buffer 9 (Tris)

IEF buffer 6 (TBP)IEF buffer 5 (TCEP) IEF buffer 8 (PVP)IEF buffer 7 (DNAse)

7M urea

2M thiourea

1% DTT

2% CHAPS

1% CAôs

0.5% pim

Extraction des protéines: méthode à optimiser pour chaque échantillon
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Extraction des protéines: 

réduire la complexité du 

mélange de protéines par 

fractionnement cellulaire

Cell 

wall
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Dosage des protéines
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Dosage des protéines: 

estimation de leur concentration par rapport à une gamme-étalon

spectrophotomètre

Courbe-étalon (ovalbumine)

y = 0,0082x + 0,0166
0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0 10 20 30 40 50
ng

Abs

protéine
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Dosage des protéines: sensibilité des méthodes

spectrophotomètre

Bradford assay

Bicinchonic acid 

assay

Lowry assay

Blue product

(read at 750 nm)

Folin 

reagent

Biuret assay
Blue product

(read at 550 nm)

Purple product

(read at 562 nm)

Liaison à 

une protéine
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Dosage des protéines: vérification de la qualité des extraits protéiques

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

1 2 3 4 65 7 98MW

97.0 kD

66.0 kD

45.0 kD

30.0 kD

20.1 kD

14.4 kD

10

Si lôextrait est compatible avec la 2-DE, les profils protéiques 1-D et 2-D se correspondent.

Permet dô®liminer les ®chantillons r®calcitrants ¨ la m®thode dôextraction choisie.

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

3

7

10
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IEF

1ère dimension:

(isoélectrofocalisation)



48

Le point isoélectrique (pI) dôune mol®cule telle quôun acide amin®, 

peptide ou protéine correspond au pH pour lequel sa charge nette 

sôannule. Par exemple, un acide amin® avec une cha´ne lat®rale 

indissociable présente une charge nulle lorsque le pH est au milieu des 

2 valeurs de pKa [pH = 1/2(pKaC + pKaN)]. 

1.pH < pKaC   Almost all monopositive form. Avg. net charge just below +1

2.pH = pKaC   Half monopositive, half isoelectric. Avg. net charge = +0.5

3.pH = 1/2(pKaC + pKaN)   All isoelectric form. Avg. net charge = 0

4.pH = pKaN   Half isoelectric, half mononegative. Avg. net charge = -0.5

5.pH > pKaN   Almost all mononegative. Avg. net charge just above -1

AA contribuant à la charge des protéines
IEF: principe

Séparation en fonction du pI
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IEF: Carrier Ampholytes (CA)

Pharmalytes
Ampholines

decreasing pI

electric
field

long IEF
time

where R = H
or - (CH )  - COOH,
x = 2 or 3

Electroendosmose: d®placement de lôanode (+) vers la cathode (-) dôun liquide polaire au sein dôune structure 

poreuse charg®e sous lôinfluence dôun champ ®lectrique. 

CA-IEF: 

déplacement 

unidirectionnel 

            (-) ­ (+)

NEPHGE (-) « (+)
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CA-IEF
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CA-IEF

Problèmes associés aux CA:

  - Mauvaise reproductibilit® dôun lot ¨ lôautre

  - Gradient instable

  - Dérive du gradient limite la reproductibilité

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

Problèmes associés à CA-IEF:

  - Fragilité du matériel difficile à manipuler et entretenir 

  - Difficulté de traçage des échantillons

  - Coulage des gels sujet à variation

  - Capacit® de d®p¹t dôextrait prot®ique limit® (40 µL)

  - Migration dangereuse à haut voltage (2000V) avec tampons liquides (arcs électriques)

  - Expulsion des gels tr¯s d®licate (par pression au moyen dôune seringue)

Åmouvement des ions H3O
+ et OH-

Åaccumulation H3O
+ à la cathode

Åacidifie le côté cathode (pH10 biaisé)

Åidem côté anode

H3O
+pH 3 pH 10

cathode «- »

pH 8pH 4

anode «+ »
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Acrylamido buffers: Immobiline®

CH2=CH-CO-NH-R,

R contains a carboxylic 

or a tertiary amino group

IEF: immobilized pH gradient (IPG) strip

IPG-IEF: déplacement bidirectionnel 

 (-) ª (+)

Immobiline Gels

(0.5 mm gel layers on film supports)
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IPG-IEF

Amersham

sens de migration des protéines
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IPG-IEF

Avantages des IPG strips:

  - Excellente reproductibilit® dôun lot ¨ lôautre

  - Gradient stable (absence de dérive)

  - Grande capacit® de d®p¹t dôextrait prot®ique (500 µL)

  - Possibilit® de d®p¹t dôextrait prot®ique par r®hydratation

  - Les protéines les plus acides et les plus basiques sont résolues

  - Syst¯me dô®tiquetage autorisant le tra­age des ®chantillons

  - Pr°ts ¨ lôemploi

  - Variété de tailles et de gradients

  - Facilit® dôutilisation

Avantages de lôIPG-IEF:

  - Matériel résistant, très facile à utiliser et à entretenir  

  - Migration à très haut voltage (10000V) à sec (système Peltier) sécurisé
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IPG-IEFCA-IEF

CA-IEF vs. IPG-IEF

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

1500 spots 3000 spots



56

IPG-IEF: quelques paramètres

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

Temps de focalisation

 pas assez !     trop !

0 V

30 V
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Equilibration buffer

Tris-HCl 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   qsp 500 ml

1er bath/ DTT (100 mg/10 ml), 10ml per strip, 15min

2nd bath / iodoacetamide (250 mg/10 ml), 10ml per strip, 15min

IPG-IEF: équilibration des strips

Une ®tape interm®diaire dô®quilibration des strips est n®cessaire entre IEF et SDS-PAGE.

Ur®e et glyc®rol minimisent les effets dô®lectroendosmose.

Les protéines sont enrobées de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS, cation) donc deviennent chargées négativement.

Le DTT rompt les ponts disulfures.

Lôiodoac®tamide (IAA) alkyle les ponts rompus pour ®viter quôils ne se reforment; IAA ®limine lôexc¯s de DTT 

limitant le phénomène de « streaking ». 


