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itroduction

Pourquoi s'intéresser aux
protéines et a leurs quantités ?



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

LT T 2 %’&%

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 caractéeres d’'importance économique et écologique sont de nature quantitative.
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Introduction: pourquoi s’intéresse-t-on aux changements (variations) ?

Comparer des états difféerents bien décrits aide & comprendre les

tissus
phénomeénes biologiques associés. !

especes

variétés/clone
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/ Animals ", / Plants % / Protist ", Fungi

Aquilegia 2.0 Arabidopsis 13.0 _,/"/)" Barley 9.0 i& Beet 1.0
20-03-05 B-16-06 ..),4; 09-15-04 . 02-03-05

Brazsica Chlamydo-
= i ronas Cocoa 1.0 Cormon Bean 1.0
?FESD-D?- reinhardtii 5.0 05-20-04 21-7-05

09-25-04

Connaitre la liste des génes d'un organisme ne donne aucun |,
renseignement sur leur fonction. ”

Les études post-génomiques (transcriptomique, protéomique, -

g 20

métabolomique) permettent d’identifier les génes impliqués  »

dans les phénomeénes étudiés.

o RO T.0 FERPEr 2.0 LY Femma 1.0 FIme .0
02-04-03 _:,gm 11-09-04 T"O,"' 02-25-04 06-19-05
R Poplar 3.0 Potato 11.0 Rice 17.0 ; Rye 3.0
0B-19-06 06-19-06 0E-20-06 J 12-22-03

! biguz?:urlgfrmgnﬂ Saybean 12.0 Spruce 2.0 Sugarcane 2.1
~ 05-11-04 09-20-04 05-21-08 10-13-04

> & Sunflawer 4.0 Tall Fescue 1.0 Tabacca 3.0 Tamata 11.0
Tk 0B-17-06 29-10-05 0E-20-06 05-21-06

Triphysaria 1.0 \3;’ Wheat 10.0
18-30-05 o 01-14-04 http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.html




Introduction: intérét des etudes post-génomiques

Ex: expression de gene

(ARN) au sein des différents

tissus d’une baie de raisin.

L’ADN n’offre qu'une vue statique du potentiel d’'un organisme.

Il ne permet pas de décrire les processus dynamiques d’un organisme vivant.

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
I'organisme impliqués dans ce phénomene.

Ainsi les genes-clé associés au phénomeéne considéré peuvent étre identifiés.

Les études post-génomiques offrent en outre I'avantage considérable d’observer
simultanément plusieurs dizaines de milliers (transcriptomique) ou plusieurs centaines
voire milliers (protéomique) de produits de génes.
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Observer les niveaux de transcrits n’informe en rien des régulations post-transcriptionnelles ou post-
traductionnelles.

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

De plus en plus d’études indiquent que les niveaux d’expression de protéines ne peuvent pas étre prédits par
les niveaux d’expression de transcrits.

— 1 ARNmM # 1 protéine

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.

Les protéines représentent le niveau ultime de I'expression des genes.
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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 outre, 'abondance maximale d’un transcrit s’étale de 1 a 100 molécules tandis que I'abondance des
protéines s’étale de la dizaine a des millions.
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Introduction: quels sont les défis a relever ? S
5

e . ADN "

Orgine de cette diversité: 20 acides aminés
(4 bases azotées chez acides nucléiques) +
régulation de I'expression des génes.

s exon intron . |
Les outils de protéomique sont de débit praaki ] ]
moyen (100-1000) contrairement a ceux de
transcriptomique (100000). epissage

Les protéines ne peuvent pas étre
amplifiées comme I'ADN (PCR).

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

ARNmM et

considérable amplitude de leur niveaux, une
technigue unique ne suffit pas a observer o
toutes les protéines présentes a un instant protéine I EE——
donné dans un tissu.
phosphorylation syla autres. ..
Ex: fractionnement pour observer les

protéines d’'un organite ou purification d’'une % %

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

13



Introduction: déroulement d’une étude post-génomique

[Biological question}
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> Genomic experiment
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and interpretation |
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Introduction: structure des protéines

Structure quaternaire

Elongation
peptidique

Structure secondaire

feuillet B

hélice a

' + 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

Twenty standard Amino Acids

Amino Acidl Structure

mii I
Nonpolar, aliphatic R groups Aromatic R groups
H H O i o0 e C00~ coo- C00~
LT HA-C—H HN-C—i  HN-CH HA—GH  HN-C—H  HN—C—n
H-N—C—C-OH i CH, cH o, o .
Amino Carboxylic Acid CH, CH, .
Group Group Glycine Alanine Valine \NH
Side Cliply, " warann -
(l)OO (IZOO ([}OO OH
H,N—C—H HN—C—H H;N—C—H
(lJH (l)H H—C—CH Phenylalanine Tyrosine Tryptophan
2 2 S eI 3
| [ |
—
. . C{I CI\-ICH (|:H2 (|:H2 i Pﬁitively charged R grouri R}
R: groupe variable — 8 CH, 00 T Te6o T T oo
CHg HN—C—H HN—C—H H,N—C—H
Leucine Methionine Isoleucine | | |
CH, CH, CH,
o Cu N
2 2 =,
Polar, uncharged R | | >
olar, uncharge groups CH, CH, “ //CH
CoO Cco0 Ccoo | [ C—N
4 | + | ' | CH, NH H
H,N—C—H H;N—C—H H,N—C—H *Il\IH (':—ﬁH
CH,OH H—C—OH CH, ’ L >
2
Hs SH Lysine Arginine Histidine
Serine Threonine Cysteine
- — - S S S — —
C Negatively charged R groups )
e mm e omm = ==
oo g oo Goo- coo-
T HN—C—H  H;N—C—H ;] "
| e o HAT o, - L HaN—C—H  HN—C—H
; Charge d’'une protéine = somme des I Ba==nCls /<':\ CH, (|3H2 (|3H2
; HN" "0
; charges des AA qui la composent. : 2 HZN/C\O COO- CH,
;  3AAchargés © (Lys, Arg, His) : L= s
2 AA Char éS (AS Glu) Proline Asparagine Glutamine COO
I_ R g = 6_) N _p’ _______ . Aspartate Glutamate




2-Dc

two-dimensional electrophoresis






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

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): 1464-77

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
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Electrophoréese:

Séparation en tube

Selon un gradient de
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Suivi par photographie UV
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Historique: utilisation de polyacrylamide, invention de la SDS-PAGE en 1970

by
U. K. LAEMMLI

MRC Laboratory of Molecular Biology,
Hills Road, Cambridge

Nature, Vol, 227, No. 5259, pp. 680-68S, August 15, 19707

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

Using an improved method of gel electrophoresis, many hitherto
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.
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Tampon de Laemmli:
Tris-HCI  62.5 mM, pH 6.8
Glycine 10 %

SDS 3%

2-ME 5%

Ebouillanter I'échantillon en présence de sodium
dodecyl sulphate (SDS, cation) qui dénature les
structures tertiaire (autres que résultant d’'un 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 'anode (+) et sont
séparées en fonction de leur taille (déplacement
d’autant plus rapide que la molécule est petite).
La polyacrylamide (10%) permet une excellente

résolution des bandes. 21



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

Journal of Biochemical and Biophysical Methods, 6 (1982) 317-339
Eisevier Biomedical Press

Freising-Weihenstephan, F.R.G.

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 *

317

* 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

CH,=CH—C—N—~-R
[
O H

positions fixes le long du strip.

Immobilines: dérivés d’acrylamide pouvant étre incorporés a des

R = contient un groupe carboxyl ou bien une amine tertiaire

20

pH - pk

Zone linéaire du gradient

distance (arbitrary unils)

Polyacrylamide gel ™

glveerol 255 (w.wv)

25°C

Phy=sical state at
sy femperaiure

H () Paolyacrylamide gel ™

_ T=5%. C=3% T=5%. U=1%

10 25

o= 25 _
10

Acide with carboxpl ax buffering group
Immobiline p& 3.6 357 358 - A6~ 002
Immobiline p& 4.4 4. 39 4,39 4 K0 - o2 4 36— 0,02 o 41 = 003
Immohihne pK 4.6 A6 461 A 5] =002 4. &1 =002 4,61 = 002
Hates with lernary arne af huffering group
Immohiline pK 6.2 641 f.23 621~ 005 15+~ 003 £ 32 =Dl
Immobiline p& 7.0 712 657 T 007 .00 0 005 T.08 ¢ 007
Immobiline pK 8.3 H.96 2353 350006 B.AR =0 Fo66 2 0,09
Immobkiline pKk 9.1 G54 e Q59+ 0108 R RN T Q5T+ 006

375 002 silid
44T L 0E solagd
A7 (L3 =olnd
G624 007 sonlid
9% - Ol soalid
H.a5 = (T biguid
G =005 ligguid




[] 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:
Quantité non limitante d’échantillon :
50 ug de protéines o

NHS ester

3 marqueurs ' reactive group
Marquage des lysines
2% du spot marqué

Reduction step

S TCEP,1h37°C
Saturation: - oo e
Quantité limitée d’échantillon
5 ug de protéines Coupling step
2 marqueurs @
Marquage des cystéines - — .
100% du spot marqué Idy e i"’“—:il

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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Materiel végétal

2¢me dimension
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Varlatlon des proflls en fonctlons des especes/tlssus ’
méme protocole d’extraction, mémes conditions d’électrophorese
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 I'on veut isoler 'ensemble des protéines et qu’elles sont trés diverses, on ne peut qu’optimiser les

conditions d’extraction afin de satisfaire au plus grand nombre de protéines, dans un temps raisonnable.
Il n’est pas question de purification de protéines.
Il n’est pas possible d’étre exhaustif.

L'enjeu est donc d’extraire la majorité des protéines qui peuvent étre résolues par 2-DE (ce qui suppose de

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)

[ )
g b~ W N PP
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Extraction des protéines:
pulvérisation des cellules pour acceder aux protéines

La méthode employée va dépendre du tissu étudié:

présence d’une paroi cellulaire/enveloppe (bactérie Gram +, champignon, plantes) ou non (bactérie Gram -, animaux).

tissus durs

champignon

E
R o £ —
d e s T
e g

- 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

Cell Wall 56

" Rough
Figure 1 endoplazsrnic
reticulurm

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

Homogénéisation en présence d’'un 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

tissus mous

4 A

animal

rough
ribosome  endoplasmic
reticulum

plasma
membrane

mitochondrion

cytoplasm
microtubules

(part of cytoskeleton) 3

lysosome

nucleus

smooth
endoplasmic
reticulum

e Q\\\\ . nucleolus

p . chromatin
"\ nuclear pore
P nuclear envelope

free ribosome ;
Golgi complex

centriole”

» tissus mous

- tissus durs
) 32




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
négative (perte de proton des groupes carboxyl); a son point isoélectrique (pl), une protéine a une charge nulle. N’interagissant
plus avec son milieu, elle précipite.

L’acide trichloroacétique (TCA), trés efficace, est souvent utilisé, cependant la resolubilisation qui s’ensuit est difficile.

3- avec des solvants

L’ajout d’'un solvant réduit la constante diélectrique du milieu, conduisant a la précipitation des protéines. Cependant, les solvants
présentent une affinité pour les parties hydrophobes des protéines, ce qui les dénature en méme temps qu’elles précipitent. En
outre, cela ne précipitent pas toutes les protéines.

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

4- élimination de I'eau

Certaines molécules (dextran, PEG) limitent la quantité d’eau nécessaire a la solubilisation des protéines; les protéines
s’agglomérent et précipitent.

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

A Une fois précipités dans le culot, le surnageant est jeté. La précipitation permet ainsi d’éliminer des
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 la force ionique influencent la solubilité des protéines. Nombre de protéines deviennent solubles a haut pH d’ou I'addition
de Tris base. Cependant, le pH optimal de solubilisation varie d’une protéine a 'autre d’ou l'intérét d’utiliser un tampon. L’ajout de
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
protéines ne sont pas resolubilisées. Cette étape conduit a d’autres pertes qui s’ajoutent a celles survenues lors
de la précipitation. Avantages: les composés non protéiques non solubles sont également éliminés.



Jusqu’a la resolubilisation des protéines, I'extraction se déroule a basses températures (< 0°C) ce qui inactive
toutes les enzymes. Cependant, la resolubilisation et les étapes de séparation subsequentes sont effectuées a
température ambiante (sous peine de cristallisation des tampons). C’est pourquoi il est important d’établir et
maintenir des conditions dénaturantes.

En solution, les protéines peuvent étre modifiées par oxydation via I'activité polyphénol oxidase (PPO) ou
dégradées par l'activité des protéases. Il est possible d’ajouter des composés contrecarrant ces activités au
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 variété d’inhibiteurs de protéases (large spectre)

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

| I Finely ground frozen powder |

Protocol 1 Protocol 2 Protocol 3

Precipitation Precipitation Precipitation/Washing x4
10%  TCA 12.5% TCA 10%  TCA
0.07% 2-ME 28 mM 2-ME in acetone
in acetone in acetone
Washing x2
Washing x3 Washing x2 10%  TCA
0.07% 2-ME 85%  EtOH in water

m acetone

80% acetone
Resuspension (RB 2)
Resuspension (RB 1) ™ urea
9M  urea 2M  thiourea
0.5% ASB-14 4% CHAPS Resuspension (SB 3)
2% CHAPS 0.5%  Triton X-100 30%  sucrose
1.2% HED 65 mMm DTT 2% SDS
0.5% CApH 5-7 0.1% CA pH 5-7 0.1m  Tris-HCI (pH 7.5)
0.25% CA pH 3-10 0.2% CA pH 3-10 5% 2-ME
in phenol-Tris (pH 7.9)

Precipitation x3
0.1 M ammonium acetate
in MeOH

Washing x2
80% acetone

Resuspension (RB 3)

Tous types de Mésocarpe de Limbes de
tissus végétaux baies de raisin feuilles d’olivier
1% _ CA pH 3-10

Damerval et al. 1986 Sarry et al. 2003 Wang et al. 2004

Protocol 4

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

Resuspension
in phenol-Tris (pH 7.9)

Precipitation x4
0.1 M ammonium acetate
in MeOH

Washing
100% acetone

Drying

Resuspension (RB 4)

™M urea
2M thiourea
10 mm DTT
4% CHAPS

1%  CApHS5-7
1%  CApH3-10

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

30,000

20,000

10,000

racines

9u0lade/YO1l

jouayd



Extraction des protéines: methode a optimiser pour chaque échantillon

| 7M urea
| 2M thiourea
1% DTT

| 2% CHAPS

1% CA’s
0.5% pim

i Y
1 .
IEF : JJ EF buffer 3 (ASB-14) '8 | [EF buffer 4 (2-ME)

i

J [EF buffer 5 (TCEP)

. '.'..’0,
N h

. \ y | ! .y
mIEF buffer 9 (Tris) 1= IEF buffer 10 (SB3-10+TBP) y I IIEF buffer 12 (tou?)‘ I
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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
Vol./Amount

100 pi20 pg
100 pl/1 pg

2 mi2 mg

Destructive

No

No

Yes

Time of

Assay

Instant
Instant

Ih

Low

Low

Protein-to-
Protein Variation

Large

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
10-500 pg/ml (stand

Abs
0,5

0,4
0,3
0,2

0,1

Courbe-étalon (ovalbumine)

y =0,0082x + 0,0166

[ 7 -
0.05-2 pg/ml (micro prote
0.12-1.8 pg/ml 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 proteiques
SDS-PAGE systeme mini-gel: pas de gaspillage de matériel.
Si I'extrait est compatible avec la 2-DE, les profils protéiques 1-D et 2-D se correspondent.
Permet d’éliminer les échantillons récalcitrants a la méthode d’extraction choisie.

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

y 4 -
mw 1 10 R
T —— - . c
.‘v.
97.0 kD ‘ +\
66.0 KD = T =- §~al = e\ / |
.' E & "
e
45.0 kD - -
3
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1€ dimension:

12

(Isoélectrofocalisation)
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FOLAR BASIC

|IEF: principe | \ . ) Lysine
AA contribuant a la charge des protéines rde - CH, - (CH) o H"’
? 3T SN Hy MW = 146
POLAR ACIDNIC MH
Baspartic ackd . 2 P s sl Arginine
ooc o =C-NH-{CHJ),-CH
& Son-onmcl, [NHT St LI
MW = 133 HH MW = 174
Ghitamine acid  ~ O0OC 0 PR eelsly Histidine
Gl ™ CH = CH, - CH, - CL ~CH=CH_ uh His
E H_ M - o Hr H * 3 H
. MW = 147 s + MW = 155
0 05 1 1.5 2 stable pH gradient
Eq’valents of NalOH 0 9 8 76 5 4
| |Net'charge +1 !z
+ @ @ 9
“at hvgh prd,
the protein
is negatively
L 5 ) ~ x ? ~ |
HN—C—H > HN—C—H T > H,N (|: H
R R R S
Cationic form Zwitterion (neutral) Anionic form
Le point isoélectrique (pl) d’'une molécule telle qu’'un acide aminé,
peptide ou protéine correspond au pH pour lequel sa charge nette
s’annule. Par exemple, un acide aminé avec une chaine latérale )
indissociable présente une charge nulle lorsque le pH est au milieu des
2 valeurs de pKa [pH = 1/2(pKaC + pKaN)].

The protein shown here has an isoelectric pH of 6.5.



Pharmalytes
Ampholines

CA-IEF:
déplacement — CH;—N—(CH,),—N—CH,—
unidirectionnel | |
() > () (?HQ)X ((|:H)x
NEPHGE (=) « (+) NR, COOH
where R=H
or - (CHy)x- COOH,
Xx=2o0r3
@000 0 (o0 @
—————

decreasing pl

Q=00 9
0@ OO
Q0e

electric
field

—>

0g=0( S

0. 2«00 ¢
0 coeg 000 0Oeg 090

0 =00
S0e ..0..

© PH © PH

@ ®| 10

.8 o o 7
D 00 o

o o0® 9 0o @
328 0!
'8t o 000
004° 000 o
0060 long IEF| " g0
0.‘ 7 time |5 o

0 %0 o
000 l:> °o°
oo 6 Ooo

O o

00 | & © o 3
Os 0O O o

® oo o°
%... 4 o ®
® ~o o e
°oo® S

e 0 3 | 4
©C) @

Electroendosmose: déplacement de I'anode (+) vers la cathode (-) d’un liquide polaire au sein d’une structure
poreuse chargée sous l'influence d’'un champ électrique.
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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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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
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Problemes associés aux CA:

- Mauvaise reproductibilité d’un lot a I'autre

- 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

- Capacité de dépbt d’extrait protéique limité (40 pL)

- Migration dangereuse a haut voltage (2000V) avec tampons liquides (arcs €électriques)
- Expulsion des gels trés délicate (par pression au moyen d’'une seringue)

*mouvement des ions H;0* et OH-
~accumulation H;0O* a la cathode
«acidifie le c6té cathode (pH10 biaisé)
idem co6té anode

anode « + » cathode « - »
pH 3 H.O* pH 10
3 . /
\ oH 4 pH 8
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IPG-IEF: déplacement bidirectionnel

) e )

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 reproductibilité d’'un lot a I'autre

- Gradient stable (absence de dérive)

- Grande capacité de dépdt d’extrait protéique (500 L)

- Possibilité de dépdét d’extrait protéique par réhydratation

- Les protéines les plus acides et les plus basiques sont résolues
- Systeme d’étiquetage autorisant le tragage des échantillons

- Préts a 'emploi

- Variété de tailles et de gradients

- Facilité d’utilisation

Avantages de I'lPG-IEF:

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

] lmmobiline"*’ Dry
pH -7, 18 cm

STORE AT 20C
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CA-IEF vs. IPG-IEF

Non seulement plus facile a utiliser mais également bien plus performante !
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1500 spots 3000 spots



IPG-IEF: quelques parametres

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

Temps de focalisation

pas assez !




Une étape intermédiaire d’équilibration des strips est nécessaire entre IEF et SDS-PAGE.

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 10g 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

Urée et glycérol minimisent les effets d’électroendosmose.

Les protéines sont enrobées de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS, cation) donc deviennent chargées négativement.
Le DTT rompt les ponts disulfures.

L'iodoacétamide (IAA) alkyle les ponts rompus pour éviter qu’ils ne se reforment; IAA élimine I'excés de DTT
limitant le phénomene de « streaking ».

[] 1: Electrophoresis. 1988 Jan;9(1):57-9.

Horizontal two-dimensional electrophoresis with immobilized pH gradients using PhastSystem.

Gorg A, Postel W, Giinther S, Friedrich C.

Lehrstuhl fir &llgemeine Lebensmitteltechnologie, Technische Universitat Minchen, Freising-Weihenstephan, Federal Republic of
Germany.

Protocols for horizontal two-dimensional electrophoresis with immobilized pH gradients in the first dimension were
modified for horizontal micro two-dimensional electrophoresis using PhastSystem. Different equilibration
conditions of the first-dimensional immobilized pH gradient gel strip prior to second-dimensional sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis were evaluated. Silver stained two-dimensional patterns were
obtained within 3.5 h. 57

PMID: 3234335 [PubMed - indexed for MEDLINE]




2¢me dimension:

JOu- A

(Sodium Dodecyl Sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis)




SDS-PAGE: principe

Séparation de protéines dont la charge est rendue
négative par I'enrobage de molécules de SDS
(d’autant plus de molécules de SDS que la protéines
est volumineuse) le long d’un gel de polyacrylamide
(plus concentré donc plus résolutif que les gels
d’agarose).

Sagte_=ge=3 =g s=_=

g el o LA 04

:ig:f; *258%s Saas =
Acrylamide solution
Acrylamide 40% 12%
Piperazine di-acrylamide/bis-acrylamide 0.5%
Tris 2M pH 8.8 0.5M
SDS (10%) 0.15%
Di-ionized water gsp 25L
TEMED 0.5%
Ammonium persulfate (10%) 2.5%

sample loaded onto gel
by pipetie

cathode
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Cathode (-) Cathode (-)

Electrode buffer glycine

Electrode buffer glycine

proteins . . bt
4 _ region of
o high mobili
. :>trackjng L B g ty

dye

Tampon de migration:
Tris-HCI 25 mM
Glycine 0.2 M
SDS 0.1 M

ol

Top of

= albumin




. Avant coulage du gel de 2éme dimension
SDS-PAGE:

coulage des gels SO B

n’ He
date date

Apres coulage et polymeérisation du gel de 2éme dimension.

Retrait de 'espaceur supérieur pour pouvoir déposer le gel TEF.

V4

——
n n'
date date




SDS-PAGE:
coulage des gels puis transfert des strips

Polymérisation de I'acrylamide: 2h minimum

>
o
53'
q\
&
gel IEF- &
ampholites S
déposé sur
plaque 2D,
SOUS pression
exercee par la
seringue.
gel IEF-TPG
déposé sur
plaque 2D.

Gel IEF




SDS-PAGE:

mig ration Utilisation de bleu de bromophénol

comme témoin de migration.
e Migration: 16h a 120V

20 gels/migration

cathode

anode

pompe avec Tampon de migration

réfrigérant
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14 °C B Sépararteur de plaques
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<= || < Gel de 2éme dimension 7 ]
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vue de coté vue de dessus

Sens de mgration des  protéines



SDS-PAGE:
migration

Multitude de systemes.




Roriton des protenas



Réveélation des protéines: diverses méthodes de coloration
Characteristics of Various Protein Stains

Stain Sensitivity Time Required Advantage Disadvantage Recommended Application
Coomassic 100 ng 5<10 min staining Rapid Accumulates large volume of Routine work
1-3 h destaining Low cost methanol present in staining and
After Coomassie stain. gel can be destaining solution
silver stained
EZBlue™ (Sigma) 2 ng 5-10 min No fixation step Expensive Routine work
Colloidal Coomassie 10 ng 5-10 min No destaining step Fixation required Routine work
CBB in acid 20 ng 30-60 min No fixation step Longer staining time Quantitation of protein in gel
No destaining step
Silver (alkaline 0.1 ng 2h Most sensitive, when sensitized Complex reagent preparation, To assecss purity of protein
method) with glutaraldehyde prior to unstable reagent preparation
staining
Silver (acid method)  (.6-1.2 ng 90 min Few steps Less sensitive than alkaline silver  To assess punty of protein
Simple reagent preparation stain method preparation
Zinc S ng 2540 min No fixation step Multiple steps when toning Peptide sequencing, antibody
Elution of unstained protein reaction intended development
Nile Red 100 ng As little as 6 min Rapid UV light box and camera required  Routine work
for documentation
Calconcarboxy lic 10 ng (during 30-70 min Migration of stained proteins Simultancous staining is kess Routine work
acid clectrophoresis) during electrophoresis sensitive than post staining
25 ng (post
electrophoresis)
Eosin Y 10 ng 30 min Antigenicity of the stained protein  Transilluminator required Antibody development
retained
Procion blue 100 ng 1.5 h s1aining Proteins in gel can be quantitated  Time consuming Quantitation of proteins
48 h destaining
Amido Black >100 ng 24h — Less sensitive —
Fast Green FCF 200 ng 2-4h — Less sensitive —
A 0-1000 n
Limite de 9
Détection détection Dynamique SYPRO Ruby
Bleu de Coomassie 100ng 300 Acidic Silver Nitrate
Alkaline Silver Diamine
Argent 200pg 7
RS Colloidal Coomassie
Fluorescence 10-100pg 10000
Coomassie Blue
DIGE (pre-coloration) 250pg 10000 Zinc-Imidazole
1 )
Autoradiographie 1pg 20 0 200 400 600 800 1000

Protein amount (ng)



Le bleu de Coomassie se lie aux acides
aminés basiques (principalement
I'arginine, histidine) et aromatiques.

(+) pas de saturation
(-) faible sensibilité

SYPRO Ruby
: 9

Fluorophore de type Ruthénium.

Interaction non-covalente
(réversible), électrostatique et
hydrophobe avec les protéines.

A =610 nm

«'speckles »

(+) pas de saturation, trés sensible
(-) onéreuse, « speckling », non visible
(excision de spot), « photobleaching »

AgNO3

AgOH + NH; — Ag(NH,),OH

Réduction (formaldéhyde) des
cations Ag* en argent métal.

Les groupes amines de la
lysine et les résidus soufre
des cystéines et méthionines
réagiraient avec les cations

(+) sensibilité élevée

(-) saturation 67



Révélation des protéines: sensibilité des méthodes de coloration
Nitrate d’argent (AgNO3)




150 pg de protéines
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Gain de résolution:
diminuer le gradient de pH

Gammes de pH commercialement disponibles:

Broad Range
=10

o L s e
Marrow Range

]

=10
=T

Wicr Bange
30-5 1
47-50
5 5.7 —

G.d-5.3 H
)

S9p UONN|0S9Y




Gain de résolution:
diminuer le gradient de pH

Narrow-range IPG strips

pH 3 »10 pH4

»10 NL p!3




Gain de résolution:
diminuer le gradient de pH

Pour les protéines basiques (pH 7-11): cup-loading




Gain de résolution:
diminuer le gradient de pH

Pour les protéines basiques (pH 7-11): cup-loading.
Effet du Vh et de I'électroendosmose inversée.

65000Vh | 85000Vh B 105000Vh

10% 2-propanol

15% 2-propanol
+ 5% glycerol

130000Vh 100000Vh




Gain de résolution:
diminuer le gradient de pH

Pour les protéines basiques (pH 7-11): cup-loading.
Effet de positionnement de la « cup ».

' ST S————2

H 7-10 cup at cathode (pH10)

i
v

»

._‘:‘; 7. ’ -
-
¢
ad '

-—

T

pH 4-7 cup at anode (pH4) pH 4-7 cup at caiode (bi—l?) pH 4-7 in-gel rehydration




e
-

Gain de résolution:
diminuer le gradient de pH

Narrow-RangeP""-"— ;‘_:

Résolution de
améliorée et d
de spots détec

\
.




Gain de résolution:
diminuer le gradient de pH

pl MW
1000000 e T (kD)
.' - - )
- il . 1Y %7
’ g 5 : ! 1 66
100000 §
ol
o v
P e 45

S

10000 4

theoretical MW (log)

1000

Leptosphaeria maculans

100

3 4 5 6 7 & 9 10 11 12
theoretical p/

Net gain en résolution des
protéines acides.

Protéines basiques
récalcitrantes a la 2-DE.

pH7-10, cup-loading




Gain de résolution:
diminuer le gradient de pH

Gammes de pH commercialement disponibles:

Broad Range

-k e e e s
3-10 nanlinear (ML)

Marrow Range
]

o

r=10

4—T

Micrs Bange
30-5 1
47-50
5 5.7
53-8.3

)

S9p UONN|0S9Y

@
[ ]



Gain de résolution: | |
diminuer le gradient de pH Micro-Range IPG strips

79

pH 3.9-5.1 > pH 4.7-5.9 > pH556.7 » pH 6.3-8.3

v



Gain de résolution: | |
diminuer le gradient de pH Micro-Range IPG strips

80

pH 3.9-5.1 > pH4.7-5.9 > pH556.7 > pH 6.3-8.3

v



Gain de résolution: | |
diminuer le gradient de pH Micro-Range IPG strips

81

L
pH3.9:5.1 > pH4.75.9 >  pH556.7 » pH 6.3-8.3 >




Gain de résolution:
augmenter la taille des gels

11 cm

Grands gels en routine:

24 x 20 cm

Possibilité de faire des trés grands
gels (mais pas en routine !):
70x20cm

) bl
%
e
1 & ~
| /




Gain de résolution:
utiliser des gels a gradient

Objectif:

récupérer les protéines de
PM trés hauts (>100kD)
et trés bas (<10kD).

Toutefois, dans ce cas, ce
n’est pas efficace.




Nvantages ot
Jialtes de la 20k



Limites:

Faible représentation des protéines de haut PM (> 100 kD)
Faible représentation des protéines de bas PM (< 10 kD)
Faible représentation des protéines hydrophobes et/ou basiques

1000

100

Mr / kDa

Arabidopsis thaliana

10

Avantage:

4 6 8
theoretical pl

10

12

85

Permet de séparer les isoformes de protéines si les modifications affectent la charge et/ou le poids.

14



Modification post-traductionnelle (PTM):

modification chimique d’'une protéine, le plus souvent

effectuée par une enzy

1-Addition d’un groupe fon
l'acétylation, soit I'addition d'un groy
protéine ;
I'alkylation, soit I'addition d'un group

la méthylation est I'additig

acides aminés lysine ou g
la biotinylation, qui est I'acylation d'l
la glutamylation, qui est la liaison cd
tubuline ou un autre protéine.
la glycylation, qui est la liaison coval
glycine sur la partie C-terminale de
la glycosylation, soit I'addition d'un ¢
hydroxylysine, sérine, ou thréonine,
I'isoprénylation, soit I'addition d'un g
geranylgeraniol) :

la prénylation

la myristoylation

la farnésylation

la géranyl-géranylation
la lipoylation
la phosphopantetheinylation, ou ad
coenzyme A.
la phosphorylation, qui est I'addition
une sérine, tyrosine, thréonine ou h
la sulfation, qui est I'addition d'un gn
la sélénation.
I'amidation en C-terminal.

2-Addition d’autres protéin
I'ubiquitination, qui est une liaison c
acceptrice.

la sumoylation, qui est une liaison ¢
sur une lysine acceptrice.

la Neddylation, qui est une liaison c
lysine acceptrice.

I'urmylation.

il ? Hy N 0 [ vasic b
\‘_</ - :f":‘( 2
- \—<.. F Y~ o ww o B v
o 6 “a =/ Wi, bV Y7 Modification
oz Gg"y Frenylaaning }—/h—\ow Mo datht
Glu ol b oo
o _anrec ea tradiictinn ri- “ﬁ\ /}, t'.:‘."“ H; —{ :N 0";,:?,[;')'
nG . N-giycosyl
Post-translationally modified AA ?%} W=
(basic exemples) Ser &
66 on
MODIFICATION RESIDUE TYPES INVOLVED £
Tyr ;
Cross-linking 2 cysteines => cystine H
Lys & Glu => y-glutamyl-lysine B1ors orseaine WS OH
Cys " 0
113 M il
Phosphorylation hydroxylated AA (Ser, Thr, Tyr) Step B
i Tryptophan :w'_\\u—-‘l ¥
. . RS
Glycosylation O-linked through Ser, Thr s i \
N-linked through Asn (N — X = S/T) G
e
N-terminally blocked pyroglutamic acid }4 on
acylation (formyl, acetyl, farnesyl) Beo e

Other exemples

y-carboxyglutamic acid
p-hydroxyaspartic acid
hydroxyproline

3-Changement de la natur

la citrullination, ou déimination soit la conversion d'arginine en citrulline.

la déamidation, soit la conversion de
l'asparagine en acide aspartique

4-Changement de structure

les ponts di-sulfures qui résultent dans la liaison chimique des groupement SH3

de deux cystéines.

Les clivages protéiques par une protéase d'un lien peptidique.

hydroxylysine
CTTITTITJUE UES dCIUES alTlTES L5400
“.
glutamine en acide glutamique ou de
66 Methione
o =0 Met
CHy HaX o
\ /?'
—_— lm
HEL—5

w  OIn o
OH
=Y
H,

Glutamine


http://fr.wikipedia.org/wiki/Ac%C3%A9tyl
http://fr.wikipedia.org/wiki/Alkylation
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9thylation
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9thyl
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Biotinylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Glutamylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Glycylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glycosylation
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Glycosyl&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hydroxylysine&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Isopr%C3%A9nylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/wiki/Pr%C3%A9nylation
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Myristoylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Farn%C3%A9sylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=G%C3%A9ranyl-g%C3%A9ranylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Lipoylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Phosphopantetheinylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphorylation
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Tyrosine_sulfation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Amidation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ubiquitination
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ubiquitine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sumoylation
http://fr.wikipedia.org/wiki/Neddylation
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Urmylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Citrullination&action=edit
http://fr.wikipedia.org/wiki/Citrulline
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=D%C3%A9amidation&action=edit

Phosphoprotéines: Pro-Q Diamond

Pro-Q diamond

e T

ke

Glycoprotéines: Pro-Q Emerald
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CBB Pro-Q emerald
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Avantages et limites de la 2-DE: quantitatif mais reproductibilité limitée

Répétitions biologiques/techniques

Variations dues aux fournisseurs:
méme extrait, IPG strip pH 4-7, 24 cm




- Extraction de protéines (broyage plus ou moins fin, réchauffement possible,
resolubilisation plus ou moins complete)

- Stockage (-80°C, échantillon peut se dégrader au cours des mois)

- Dosage de protéines (pipetage)

- IEF (pipetage, fabricants, lots, réhydratation)

- SDS-PAGE (coulage,temps de polymérisation, temps de migration)

- Coloration (AgNOS3 en patrticulier, temps de développement)

Solution:
Difference In Gel Electrophoresis (DIGE)




larquage des protéies
20 DIGE

(Two-Dimensional
Difference in Gel Electrophoresis)




2-D DIGE: principe (minimal labelling)

N-
0/7" NHS ester
reactive group

®e
protein standard | © Q €] ‘ Protein extract 1 Protein extract 2
LabelwithCy2 \ @ o Label with Cy3 Label with Cys

|
Mix lobeleld extracts

’

434D 466D

Protein separation

Marquage du groupe amine des lysines
1 lysine/protéine est marquée

1-2% du spot est marqué

Pas de changement de charge
(substitution équivalente) L
Faible augmentation du PM (0.5kD) o
Tres onéreux !

Cy2

Image analysis
Data quantitation




Sample 2 - Cy5 Sample 4 - Cy5

AectB8am Filters ® o0 ® g @®
e e i ] Sample 1 - Cy3 i i Sample 3 - Cy3
Mo o [ o ©® d o ® d
_ ® g® ® g©
| o o)
/ ® o Standard - Cy2 e_ @O Standard - Cy2
[ b ® o0 ® ® o0 ®
/ = 0 @ o O Q@ @
[ ) 0\ & &
/ TLIN » . 3 e, © L . 0, ©
2079 ! = o o ]
b i i de e o O
N @ O
o | 4 = o
® 0
- A 532nm A,,580 BP0 Filters o <\J MATCHING L_,,,'> ©
i Gel A Gel B
\'1

/ || BN\ .
Y, ! N\ Comparaison:
‘ = W o W ICy2 <> Cy5/Cy2
Cy5 Anf Hmn')&:.ﬁ;f'o BP20 Filters
N
w /M
.,/ "|'
4 ‘ \
/ \ \\_ <
4 -("/ l\ ‘\\




Effet du
temps
d’exposition

Résolution
100 pm

10 sec

S sec

3 sec

2 sec

Gel 7
DIGE

Gel 8
DIGE
CyDye3

Gel 9
DIGE




A 532/580

Interférence
entre
CyDyes

Résolution
100 pm




Sensibilité

Gel 2
(tech rep gell)
DIGE
50 ug/CyDye

Gel 2
Ruby Sypro
150 ug

Résolution
100 um
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Sample | Sample 2 Sample 3
. 3 o
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Three samples are mixed
& analysed together
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Acquisition de I'image e IR —

fluorescent

.

Calibration (visible seulement):
conversion en DO
proportionnelle aux quantités

Résolution de I'image (24x20cm)):
visible, 300 dpi
fluo, 100 pm

Nombre de niveaux de gris de I'image:
image 8-bit, 256 niveaux
image 16-bit, 65536 niveaux

Resolution Resolution Image Dimensions Total no. of pixels Bit Depth File Size
(dpi) (micron) (pixels) per image (Mb)
100 254 _ 776 x775 597 x 10° 8 06
200 | 127 1553 x 1550 241 x10° | 8 27
300 84 67 2329 x 2325 541x10° 8 53
100 254 776 x 775 5.97 x 10° 16 1.2
200 127 1553 x 1550 241x10° 16 48

300 84.67 _ 2329 x 2325 541 x10° 16 10.6




Traitement d’image

Mesurer les quantités de protéines.

e height [

de)



Traitement d’image: effet de la profondeur

8 Bit (256 niveaux) vs. 16 Bit (65536 niveaux)

Pixel Intensitv

Pixel Intensity
x 103

Pixel Position

Une profondeur plus importante permet a un pixel d’étre représenté par un plus grand nombre de couleurs ou de
niveaux de gris.

Plus les niveaux de gris seront élevés, meilleure sera la séparation des spots du bruit de fond, et meilleure sera la
détection/quantification. 104



Traitement d’image: effet de la résolution

Une résolution plus élevée signifie que plus de pixels et donc plus de données sont disponibles pour I'analyse .

105



Traitement d’image: effet de la résolution

Chevauchement:
« Mauvaise reproductibilité de détection

« Mauvaise quantification
« Multiples protéines dans le méme spot (« cross-contamination », identification MS)

wepez) ose .

sulBEV @O

‘ 481 RN
: IX; 16| 2! 5-pl.

4 2300320 BIG| 2! S-PIE | 3EK
¥ blof 0} Be[-exboLf-1wgBeA3 1L

¥ blof 0} Be[-exboLf-1weBeA]" AL

Favoriser: ; 3
- grands gels / Y
- gamme de pH étroite

Révélation: pas de saturation (AgNO3)

106



Traitement d’image:
effet de la saturation, optimiser la dynamique

En optimisant la dynamique, il est important d’éviter les effets de saturation
— la saturation apparait lorsque les niveaux de gris atteignent le maximum
— aucune donnée quantitative valable ne peut étre générée a partir d’'un spot saturé

— iy a un effet sur la normalisation.
(c)
! -
-

(@) (b)
Y

v / "2a

Dynamique de I'image

Utiliser au maximum la dynamique de I'image sans aller jusqu’a 0, ni 100%

65535

0 N onn ﬂa n(\

J\«J\WVJ\M»\W Aawﬂ\wwﬂrﬂw N\J\mﬂ

=TT




Traitement d’images: exemples de gels inexploitables




i Softwara Company Yearof Comments Platforms Images supported
arrival
1 Dalta 2-D DECODON 2000 Save-disabled evaluation  PC (Windows 98, ME, 2000, TIFF (8, 12 and 16 bit),
hitp:/fweans.decodon.com version available MT), Linwe, Sun Solaris, JPEG, EMP, GIF, PNG.
Mac 05X
2 GELLAB 11+ Scanalytics 1944 Trial version available PC (Windows 95, NT) TIFF (& bit)
hittp: fweaw scanalytic s.com/
3 Malania Ganeva Bisinformatics N/AY 20 day fully functional trial ~ PC (Windows 35, 98, TIFF (8, 16 bitl, GIF,
http:/fweane.qenabio. com version available 2000, NT) Biorad Zcan
4 PO Quest Bio-Rad Lab{ Procédure LNT),  TIFF (8, 16 bit
hitp/fwan _ FPC
5 Phoretic2-0  Monlinear Dy Allgneme_nt des Imistges ] TIFF (8, 12 and 16 bit
Advanced  httpy (Conversion des pixels en DO)
hittp Elimination du bruit de fond
51 AlphaMatch  Alpha Innotel Détection des spots ! TIFF 8,12 and 16 bit)
2-0 http:i/alph Quantification des spots
52 Image Master Amersham B Appariement (« matching ») des spots | 2000, TIFF (212 and 16 bit)
20 B hitp/iw4 Normalisation
53 Investigaor  Genomic 3ol Exportation des quantités pour analyses statistiques [P0 NTI - TIFF {8, 12 and 16 big
HT Analyzer WAL BN o o O oOgTT aaTe s AT
B Proganesis Monlinaar Dynamics 001 Special hardwara and PC (Windows 2000) TIFF (8, 12 and 16 bit)
hitp:/fwaw. nonlinaar.com softwara requiremants
hitp:/ e phoratix.com
7 23 Compugen 000 21 day fully functional PC (Windows 98, 2000, NT)  TIFF (8, 12 and 16 bit),
hitp:/fwenw . 2dgels.com trial wersion availabla JPEG, BEMP, GIF, PNG,
GEL, FLT
B Protaomea- Dafinians (Munich, Garmany) nn2 21 day fully functional trial ~ PC (Windows 2000, XP) TIFF (8, 12 and 16 bit),
Weaver version available JPEG, BEMP, GIF, PNG,

GEL, FLT




Traitement d’images: alignement des gels

Etape semi automatisée.
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Traitement d’images: alignement des gels | ' il " y ,_;,,_._,1

Etape semi automatisée. 1}
9T ee"  progenesis |
nonlinear samespot U f
) | ‘!

N \‘A

Variations qualitatives (absence/présence) , ‘ e
et quantitatives (augmentation/diminution). b ' 38 i

Ex.: variations entre especes ' . 4 Y] !




Traitement d’images: alignement des gels

Etape semi automatisée.

Progenesis

®0e
nonlinear samespot

Variations qualitatives (absence/présence)
et quantitatives (augmentation/diminution).

Ex.: variations entre traitements




Contrairement a la transmission,
la densité optique (DO) est
proportionnelle a la concentration
en protéine.

DO=-log(l/10)
DO(A+B)=DO(A)+DO(B)

La conversion en DO

doit étre faite avant la

soustraction du bruit de

fond.
o
[
>
o
(@)]
X
(&]
]
oM

Original image

subtracted before

OD conversion

Transmission

oD

4.5

3.5

15 7

0.5 T

50
Transmission

-

100

20%

40%

60%

80%

100%

40%

60%

80%

100%

Gel 1
(low background)

Gel 2
(high background)

OD: 0.69

OD: 0.22

0.47

/

Il
OD: 0.92

OD: 0.36

L 0.56

;

OD: 0.36

OD: 0.36

OD: 0.00

0.36

/

OD: 0.00

0.36

1.61

0.92

0.51

oD

0.22

0.00

0.92

0.51

0.22

113

0.00



Etape completement automatisée cependant I'utilisateur peut éditer (ajout/suppression, modification
des contours) les spots.

Comporte une étape d’élimination du bruit de fond.

Probleme 1: Quantification incorrecte des spots
Inconsistance de la détection

.

»

»

@ |

-

06-0055 Cy3

06-0059 Cy3

08-0083b C...

06-0061a C...| | 06-0065 Cy5

»

»

’

@.

-

06-0069 Cy5

06-0142 cy3

06-0146 cy3

06-0150 cy3 | | 06-0130 Cy5

C!N

»

»

|y

[

06-0134 Cy5

06-0138 Cy5

06-0129 CY2

06-0137 CY2| | 06-0264 CY2

»

"

"

-

"

06-0268 CY2

06-0272 CY2

08-0230 CY2

06-0234 CY2| | 06-0238 CY2

» Norm. Vol.

_
CIGIEE ] ] |

Spot : 1276

> Gels

Cela tend a augmenter la variance du volume du spot, avec pour conséquence:

« Reéduction de la puissance statistique

— Accroissement du nombre de faux négatifs

114



Traitement d’images: détection/quantification

Probleme 2: Faible nombre de répétitions

Les répétitions sont nécessaires pour distinguer les vraies différences d’expression des fluctuations dues
au hasard mais plus de repétitions signifie plus de données manquantes a cause des erreurs de
détection et d’appariement.

Spots «

Ret. Spot c05_0545..] c05_0547..] c05_0548..| c05_0549..| c05_0550..| c05_0551..] c05_0552..] c05_0553..
Spot 1 Spot Spot Spot Spot Spot Spot Spot

2400 2400 2400 | - 2400 2400 2400 2400 2400
I ) ) N O )
9313 9313 9313 - 9313 - 9313 9313 9313

9314 9314 s34 - 9314 - - : 9314

9315 9315 9315 - 9315 9315 9315 9315 -

2405 2405 2405 - 2405 2405 2405 2405 2405
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Application de la méme bordure de spot a tous les gels: SameSpot

™ | ™
' [}
)
i » | |
06-0055 Cy3| | 06-0059 Cy3| |06-0063b C...| |06-0061a C...| | 06-0065 Cy5 06-0055 Cy3_war...| |06-0058 Cy3_war...| |06-0063b Cy3_wa..| |06-0061a CyS_wa..| |06-0065 CyS_war.
06-0069 Cy5| | 06-0142 cy3 | | 06-0146 cy3 | | 06-0150 cy3 | | 06-0130 Cy5 08-0089 CyS_war...| |06-0142 cy3_war...| [08-0146 cy2_war...| |08-0150 cy3_war...| [08-0130 Cys_war.
06-0134 Cy5| | 06-0138 Cy5| | 06-0129 CY2| | 06-0137 CY2| | 06-0264 CY2 08-0134 Cy5_war._| |08-0138 Cy5_war | |0s-0128 cvz_war | [08-0137 cv2_war_| |06-0264 Cv2_war
06-0268 CY2| | 06-0272 CY2| |06-0230 CY2| | 06-0234 CY2| | 06-0238 CY2 06-0268 CY2_war. | |06-0272 Cv2_war | |06-0230 Cv2_war. | [06-0234 Cv2_war._| [06-0238 CY2_war
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Spot: 1276 Spot : 36

Analyse traditionnelle Analyse SameSpots
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Traitement d’images: appariement

Gel référence

« master »
gel fictif ou

Gel 1 . Lt
e " el ot o o o . COo-migration

Gel-objet ‘

Gel n

appariement a réaliser plus ou moins de maniere automatique.
Aucun logiciel n’est meilleur que I'ceil humain !

Cependant, étant donné le nombre de spots considéres

(2000 x 50), l'assistance informatique est indispensable.

o9 ] .
*09%00 Progenesis

nonlinedr samespot

Progenesis :
tous les gels présentent la méme

« grille » rendant 'appariement inutile.

117




Corriger les variations de charge du gel (mauvais controle de la concentration de protéine déposée ou de la

coloration).
=> Les volumes des spots sont normalisés, en général division par un facteur traduisant le niveau de coloration

du gel.

Plusieurs méthodes de normalisation:

1. Prise en en compte du volume de la totalité des spots détectés, appariés ou non.
Pb: Le rectangle dans lequel cette somme est faite doit étre défini de maniere identique dans tous les gels.
Possibilité de déterminer une zone de calibration différente de la zone de détection par programmation hors
logiciel 2D.

2. Prise en compte de tous les spots présents dans tous les gels.

Avantage: a priori seulement de vrais spots, mémes spots pour tous gels.
Pb: risquent d’étre peu nombreux dans les analyses a grande échelle.

3. Normalisation par rapport a une liste de spots connus d’avance.
Pb: ne doivent pas étre trop peu nombreux.

4. Normalisation par rapport a un gel de référence:
pour tout gel-objet, calcul de la médiane ou moyenne du rapport vol,./vol,,; pour tous les spots appariés
dans les 2 gels.
Avantages:
- ne dépend pas de la précision de la délimitation de la zone d’intérét.
- permet un calcul sur un grand nombre de spots.
- sélection possible des spots ni trop gros ni trop petits pour la calibration.
- ne prend pas en compte les spots a variation qualitative. 118



Une fois normalisées, les quantités de protéines peuvent étre exportées sous forme tabulée pour les

analyses statistiques.

Master

Gel 1 00 000000000000 0000000000000000000000000000000000000000000000

Gel n

Spot 1

00 00000000000 0000000000000 000000C00COCOCFOCNOINIIGIIGIO

Spot n
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Statistiques: dispositif expérimental
Les sources de variation

» Variations techniques
 Variations liées a la migration 1D et 2D: dépendent de la série
 Variations de coloration : dépendent de la série (AgNO3)

« Variations liées a la préparation de I'’échantillon: peuvent dépendre de la série aussi (solutions,

tampons, centrifugations...)

» Variations biologiques
* Variations entre individus subissant le méme traitement
* Variations entre individus subissant des traitements différents

La variation liée a la série est importante: en tenir compte dans le dispositif
Idéal: tous échantillons dans la méme série.

Possible seulement si les séries sont grandes: pouvoir faire au minimum des séries de 12 gels

Si 'expérience impose plus de gels que de gels possibles dans une série
Ex: 10 traitements A...J, 3 réplicats par traitement

Série 1 Série 2 Série 3

Tous les traitements sont représentés dans chaque série
- S’il y a un effet série, il ne sera pas confondu avec I'effet traitement
- On pourra tenir compte de I'effet série lors de I'analyse statistique
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Statistiques: dispositif expérimental

Série 1 Série 2 Série 3

Si A, B, C et D sont différents des autres, est-ce d{ a la série ou a ces traitements ?

Effet série indissociable de I'effet traitement

Dans la pratique:
- Accidents, gels ratés... souvent cette situation idéale n’est pas atteinte
- Nombre de traitements supérieur au nombre de gels dans une série.
Regle générale: maximum de traitements représentés dans chaque serie

En cas de série supplémentaire contenant des gels ratés dans les précédentes, les accompagner
d’autres gels.

| | E Série 1 Série 2 Série 3 Série 4
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Statistiques: répétitions nécessaires

Tests statistiques: répétitions requises
Répétitions: estimation de la variance résiduelle: la variation non controlée.

Effet traitement significatif :
variance liée au traitement > variance résiduelle.

Répétitions techniques:

Répétitions biologiques:

chaque gel provient d’un individu différent

\

‘ :\\ -,

i A

La variation entre répétitions biologiques contient a la fois la variation technique et la variation biologique:
nécessairement plus grande que la variation technique.

Oy
g

Les tests statistiques sont plus significatifs avec les répétitions techniques mais les variations entre plantes
sont dans la variance traitement et pas dans la résiduelle.
= Sans répétitions biologique, a quoi est due la signification ?

Variations individuelles ?

Variations liées a I'extraction ?

Variation liée au traitement ? 123

=> Utiliser les répétitions biologiques: teste I'effet du traitement



Répétitions non nécessaires quand le facteur

analysé est quantitatif
(corrélations, régressions)

Attention:

- Nombre de points
- Relation linéaire

Volume spot

Pas de répétition biologique
Pas de linéarité
=> Perte de résolution

Dose

Réduction de la variation causée par les variations individuelles
Chaque extraction faite a partir de plusieurs individus

Idéal: plusieurs répétitions biologiques, chacune composée d’'un mélange de plusieurs plantes

Nombre de répétitions
Important : nombre de gels qui serviront a estimer la variance résiduelle.

Empiriquement:

Pas moins de 3 répétitions/traitement

Pas moins de 5 répétitions/traitement s’il n’y a que 2 traitements

Volume spot

807
707
607
507
407
307
207
107
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Les spots reproductibles ne sont pas présents partout: peuvent étre absents dans un ou plusieurs traitements.

Combien de données manquantes tolérer ?

A partir de quand décider qu’un spot est présent ou absent dans un groupe?

Spot 1
Spot 2
Spot 3
Spot 4
Spot 5
Spot 6

Spot 7
Critéres pouvant étre utilisés

1) au niveau du groupe

« est présent dans un groupe de n gels tout spot présent au moins n-x fois » (x=1)
« est absent dans un groupe tout spot présent au plus y fois » (y=0)

2) au niveau de I'’expérience
Spots reproductibles

« Est reproductible dans I'expérience avec G groupes tout spot trouvé au moins G-z fois présent ou absent au niveau du groupe ».

Spots qualitativement variables

Traitement A TraitementB Traitement C

\

}  reproductibles

non reproductible

— J

}  acceptables ?

« Est qualitativement variable dans I'expérience tout spot reproductible dans I'expérience et absent dans au moins un groupe ».



Différentes questions

- 'Y a-t-il des phénomenes généraux qui affectent simultanément de nombreuses protéines ?
- Ces phénomeénes, s’ils existent, peuvent-ils étre expliqués par des variables biologiques ?

- Peut-on mettre en relation la fonction des protéines identifiées avec les regroupements de spots
apparemment co-régulés ?

Matrice des corrélations
Analyse des composantes principales
Classification hiérarchique

- Comment identifier les protéines qui répondent a un traitement donné

Analyses de variance

Les analyses multivariées (ACP, « clustering ») donnent des informations sur la structure des données en
isolant des groupes de protéines présentant des profils d’expression similaires ou opposés.

Les analyses univariées (ANOVA) testent chaque protéine indépendamment les unes des autres. On perd
donc les corrélations entre protéines mais cette analyse est bien plus robuste.

Analyses multivariées et univariées sont complémentaires.
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matrice de corrélation

Permet de vérifier la qualité des données.

Statistiques
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Statistiques: Analyses en Composantes Principales (ACP)

Interprétation des CP.

Représentation des variables (conditions expérimentales).
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Interprétation des CP.
Représentation des individus (protéines).

traitement

PC2 (23.6%)

[

j 129
PC1 (36.4%)



* 850 protéines (lignes)

+ 70 conditions :
segment/stade/trtmt
(colonnes)

Up-regulation

http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm




Statistiques: Analyse en Classification Hiérarchisee (HCA, « clustering »)

T1 12

1-51937_COMT2

2-51129

3-51009_RGGA?

4-50544_FHR

5-51915

6-51919

7-51760

8-51696_PEPCK
51166

18-S0046_SUS2
19-S0370_SUS2
20-50453
21-51298

24-50565_z-est
25-50586_IRL
26-50456_COMT
27-50390_STI1
28-50145_SAM1IS
29-50096_SAM1S
30-50147
31-50058_METS
32-50054_METS
33-50048_PAL
34-50593_HMGS
35-50300_SAMIS
36-50091
37-50007_METS
38-S0068_MTHR
39-50491
40-50333
41-50112_PPB-M
42-51408_TUBa3
43-50424

49-51397
50-50034_UDP-GP
51-51632
52-51733

£2 cAnnA
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L’analyse de variance est une comparaison de moyennes.
Cas le plus simple: analyse a un facteur (ex: le traitement)

L’ANOVA permet de dire s'il existe une différence significative entre au moins la plus petite et la plus grande
moyenne.

Quand il y a plus de 2 traitements, il est nécessaire de faire d’abord une ANOVA avant toute comparaison
individuelle. Méme si un Student est significatif entre deux moyennes, la différence ne doit pas étre considérée
comme significative si TANOVA ne l'est pas.

20 Méme si le t de Student est
[ significatif entre les
15 [ T traitements D et E, TANOVA,
@ T B en estimant la variance
g 10 4 résiduelle sur 'ensemble des

moyennes, peut indiquer
5 qu’aucune différence n’est
significative dans cet essai.

A B C D E

Traitement
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Statistiques: analyse de variance (ANOVA)

L’analyse de variance a deux facteurs
Ex: analyse de I'effet du traitement dans deux
expériences différentes.

Linteraction entre plusieurs facteurs

Ex: analyse de I'effet du traitement dans deux

génotypes

On choisit un modele avec interaction:
Intensité = Trait + Géno + Trait*Géno

20

Intensité

A B C D E

Traitement

O Manip 1 @ Manip 2

L’analyse a deux facteurs permet non seulement
de savoir s’il existe un effet expérience, mais
aussi de mettre en évidence I'effet traitement, qui
serait noyé si on ne tenait pas compte de
I'expérience.

Intensité

A B Cc

Traitement

O Génotype 1 B Génotype 2

Les effets principaux (traitement, génotype) et
I'interaction vont étre testés par TANOVA.

Une interaction significative signifiera que les
deux génotypes ne réagissent pas de la méme
maniére aux traitements
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Trés nombreux modeles possibles
» 1 facteur: effet du traitement
» 2 facteurs: effet du traitement + effet de la série
» 2 facteurs avec interaction: effet du traitement + effet de la date + interaction date/traitement

> Etc...

Résultat
Effet significatif a 1% (P < 0,01)
=> Différence significative au moins entre la plus petite et la plus grande moyenne

Comparaisons entre moyennes
Faire ensuite des comparaisons de moyennes suivant la question posée:
Comparaisons multiples (groupes), comparaisons a un témoin (Dunnet), contrastes...

Attention
- LANOVA ne tient pas compte des variations qualitatives
- Ne pas remplacer les données manquantes
- Toujours vérifier les effectifs quand on a autorisé des données manquantes

Comparaisons multiples

Risque alpha=1%

Test sur 1000 spots Environ 10 spots seront significatifs méme si le traitement n’a aucun effet.

Bonferroni:
Diviser le risque pris pour chaque spot par le nombre de spots analyseés
—=Trés sdr mais perte de beaucoup de vrais significatifs

meéthode FDR (False Discovery Rate, Benjamini et Hochberg, 1995): 134
Accepter que 1% des spots déclarés significatifs soient des faux positifs



Statistiques: verification par observation des profils de protéines

EX. spot 456.
Effet significatif pour traitement.

200000 7

100000

T1©— T2 —@— T3 —8— M —e— S1 —e— S2 —e—

—~ .

_ 135
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Les analyses statistiques fournissent une liste de spots d’intérét. A

A ce stade, que connait-on des protéines ?
- p|
- PM
- présomption de PTM
- intensité (quantité)
- variation en fonction de divers facteurs

Mais ces protéines demeurent inconnues !

PM
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Les spots a exciser sont définis soit manuellement soit
automatiquement par le logiciel d’analyse d’'image.
L’excision ne doit pas étre réalisée a sec (film d’eau
recouvre le gel pour éviter qu’il ne séche ce qui modifierait
sa taille —donc la position des spots- et 'abimerait).

Il est important de ne pas contaminer les échantillons
successivement excises. |l faut donc soit changer de cone
de pipette (excision manuelle) a chaque nouveau spot, soit
soigneusement rincer les cdnes ou l'aiguille (robot).

La taille du céne ou de l'aiguille peut étre adaptée a celle
des spots a exciser.

Il faut exciser au centre du spot, dans la zone la plus
intense, afin de limiter les contaminations par les spots du
voisinage (plus ou moins chevauchant) et de maximiser la
guantité de molécules excisées.

Il est possible d’exciser le méme spot sur différents gels afin
d’augmenter sa quantité, en particulier lorsque la coloration
est trés sensible (AgNO3) et que le nombre de molécules
par spot est réduit par rapport a une coloration moins
sensible (CBB).

Il est important de porter gants, masque et charlotte afin de
limiter les contaminations par kératine.




Identification des proteines: excision automatique
Spot picker

Camera and
light assembly

Rinse station

MPs and
racks




Identification des proteines: méthodes de clivage

Clivages enzymatiques:

Trypsine — lysine K et arginine R
Endoprotéinase Arg-C — arginine R

Endoprotéinase Lys-C — lysine K

Endoprotéinase Glu-C — acides glutamique E et aspartique D
Endoprotéinase Asp-N — acide aspartique D et cystéine C
Chymotrypsine

Thermolysine

Elastase...

Clivages chimiques:

CNBr — methionine M

Acide formique (70%) — proline P et acide aspartique D
CNBr + HFBA — méthionine M et tryptophane W
Hydroxylamine — glycine G et asparagine N

L'efficacité de la digestion dépend de la composition en AA de la protéine a identifier.
On peut ainsi essayer diverses méthodes de clivage si une protéine s’avére récalcitrante a la méthode
utilisée en routine.

La digestion a la trypsine est la méthode la plus fréquemment employée. 141



Identification des protéines: digestion a la trypsine

1 - Décoloration

En cas de coloration au CBB, décolorer les bandes sous agitation douce dans environ 150 yl d‘Ammonium Bicarbonate ( AmBic 25
mM)/acétonitrile (ACN 50%) jusqu’a compléte décoloration (1 a 4 h selon l'intensité de la coloration).

En cas de coloration au AgNO3, décolorer les bandes sous agitation douce dans environ 150 ul de Ferricyanide de potassium (2% wi/v) et
du Thiosulfate de sodium (3,2% w/v) jusqu'a compléte décoloration. Rincer dans 150 ul d’eau environ jusqu’a compléte décoloration en
renouvelant si nécessaire. e
2 — Déshydratation avec ACN

Enlever la solution précédente puis ajouter 150 ul d’ACN.

Agiter doucement pendant 10 min jusqu’a ce que le gel devienne blanchétre.

3 - Séchage

Enlever '’ACN et sécher 5 min au speedvac ou 20 min a température ambiante.

4 — Digestion alatrypsine (coupe lysine K et arginine R)

Reprendre 20 ug de trypsine dans 200 yl d’HCI 1 mM et répartir en 4 tubes de 50 pl.

Noter la date et stocker a -20°C pendant 2 semaines maximum.

Avant utilisation, diluer la trypsine ainsi préparée dans 450 pl d’AmBic 50 mM froid.

Recouvrir le gel de trypsine a 10 ng/ul (10 & 25 pl selon les cas) et laisser gonfler pendant 10 min a 4°C.
Si nécessaire, centrifuger 30 sec pour faire descendre les morceaux du gel au fond du tube puis enlever I'excés de trypsine.
Si nécessaire, ajouter 5 ul bicarbonate d’'ammonium 50 mM.

Incuber une nuit a 37°C.

5 - Récupération Des Peptides Hydrophiles

Ajouter 10 yl d’AmBic 50 mM (ou plus si nécessaire) au mélange de digestion et incuber 10 min sous agitation.

Si nécessaire, centrifuger 30 sec.

Récupérer le surnageant dans un tube ou une microplaque propre.

6 - Extraction Des Peptides Hydrophobes

Ajouter 10 pl de tampon d’extraction (ou plus si nécessaire) au culot et incuber 10 min sous agitation.

Récupérer le surnageant et le réunir avec le précédent.

Ajouter 10 pl de tampon d’extraction (ou plus si nécessaire) au culot et incuber 10 min sous agitation.

Récupérer le surnageant et le réunir avec le précédent.

Ajouter 10 pl de tampon d’extraction (ou plus si nécessaire) au culot et incuber 10 min sous agitation.

Récupérer le surnageant et le réunir avec le précédent.

7 — Séchage et acidification

Réduire le volume par évaporation au speed-vac a température ambiante jusqu’a obtenir environ 25 pl puis ajouter 0,06 yl 'HCOOH par

ul. En cas de volume inférieur, compléter avec de I'eau + 0,1% HCOOH. 142




Identification des protéines: analyse par spectrométrie de masse (MS)

Les deux outils les plus frequemment employes:

MALDI-TOF/TOF nLC-ESI-MS/MS

peptide mixture
embedded in

light absorbing
chemicals (matrix)

@
>e © (&)
pulsed ® @ —%
UV or IR laser detector ©® 8‘ [3)

1.8kV °°e||
o
/ 200°C Electrospray MS-1 Detector Collision
( ionization cell
ol
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A
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/ strong Time Of Flight tube FP2/m2  (GTX)
cloud of  electric P2/m —p F3/m3  (NSTK) — P2/ EHNSTK
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peptide molecules




RT: 0.00-65.08

Reference P {pro) Score Coverage MW Accession Peptide (Hits) % Area

Scan(s) Peptide MH+ DeltaM z Type P (pep) XC DelaCn Sp RSp lons Count Peak Area
N MGG 06197 | Magnsporthe grizes spermidine synthase (335 nt) 4 47E-11 20,23 810 3Fas01 335 220000 B E1

fora K WLYIGGGDGGYLE E 121242403 005121 2| CID 3 24E-06 354 056 10791 1 19024 TEROEE3S4

f 259 K QDYLIF QSTODY GRW 1677 53534 -0534091 2| CID 4 47E-11 466 066 15351 1 22026 05015744
[ MGG_13065 | Magnaparthe grisea hypothetical protein (475 nt) 200E-09 4023 10,50 532187 475 440000 5.32

20 B ADN Y GLHPGEDER L 1456 62321 -024670 2| CIDv 1,14E-05 365 045 10329 1 15626 '336023552

543 R GFYET@SEDESLGGH W 1718,796359 -095967 2| CIDv | 200E-09 0 451 063 16505 1 22025 "3660351 76

Foos K. TSELWIFK .G 937 11480 -005225 2 CID  758E-04| 283 o4z 7TES 17 1214 A 71428704

f 334 FLPANAPELYEELK.T 1472 70735 043291 2| CID 138E-0F 2492 054 11077 1 21024 a73TT0272
B MGE_04944 | Magnaporthe grises hypothetical protein (265 nt) 1,24E-08 20,19 970 273095 268 220000 1.39

faaz R WITAGGY GEACESI E 1249 35972 044509 2| CID 124E-05 376 0g2 18365 1 20024 25391128

14 K GLGHNTGATSOW YR W 1324 42497 052111 2| CID 1 02E-06 307 n5s B39 1 14024 BaT421TI2
M MGG_010585 | Magnaparthe grisea hypothetical protein (249 nt) 187E-05 30,23 9,30 265393 243 12 (120000) g1.03

571 K. W h*F GDEEEGR | 1256 32002 -025063 2| CIDr  1,35E-05 315 055 7954 1 16M5 M 974796500

594 - 607 K.YM*FGDEEEGR. 1256 32002 -1 539224 2| CIDb 625E-04 260 053 55396 1 1215 710190720

i H WM GDEEECR | 1256, 32002 020249 2| CID 282E-06 3,03 n5s 7959 1 16ME ML

) KW M*FGDEEEGCR | 1256 32002 033775 2| CID 2 T1E-04 0 247 ns7 7274 1 1518 FC

T3 K WMFGDEEEGR. 124032510 033213 2| CID 134E-06 295 057 10135 1 16M G 633217664

TE2 - 7B K.VMFGDEEEGE | 124032510 -1 34565 2| CID 2 03E-06 262 037 9330 1 1615 " 504789504

o K. WMFGDEEEGE. 124032510 -035047 2| CID 110E-06 274 047 10012 1 1715 P

G570 R OLETSASAEAYIR A 1425 52607 -050942 2| CID 4 26E-06 355 057 14146 1 17024 627045376

T R DLETSASAEAYIR A 1425 52607 -054555 1| CIb 5 05E-04 226 o40 1959 17 12024 29ET132

fag4 F.OLETSASAELYIR A 1425 52607 -024233 2| CID | 7 44E-06 425 055 20555 1 20024 753491 456

fota F.OLOTSASAEAYIR A 1425 52607 -035780 2| CI 1 87E-03 457 057 189029 1 19424 ML

o4z F.OLGTSASAELYIR A 1425 52607 -0 76674 2| CIDv | 386E-08 321 0E3 15757 1 19024 FC
B MGGE_00081 | Magnaporthe grises hypothetical protein (190 nt) 157E-05 20,15 14 30 19653 8 190  2(20000) 259

7S R AGGGEGEDDCELGISAR Y 139343585 057533 2| CD  1,57E-05 361 045 15373 1 15025 $42274368

M 083 R GPFTIDADGHLE. Y 127635031 067443 2| CID 7 47E-04 0 253 029 5645 1 17622 414653320
b MGG_00305 | Magnaparthe grisea hypothetical protein (417 nt) 926E-05 20,19 6,70 435497 6 417 Z2(20000) 305

fran W PGGEATVFSK .G 1105 26579 -0 64514 2| CID | 956E-05 3,51 053 14429 1 17420 FE5039264

35 W GEEYTGEENGCRTTAISKPGGOATIVPSK .G | 2674 59520 036276 3 CID 2 VOE-04 359 045 4195 1 29105 "E0761 4592

pr- w— \ l 926.3
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Identification tributaire des niveaux d’exhaustivité des banques de séquences et de la qualité d’annotation

des séquences.
Absence de « hit »

< mauvais spectre (faible spot, pb digestion, protéine incompatible avec MS)
< séquence non existante
Que faire si la séquence protéique est absente des banques de données?




Identification des protéines: séguencage de novo

Interprétation manuelle des spectres de masses.

Nécessite beaucoup de temps et une grande expertise.

Nomenclature des fragments peptidiques

b,—

Ch—

Bieman, Roepstorff, Fohimann

NH —%— CH—+CO-+NH-—CH —%—COOH

R

R

n n+1
d, Vv, W —X, Y z
n n n
n> Yn: ¥n dn+1= Vet Wneq
Fragments observés en haute et basse énergie
Fragments observés seulement en haute énergie
zy
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Edman P., 1949 « A method for the determination of amino acid sequence in peptides. »

Archives of Biochemistry 22(3):475.

Principe: Résidu aminé N-terminal étiqueté puis clivé du reste de la protéine sans affecté les autres liaisons
peptidiques. Processus itéré séquentiellement. En routine, 2 a 3 peptides comprenant 10-15 AA sont

sequences par proteine. o
derive

phenylisothiocarbamoyl

pH alkalin
pH 8.0

'\/(_\J\”/ Peptide
O/ AA terminal non chargé

phenylisothiocyanate

H

R solvant

Organique

s .
Q\ )‘\ AH \)HH CF3COCH
C
pH acide N ATZ-AA
O R
dérivé PTH-AA
identifié par chromatographie.

H

Pepnde

A | H
pHlacide

Peptide
R

dérivé

[ s
__,\\\\
X .
\C/NH
”; thiazolinone

VHEE-COOH

W2 - -
Cyecle 1 l_Cnuplmg { PITC )
]
+-B-O-0-@-©-©- coon
Agid

wtleavage
PTH lysine

= h A

NHz {SHL--EHE- cooH

4&\_ ICUupling Cyele 2
w

CH;—CH;— CHy =CH =Mk

|
\-@-O-@-®-®- coon

Cleavage
w
PTH sarine

MHz —w}-@ (] Ej- COOH

Absorbance
—
Absorbance
—

Time " Time
Analysis

Limite: parce que ce procédeé s’amorce a I'extrémité N-terminale d’une protéine, il échouera si ’AA N-terminal

a eté chimiqguement modifié, ou bien caché au sein de la protéine et alors non accessible. Les ponts
disulfures sont déterminés par une autre procédure.
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Identification des proteines:

signification biologique des résultats

9%

ATPsb

1% 1%

2%

H %

HE OO0 aEEEOEOnC ) e.

glycolysis and gluconeogenesis
photosynthesis

electron transport/membrane-associated energy
C-compound and carbohydrate metabolism
amino-acid metabolism

cellular biogenesis

transcription

protein synthesis

protein destination

protein degradation

secondary metabolism

cellular communication/signal transduction
storage protein

stress

cellular transport and transport mechanisms
lipid, fatty-acid and isoprenoid metabolism
tricarboxylic-acid pathway

spermidine metabolism

unclassified protein

unknown protein

fréquence
120
100
80
60
40
20

43.5% des protéines identifiées

07

2 3 4 5
nombre d’isoformes
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