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I. La protéomique

La protéomique désigne la science qui étudie les protéomes.
Un protéome :

L'ensemble des protéines exprimées par le génome dans un systéme
biologique déterminé

Wilkins et al., Biotechnol. Gene.Eng.Rev. (1995) 13, 19-5
Le protéome et exprimé dans :
-une partie d'une cellule (membranes, organites)
- une cellule
-un groupe de cellules (organe, organisme, groupe d'organismes)

-ou un organisme vivant entier...

dans des conditions données et a un moment donné.



Généralités

La protéomique permet notamment :

* la recherche et | ‘identification systematique de | ‘ensemble

des protéines constituant un organisme, un tissu...
Iidentification des protéines constituant un complexe

protéique (interactions proteines-proteines)

* la recherche et | 'identification de protéines impliquées

dans des voies de signalisation par exemple par une analyse

différentielle (sauvage/mutant).



le suffixe "-omique" est de nos jours appliqué a toutes les causes pour
désigner |'étude de systémes a grande échelle. Ainsi, |'étude du génome entier
est connu sous le nom de génomique, celles d'un grand nombre de protéines est de
venu la protéomique, ou encore |'interactomique (étude des interactions), ou a la

transcriptomique (étude de I"ARNm).

ADN
Ensemble
des génes
Génome

ARN Ensemble des ARN
messagers exprimes par un
génome Transcriptome

Schéma des sciences omiques

Protéines Ensemble des protéines
exprimées par un génome Protéome

Métabolites Ensemble des métabolites produits par un
génome Meétabolome

Interactions protéine-ADN, protéine-ARN, protéine-
protéine Interactome




Génomique et Protéomique

Le protéome est |'ensemble des protéines codées par le génome

Les approches Les approches
génomiques protéomiques
< <
Déterminent : Déterminent :
- les séquences d'ADN * 'abondance des protéines,
- les séquences et * les modifications,
I'abondance des ARNm. * les localisation et les

iInteractions.

La protéomique apporte des informations sur les fonctions du génome. Elle
s'inscrit ainsi dans le prolongement de la génomique.
6



Le génome : relativement constant (Le génome humain : 30.000
genes)

(—30.000) Genomics (= 100.000)
ll,[lﬁ‘
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mRNA

transcription

Protcomics

e

modification

Functional protecin Polypeptide chain

* Le protéome ; taille et complexité plus importante

( Chez 'Homme, le protéome total : entre 0,4 et 1,2 106 protéines
différentes).

* Monde dynamique :varie temporellement et spatialement, selon
‘les étapes du cycle cellulaire,

«de la différenciation

et selon les réponses de |'organismes a son environnement ou a
différents signaux biologiques



ITII. Les protéines : synthése, composition et structure.

Matériel génétique = = genes appelé génome

¥

Commande et programme la structure et le fonctionnement de la
cellule.

L'expression des genes correspond a un transfert de l'information

génétique de I'ADN aux ARN, puis des ARN aux protéines :

Les protéines : macromolécules biologiques qui interviennent dans
la grande majorité des processus qui régissent le fonctionnement de
tout tre vivant.

La protéine est composée par l'enchainement de molécules plus
simples : les acides amines.



Chromosome

TEélomeére

entromére

Cellule  — L = taiomare

FPaires de bases

Transcription
et

Traduction
(code génétique)
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Synthése des protéines

-Transcription de la séquence d'ADN codant le gene associé a la protéine
en ARNm.

- Les nucléotides de 'ARNm sont lus par triplets, un triplet appelé codon
va tre traduit en un acide amine ou en une instruction.

La synthése de la protéine (assemblage des acides
aminés) se fait au niveau des ribosomes

Membrane nucléaire

5 ’ L \:‘\\ 3
G P "‘.\‘ vV %
&'tﬂ Cellule ( "

il g ‘
iRl e,
3! isse

\'ﬁédculum
endoplasmique
lisse

L'ARNm se détache et la molécule d'ADN se referme
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La synthése de la protéine (assemblage des acides
aminés) se fait au niveau des ribosomes

Membrane nuc léaire

Noyau

Réticulum
endoplasmique
MK Nojau
( 1?) ! ’
*}‘ \
\\\
C;allule
Réticulum
endoplasmique
lisse .
ﬁéﬁculum
endoplasmique
lisse

11



Composition et structure des protéines

Acides aminés : description physico-chimique.
20 AA communs a I'ensemble des especes, tous différentiables par leur chaine

latérale. Ce radical leur confére des propriétés physico-chimiques
particuliéres. Ces propriétés peuvent etre déclinées en 5 catégories :

Acide - Basique - Neutre - Polaire (ou hydrophile) - Apolaire (ou
hydrophobe).

Minuscules Proline

Diagramme de Venn
des propriétés des
acides aminés

Aliphatiques

--Chargés

" hégativernent

Polaire

% " positivement
Aromatiques

Hydrophobe

12



Composition et structure des protéines

Acide aminé Code a 3 lettres Code a 1 lettre Poids (en g/mol)
alanine Ala A 89,1
arginine Arg R 174,2
asparagine Asn N 1324
aspartate ASp D 133,1
cysteine Cys C 121,2
glutamate Glu E 1471
glutamine GIn Q 146,2
glycine Gly G 7548
histidine His H 155,2
isoleucine lle I 131,2
leucine Leu L 131,2
lysine Lys K 146,2
méthionine Met M 149,2
phénylalanine Phe R 165,2
proline Pro P 1154
Sérine Ser S 105,1
threonine Thr T 119,1
tryptophane Trp W 204,2
tyrosine Tyr Y4 181,2
valine \al \Y 117,1




Composition et structure des protéines

Pour former une protéine, les acides aminés se lient entre eux par
une liaison covalent : la liaison peptidique

Acide aminé (1) “"' Acide aminé (2) W

H H

Dipeptide

14



Structure primaire
Séguence chainée d'acides aminés

Acides aminés

N\

Feuilet plié Hélice Alpha
Structure secondaire
La zéguence d'acides aminés est reliée
par des ponts Hydrogéne

= Feuillet plié

h ¥
r 4
h N
r 4
h Y

Y

Structure tertiaire

Certaines attractions apparaissent
entre les hélices alpha et les pliures
Hélice Alpha

Structure quaternaire
Protéine constituée de plus d'une

chaine d'acides aminés

Les quatre niveaux de structure d' une
protéine

liaison
ionique 8
(pont salin)

E. Jospord (2005)

Interactions entre AA, a
l'origine des structures
protéiques

15



Différentes étapes de |'analyse protéomique

Pour |'étude d'une protéine, il faut:

> Isoler la protéine d'intérét;

fractionnement cellulaire, ultracentrifugation, purification, caractérisation,

dosage...

» Analyser la composition chimique de la protéine ;

composition globale, séquengage, spectrométrie de masse...

» Découvrir la structure spatiale de la protéine ;

dichroisme circulaire, diffraction des rayons X, RMN...

» Corréler la structure a la fonction de la protéine

16



Différentes étapes de |'analyse protéomique

I. Extraction des protéines

Lyse cellulaire

Les principales approches de lyse des cellules font appelle aux techniques
suivantes :

dchoc osmotique : peut suffire a briser la membrane cellulaire de cellules
fragiles).

dAction mécanique : un homogénéisateur a piston permet de briser la
plupart des cellules de mammiferes.

J Emploi denzymes (exp.lyticase) : pour les cellules de plantes, de
levures ou les bactéries ( présence d'une paroi cellulaire tres résistante ).
dLe traitement aux ultrasons : sonication

A Emploi de billes de verre sont envisageables.

17



Différentes étapes de |'analyse protéomique

IT. Purification des protéines

Pourquoi purifier ?

v’ Etudier les propriétés d'une protéine
v’ Déterminer sa séquence en acides aminés

v’ Déterminer sa structure tridimensionnelle

18



Stratégie générale de la purification des protéines

Etapes de la purification objectif

Etape (1) Capture et concentration
Centrifugation, précipitation saline, concentration et le fractionnement
d'ultrafiltration..

Etape (2) : Purification
étapes chromatographiques successives
Electrophorese.....

élimination des contaminants pour
atteindre la pureté désirée et Ia
concentration du produit d'avantage

Etape (3) : Finition

Méthodes de conservations : stabilisation de la protéine d'intérét
Milieu tamponné ;

Congélation en présence dagents

cryoprotecteurs....

19



Stratégie générale de la purification des protéines

Les différences de propriétés physico-chimiques et biochimique des

protéines ( formes,

masses moléculaires, charges ioniques, hydrophobicité et

solubilité.....) sont mises a profit pour les séparer, |' isoler et les purifier.

Charactéristiques

eSolubilité

eCharge ionique

eCaractere polaire

eTaille moléculaire

eSpécificité de liaison

Techniques

1. Solubilisation/précipitation saline

1. Chromatographie par échange d’ions
2. Electrophorese
3. Focalisation isoélectrique

1. Chromatographie d’adsorption
2. Chromatographie en phase inverse
3. Chromatographie par interactions hydrophobes

1. Dialyse et ultrafiltration
2. Electrophorese en gel
3. Chromatographie par filtration sur gel

1. Chromatographie d’affinité

20




Etapes initiales : centrifugation, précipitation aux sels, dialyse

et ultrafiltration

Centrifugation

Principe : séparation des
composés dun mélange en
fonction de leur densité en les
soumettant a une force
centrifuge.

Homogenate
forms

Exemple d'éléments séparés __

en fonction de la force
centrifuge appliquée

|9}

]

Centrifuge
at 500 x g
for 10 minutes
_ .

Supernatant

10,000 x g
20 minutes

100,000 % g

Pellet: Nuclear

fraction

Pellet Mltochondnal

fraction

T
-

(soluble proteins)

(

RS v
%

l
sd,.\

\J 7“
it “‘& ‘ 1) = |
}

1\.

wa’

Pellet Microsomal

fraction
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0 Centrifugation

Différents types de centrifugeuse
selon les besoins expérimentaux

swinging-arm rotor

THE CENTRIFUGE

armored chambar sedimeanting matari al h ﬁ

I
[ / |

in a second type of rator, 2
Swinging-arm rotor,

CELL
HOMOGENATE
bafars
cenfrifugation

refrigeration WAL

Et rotors verticaux ou a angle

fixe ou a godets mobiles.

canfrifugal farce
_— =

- L tube

CENTRIFUGATION

)
o

metal bucket

Marry cell fractionations are done

The metal buckets that held the tubes are
free to swing outward as the rotor turns.

SUFERMATANT
smaller and los

CENTRIFLIZATION dersa componants

PELLET
Iarger and mara
Y dersg com ponant

Farce cenrifuge

—_
. Rotor & godets
- [y m
£ ! -
O
e
Axe de rofation . T
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Etapes initiales : centrifugation, précipitation aux sels, dialyse
et ultrafiltration

Précipitation aux sels

La solubilité d'une protéine en solution agqueuse est fonction de la concentration en sels dissous.
La concentration en sels est exprimé par la force ionigue [
I=1/2 X¢; Z2, ¢; = concentration molaire des espéces ioniques

Z;= charge ionigue

La solubilité d'une protéine a faible force ionique
augmente avec la concentration en sels: Salting in

Protéines agrégées par les interactions ionigues;
Solubilisation

(meilleur solvatation)
Pour des forces ioniques élevées, la solubilité des

@ o (D
protéines diminue: Salting out .

Destahlhsatmn de @
Frotéines s'agrégent par interactions hydrophobes. l'eau organise

Agrégats

Agrégats peu solubles
Contre-ions entourent les charge des protéines,

augmentant leur solubilité.

L'eau est insuffisante pour hydrater aussi les protéines,
qui sortent donc de solution et précipitent.

23



Précipitation aux sels

Effet des sels sur la solubilité des protéines

Courbe de solubilité en fonction de la force ionigque
A

Optimale

Solubilité

Salting in

Salting out

Force ionique 2

La serie de Hofmeister ci-dessous decrit les effets relatifs de differents ions sur la precipitation des
proteéines ou la promotion de leurs interactions hydrophobigues.

precipitation PO, > 50,% > COO > Cl > Br >NO; > CIO, chaotropique

(salting out) NH,* > Rb* > K* > Na* > Cs* > Li* > Mg®* > Ca®* (salting in)

24



Précipitation aux sels

@ @ @ @ La solubilité d’une protéine en solution aqueuse est fonction

Ey?d"rlc?[i:rllw%be de la concentration en sels dissous.
Q@ - : : -
%n La solubilité de différentes protéines a méme force ionique
2 dépend de I'hydrophobicité de chaque proteine.
w0
Accroissement de la force loniqgue détermine un ordre de
@ Q; g précipitation
' ' ' ' ' ' ' L
1 2 3 4 5 6 Forceionique
o4 Le salting out est & |la base de la précipitation fractionné des
% NaCl protéines. Etape grossiére de purification qui peut éliminer
% jusqu'a 50-70% des contaminants. Le sulfate d’ammonium,
0 (NH,),S0,, est le sels le plus utilisé.
Premiére étape
Furifier et concentrer I'échantillon
(NH,),SO, Pas dénaturante
L L L L

L

Force ionique En effet, les ions qui diminuent la solubilité des protéines

stabilisent leur structures natives.

25



Etapes initiales : centrifugation, précipitation aux sels, dialyse
et ultrafiltration

Dialyse

La dialyse permet de séparer les molécules selon leur taille, en utilisant des membranes semi-perméables
dont les pores ont une taille bien définie, inférieure aux poids moléculaire des macromolécules que on veut
garder. Ce poids est le poids moléculaire d’exclusion (molecular weight cut off - MWCO).

Cette technique est utilisée pour:
dessaler un échantillon,
changer le tampon de I'échantillon
ou pour concentrer une solution macromoléculaire (polyethyléne glycol)

: e 4 o © J
\._‘______-__—_____‘____‘__./
Dialyse s ® o ®
> o
O.N.4°C e ®
e o
0
© 0
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Procedes membranaires

L'ultrafiltration (UF) est un proceéde de séparation soluté /solvant.

: l'ultrafiltration

La taille des molécules ou des groupes de molécules retenus par
membrane d'UF va de 0,002 a 0,1 ym. Les constituants arrétés peuvent €tre
des bactéries, des macromolécules synthétiques ou naturelles, des agrégats

moléculaires..

membrane

Tube

)

pom——

S
—
™ ]
-

T

(O

protéine
sels,
petites
molécules

Filtration

\J
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Techniques chromatographiques

Chromatographie par échange d'ions

Dans le processus d'échange d'ions, les ions liés électrostatiquement a un
support insoluble et chimiquement inerte sont remplacés de maniére

réversible par des ions en solution:

Flux de solvant

|

Résine*A- + Protéine- ==Résine*Protéine  + A" '

o ede
i . + ¢ Biles
. — 0 o7 L —decharge
CH,—OH | HO OH CH;—OH 05 0 v o posiive
+ +
HO OH CH.— 0 —R HO OH ', :0 A v ¢ lides de
2 L $ "4, 90— charge
.‘. : . O négative
+ '} ’ 4 ’0. Molécules
DEAE: R = — CH,— CH, — NH(CH,CHj,), . 01T gt libesde
CM:R= —CH;—CO00~ v 9 charge

positive
Echangeur d'anions = gel porteur de charges fixes positives

Echangeur de cations = gel porteur de charges fixes négatives
28



Chromatographie par échange d'ions

:\\ Distributewr
Elangeus \(1

i

l MOMTeur
Conductimétre .y

Schéma d'une chromatographie par échange d'ions
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Chromatographie par échange d'ions




Chromatographie par échange d'ions

«Nombre de charge : peu chargées-—> faiblement retenues—--> élution a faible concentration de sels

trés chargées—> fortement retenues—> &lution a forte concentration de sels

DO

Do?ﬁlnm-- l

D0y o | b

t Ck C

I

. ct _ E

f 0 3

e c Z 0

L ]

S

|j -\

! N
Z : >
| > Fractions (ml)
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Chromatographie par échange d'ions

‘. ’ +"l
une proteine presente .
- une charge positive aux pH < pI g oH
, . ] ] 1 ] ] L ] ] ] ]
- Une char'ge negative aux pH >pl S5l4 5 6§ 7 89 10 11 12

32



Chromatographie par échange d'ions

Sélection du pH et ordre d’élution

pH acide inférieur aux pl des
protéines, interactions

résine échangeuse de cation

Abs Abs Abs fbs

préferentielles avec résine
echangeuse de cation

pH moins acide. Une
protéine negativement
chargée(bleu) interagit
avec la résine anionique et

f;é./

Cation

Surface net charge
o

Q.S_

peut étre séparée des
autres. Alternativement les
autres protéines peuvent
etre séparées avec une
résine anionique, alors gue
la protéine en bleu n’'est
pas refenue.

résine échangeuse d’anion

pH basigue supérieur
aux pl des protéines,
interactions
préférentielles avec
résine échangeuse
d‘anion.

pH moins basique. Une
protéine positivement
chargée (rouge) interagit
avec la resine cationique
et peut étre séparée des
autres. Alternativement
les autres protéines
peuvent etre séparees
avec une résine anionique,
alors que la protéine en
rouge n'est pas retenue.
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Chromatographie par d'exclusion moléculaire

Dans la chromatographie par filtration sur gel, appelée
également chromatographie par exclusion ou par tamisage
moléculaire, les protéines sont séparées selon leur taille et leur

forme.

La plupart des gels sont constitués de dextran (Sephadex),
d'agarose ou de polyacrylamide.

La filtration sur gel est souvent utilisée pour "dessaler” une
solution protéique.

34
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L'ordre d’élution est inversement
proportionel a la masse moléculaire.

Chromatographie par d'exclusion moléculaire

1 : Dépot d'un mélange de deux molécules
(des grosses et des petites) sur une colonne
remplie de phase stationaire.

2 : Les petites molécules peuvent pénétrer
dans les billes du gel car leur diametre est
inférieur a celui des pores du gel. Les grosses
molécules ne le peuvent pas en raison de leur
grande taille; elles sont donc exclues du gel
(d'ou le nom de chromatographie
d'exclusion).

3 : Les grosses molécules ont donc un trajet
plus court a parcourir pour arriver en bas de
la colonne; elles sont donc éluées les
premieres.

4 : Les petites molécules sont éluées ensuite
car elles ont une plus grande distance a
parcourir pour arriver en bas de la colonne.
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Chromatographie par d'exclusion moléculaire

Représentation schématisée du passage de la phase mobile a travers la
phase stationnaire en chromatographie d'exclusion : les lignes fléchées en
rouge, bleu et vert représentent le parcours des molécules de grosse,
moyenne et petite taille, respectivement a travers la phase stationnaire,



Chromatographie par d'exclusion moléculaire
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Différentes étapes de I'analyse protéomique

IT. Dosage des protéines

38



méthode d'analyse physico-

chimique qui permet de déterminer qualitativement et quantitativement des

ions ou des molécules dans une solution. Basée sur la propriété des ions ou

des molécules de pouvoir passer de I'état fondamental a un état excité par

absorption d'un rayonnement de longueur d'onde adéquate.

Absorbance et loi de Beer-Lambert

trajet aptique
| {em)
., , - >
dlEcedy ||.|r|||rﬂ|.|:{‘ TAEACER 1WA Bely
incident €' ntsnaites | g framsmis dintensi g

o -

Sbeatance &m 30 utlon
& 1o concentrationSCmaol /1)

TRANSMITTANCE [ou TRANSHIZSION T =-%— x 100
o

ABSORBANCE jou DENSITE OPTIQUE L
(D.J3.) ou EXTIHCTION =log,, I
(E)

I=lox10k

Loi de Beer-Lambert .

absorbance (3ans unité) trajet optique {cm)
LY »
A=t.lc
X
N .
/ concentration de la substance
coefficient d'absorption moleculaire dans 1a solution (mol /1)

oy coefficient d'extinction molaire
=1 =1 z =1
{Lmol em  oucem” .mol )
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Spectre de lumiére blanche

(Nm)
400 420 500 575 620 800
l l ! | ! | {>
Violet Bleu Cyan Vert Jaune Rouge

Petites Grandes
longueurs d'ondes longueurs d'ondes
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Dosage par la méthode de Biuret

En milieu alcalin, les protéines qui possedent au moins 2 liaisons
peptidiques forment avec les ions cuivre |l (Cu?*) un complexe bleu-

violet dont l'intensité de la couleur est proportionnelle a la
concentration en protéeines.

(absorbance a 540 nm)

Dosage de l'absorption a l'ultraviolet (UV)

Les acides aminés aromatiques absorbent la lumiere dans I'UV. Le
maximum d'absorption a lieu a 280 nm. En mesurant la D.O (densité

optique), on peut calculer la concentration d’une protéine.

Dosage au bleu de coomassie ( réactif Bradford)

Le colorant bleu de Coomassie G250 s'adsorbe sur les protéeines
(avec les acides aminés H K R et aromatiques Y W F) en milieu acide.
Le colorant passe du rouge au bleu (absorbance a 595 nm)

41



Méthodes spectrophotométiques

Dosage par la méthode de LOWRY (LOWRY et a/, 1951).

Le principe repose sur le développement d'une coloration bleue foncée
suite a l'addition a la solution protéique d'un sel de cuivre en milieu

alcalin puis du réactif de Folin-Ciocalteu.

La coloration résulte de la réaction du cuivre avec les liaisons
peptidiques et la réduction de l'acide phospho-tungsto-molybdique par
la tyrosine, le tryptophane et la cystéine. Les espéces réduites

absorbent la lumiere a 750nm.

La concentration en protéines de |'échantillon analysé est déterminée
en se référant a une courbe d'étalonnage établie en employant une

protéine de concentration connue.
42



Dosage par la Méthode a l'acide bicinchonique (BCA)

formation du complexe Cu2+ -protein en milieu alcalin suivie par la
réduction des ions Cu2+ en Cul+. Le taux de reduction est
proportionnel au protéines présentes. Cys, cysteine, try, tyr et les
liaisons peptidiques ont le pouvoir de réduire de Cu2+ en Cul+ en
milieu alcalin. Le BCA forme avec les ions Cul+, en milieu alcalin, un

complexe pourpre, qui absorbe la lumiére a 562nm.
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IIT. Méthodes d'analyse des protéines : méthodes

séparatives et d'identification

> élec‘rrophorése sur SDS-PAGE
> élec‘rrophorése bidimensionnelle
» Chromatographie HPLC

> Spectrométrie de masse
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Electrophorese

Principe

Séparation de solutés chargés par migration dans un champ
électrique. La migration dépend de la charge de la protéine, de sa taille

et du degré de réticulation du gel.

‘I'électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence du SDS (SDS-
PAGE ) (ou I'électrophorése en conditions dénaturante)
toutes les protéines sont chargées négativement, la vitesse de

migration dépend du PM uniquement.

‘Dans la focalisation isoélectrique la migration se fait selon le point

isoélectrique (PI).
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I'électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence du SDS (SDS-PAGE ) (ou

I'électrophorése en conditions dénaturante)

(”)
T 0 i
CH,=CH + (,‘H._,:(‘Hw—('"ﬂ\'H‘*('I'{._,-“I\'H'-f-(‘”('H:(‘H:
Acrylamide N,N'-Methylenebisacrylamide
i SO,
(0] (0] 0 o)
(!—NHz g—NHz (“'-f|\'H (Ll—NH2
—(‘H,_,-—("Il*CHZ—(le—CHQ—(llH—(‘ll;,- (['u — CH2—(IJH—(‘Hg'—(“II~—
()’:('—I?'H ():('—;’I\"Il
(l‘H._) ?I) ﬁ) ?I) (',‘H._,
O=C-NH C—NH, (')‘—NHZ (|3—NH2 ()=(|,‘~NH

|
—CH,—CH—CH,;—CH— CH,—CH—CH,—CH—CH,— CH— CH,— CH—
' 2
C—NH

I
0

Réaction du polymérisation du l'acrylamide catalysée par le
persulfate dammonium (APS) ; Générateur de radicaux libres et
TEMED ; stabilisateurs des especes radicalaires.

Un gel de polyacrylamide est caractérisé par :

b
r= s = 100 (%)
- . . (@) Masse en acrylamude en gramme

= Facteus de peticulaticn (Crosshnke ) ) Volame e ml

x NN (% C= L
a+t
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Sodium dodécyl sulfate ou SDS: CH,-(CH,),,-0-50;" Na*
Mercaptoéthanol: OH-CH,-CH,-SH

Protéine native Protéine dénaturée

+ SDS
+ p-SH

Charge Masse Masse de
et masse globale chaque chaine
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Direction of
electrophoresis

Hectophoeis || 7

—_—

" rPOfousgel
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(SDS-PAGE ) (ou l'électrophorése en conditions dénaturante)

Sample
Sample /
wells
Cathode | : — A
B/ \ Buffer It
R = |
Plastic BT ol
1 gel de séparation frame I SOE iR e B
(MIGRATION ou RESOLVING) Sille S e o,
tampon Tris/HCI pH 8.8 Anode R g e |

Polyacrylamide de 8 a 16%
(selon la taille des protéines)
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(SDS-PAGE ) (ou l'électrophorése en conditions dénaturante)

Sample application Protein concentration Separation of proteins
and start in the stacking gel in the resolving gel
=
5 S
. Large pore size
= stacking gel
= Z ’ pH 9.5 SRR ERE Small pore size
s o4 3 (239583 resolving gel

POVINID0O S0 0
aeesesssosses

|

I

;

15X

i

|
Tris=CI™
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Lorsqu'on a applique le courant, les espéces négatives vont migrer vers l'anode (+)

le pI de la glycine 6.5:
Peu chargée dans le gel de concentration (pH 6.8)

Trés chargée dans le gel de séparation (pH 8.8)

Dans le gel de concentration (Stacking)

ans le gel de concentration (pH 6.8, acrylamide 4 — 7.5 %) . les espéce négatives sont:

Les ions chlorure (trés mobile)

Les protéines (mobile, chargées négativement par le SDS)

La glycine faiblement chargé (peu mobile)

Les 1ons chlorure avance trés rapidement.

Derriére eux. on trouve une zone sans transporteur de charge. (protéines)

S'1il v a peu de charge. 1l v augmentation du potentiel électrique qui force la migration de
la glycine et des protéines qui vont stacker au front de migration des ions chlorure.

On obtient ainsi de trés fines bandes de protéines

Glycing
* \ <:> Protéinge Glveink
Dans le stacking = Protéing




Dans le gel de séparation (Resolving)

Lorsqu'on arrive dans le gel de séparation (pH 8.8 polyacrylamide 8-16%) les
espéces négatives qui vont migrer somnt:

Les ions chlorure (tres mobile)

Les protéines (chargés par le SDS) sont ralentie (% acrylamide plus important)

La glycine est chargé (trés mobile)

Les protéines (plus grosses). sont maintenant les espéces les plus lentes.
La glycine passe devant les protéines

Les protéines arrivent en MM
meémes temps dans la gel de
migration et restent sous

formes de fine bandes. +++ f,;
< Protéing La  migration se  fait — Ny
= Glycing principalement en fonction = . /

I Cr de leurs masse moléculaire X
— -/




(SDS-PAGE ) (ou l'électrophorése en conditions dénaturante)

tai:.-‘m Gy~ Gwmy- | sons Ghycines Gh"m Ghy . ions Glycine
v Gy Gy~ Gly Gly lents 3 pH 6,8 _ ¥ Gy Gly lents & pH 6,8
Yoy oy ¥ i %';r' =4 =
G .G} Protéines '}rﬁlr Fromit
"E} BN Carenocs Gy - ol Gly~ Gly™ dioms
o S d'électrolytes Ghy~  GlyT ¥ ¥
i _ v o Bém Protéines portées
o oo L= e _| par le front dYions
or - o |a
* a Cl'cl [ rapide
= | ar a# pH G,8
a HE,8 pHE.8
4' pH9 o pHO
(= ci- CI”
CAYCE prend de I"avance et laisse un (B} Les jons ghycine avancent quand
vide ionique dans legquel les protéines rreErme un pewu; lewr front de migration
n'avancent plus guére. portent les protéines pour lesquelles
la glycime est le seul &lectrolyte
disponible -> concentration des protéines
en une bande.
- Gy~ =
iy ey A ___PH6,8
— Gy~ Glb:;lr_ Gly ™ Gly~ pPH9
S iy ary- G iy S
El:-" Gy~ Gly”
Gly Gy~ @ Gly~ Gy~
o n?ugﬂ @ 63'3{:1 _____ pHG.8 O . O
Gly~ pHS

G'bl'_ Gly~ Gy Gly™ l

l Gly™ Gly~ l
Gl

Qe @ ¥

=) St o

(C) A I'interface entre le gel de concentration

et le gel de séparation, les iomns glycine
deviennent beaucoup plus mMmobriles et le front
dions dépasse les protéines, maintenant
concentrées en une bande.

(D) Les protéines ont maintenant assez
d’é&lectrolytes de part et d"autre pour se
separer selon leur poids moléculaire.
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Exemple de profil électrophorétique : séparation des protéines de
lactosérum camelin

70

30

25

e

T
-~
"

kDa  MT cc 1

Figure 23. profil électrophorétique sur SDS-PAGE ( a 15 7% d'acrylamide) du lactosérum camelin
obtenu a différents valeurs de pH de précipitation des caséines (MT : marqueur de taille, CC :
caséine cameline, de 1 a 5 : échantillons de lactosérum a pH 4,6, 4,5, 4,4, 4,3, et 4,3 a 30-35°C

respectivement).



Exemple de profil électrophorétique : Comparaison des protéines du lait
bovin et camelin.

30

2 B

20

15

10

kDa MT Lv IC cv CC

Figure 24. Profil électrophorétique sur SDS-PAGE (a 15%) d'échantillons de lait bovin et camelin et
de caséines bovines et camelines. (MT : marqueur de taille, LV : lait de vache, LC : lait de chamelle,
CB : caséine bovine, CC : caséine cameline).
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électrophor‘ése bidimensionnelle (2DE)

-Premiere séparation selon le point isoélectrique (Pi) :
isoélectrique

focalisation

- Deuxieme séparation en fonction du poids moléculaire.

= =2 10O
: . . ol =1 - plA
17 dimension == -ZIDO : =
= C-
>
*
depdt

pH range __J | e eeimmimmiey )] )

QPP —  reEEICEEe e @

2¢¢ dimension

Molecular weight
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Electrophorése bidimensionnelle (2DE)

|

-

%\.»
-
Depot de I’échantillon Enlever la protection du gel Placer le « strip » au contact
protéique avec gradient de pH immobilisé de I’échantillon

- ",g

N

s

/i

Couvrir le « strip »

Placer la solution de migration



1st Dimension: 2nd Dimension:

Isoelectric gel rod rebuffered SDS Polyacrylamide
Focusing in SDS buffer Gel Electrophoresis
= sample )i ~ pH10
pH 10 ' it bl Bik |
’ = 2 TS5 . s
~_" g Q g ® & & . . .
o Q. (=N B !
ig 8 k) 5 . . - ®
:4' ot w l 2 '. * . e
&= o ° .
;"_'E' Cg\‘: | % L4
= g L
: ) ot
pH3 | B et R

Fig. 24: The principle of the classical high-resolution 2D electrophoresis according to O Farrell
(1975) and Klose (1975).
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électrophorése bidimensionnelle (2DE)

Le « strip » de gradient de pH est
place en haut du gel SDS-PAGE

« Le SDS dénature les proteines et
les charges négativement

* (migration seulement selon Ila
masse), 2éme dimension
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L ;

: : 2 Direction de'la migration
Protéines d’intéreéts éluées o

F it ol

v ¥y |

i

Aliquotes dénaturés
L ' J 2o I 4 Log PM
r
-
Conservation a - 20 °C N Ik
i . 4
w —
$ - RF
: A 52
Master I Biotechnologie Alimentaire —INATAA (2013 -2014) « Protéomique» M. GAGAOUA Umv. Constantine 1/INATAA '
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Chromatographie Liquide Haute Performance en Phase
Inverse (RP-HPLC)

RP-HPLC : (de I'anglais Reversed Phase-High Performance Liquid
Chromatography ) est une technique qui permet la séparation des
molécules en fonction de leur différence d'affinité pour une phase

stationnaire apolaire et une phase mobile plus au moins polaire.
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La phase mobile : mélange entre un solvant acqueux et organique.
Solvant Acqueux : Les acides carboxyliques perfluorés, I'acide
trifluoroacétique (TFA) et heptafluorobutyrique (HFBA) ....
Solvant organique : L'acétonitrile et méthanol le plus souvent) en
proportion variable.
La phase stationnaire : particules sphériques de silice poreuse greffées par
des chaines alkylées,aliphatique, (C4, C8 ou C18). qui conférent a la phase

stationnaire un caractére tres hydrophobe

Bille de silice

reffée C18
g Interaction hydrophobe

[R-, peptide*]

Interaction
électrostatique




Quant la phase mobile est trés polaire (donc peu hydrophobe), les
molécules hydrophobes vont établir des interactions hydrophobes
avec la phase stationnaire et ainsi €tre adsorbées.

La concentration en solvant organique dans la phase mobile est alors
augmentée, graduellement, pour atteindre une hydrophobicité plus
élevée que celle de la phase stationnaire provoquant la désorption et

I'élution des molécules hydrophobes.

Se—"WW SN
p - /\-}:&fz; ”/’ \ \
\ n\p{ R “
A }
. matrix AW
rqQan \‘/\.._ ‘ N
organic / \ -'

VAV
solvent L A0 b
’;‘.-‘v\\‘\ '

-

Desorption
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Schéma de principe
d'une chaine d'"HPLC

Reésevoir de solvant

dicateur de
pression et déhit

Pompe et

yiib
Systeme d'injection

L

Colonne

Systeme
d'intégration et
d'impression

Détecteur

Détecteur iy 1 11 e o

m TI

=
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Asalamses ey

2k ¥R LN o

Exemple de profil chromatographique obtenu sur une HPLC en
phase inverse.
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Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une méthode d'identification de la matiére qui
repose sur la détermination des masses atomiques ou moléculaires des especes
individuelles présentes dans un échantillon.

Les appareils qui mettent en ceuvre cette technique sont des spectrometres
de masse. Ils se répartissent en 5 catégories distinctes suivant leur
conception. Certains utilisent, aprés ionisation, des champs électriques et
magnétiques, d'autres uniquement des champs électriques. Les appareils sont
utilisés seuls ou, le plus souvent, en aval de techniques séparatives (e.g.
chromatographie en phase gazeuse).

La technique est trés répandue en raison de son couplage possible avec
d'autres techniques (polyvalence) et de son extréme sensibilité.
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Principe

La spectrométrie de masse (MS) est une méthode de
mesure des rapports masse sur charge (m/z) de molécules

individuelles et ionisées et de leurs produits de fragmentation.

Plusieurs informations sur le composé traité peuvent étre obtenues :
v’ sa masse moléculaire ;
v'La masse des fragments de ce composé ;

v’ une appréciation quantitative de ce composé.
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Un spectromeétre de masse
mesure la masse de molécules isolées

Pour cela, le spectrométre de masse doit assurer les opérations
suivantes :

1- Volatiliser
Séparer les molécules les unes des autres : on passe de 1’état de matiére
condensée a un état gazeux.

2- Ioniser
Transformer les molécules en 1ons, car un spectrometre de masse
fonctionne grace a des champs électriques.

3- Mesurer les rapports m/z
La masse moléculare est calculée a partir
du rapport masse (m)/charge (z).
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Principales étapes de I'analyse spetrométrique

Introduction de M Source | M= oal Détect
.. . - o Analvseur q{ Détecteur
1'échantillon M d’1ons :

Ordinateur »

1. Faible quantité d’échantillon M introduit dans une - volatilisation puis ionisation
2. Accélération des ions formés sous I'action d’un champ électrique qui

accroit leur énergie cinétique

3. Séparation des ions en fonction de leur rapport m/z en étudiant leurs

trajectoires dans des champs électriques et magnétiques

4. Détection des ions en sortie du spectromeétre de masse par un détecteur

sensible aux charges électriques

5. Traitement du signal pour obtenir un spectre de masse



Plusieurs types de source d'ions , d'analyseurs et détecteurs sont disponibles

. Analyseurs
Sources d’ionisation
lonisation El (Electronical Impact)
Petites molécules volatiles Analyseurs Résolution Gamme m/z
lonisation Cl (Chemical lonisation) et non thermosensibles
Quadripéle (Q) 2 000 8 000
lonisation FAB (Fast Atom Bombardment)
lonisation LSI (Liquid Secondary lon) Magnétique (EB) 20 000 20 000
molécules < 6000 Da
lonisation LD (Laser Desorption) Temps de vol (TOF) 20000 500 000
Trappe ionique 5000 6 000

Cyclotron a résonance
des ions (FT-ICR) 1 000 000 4 000

Les source d'ions , analyseurs et détecteurs existants peuvent €tre associés de
maniere différente et ainsi créer une grande variété d'appareil.

Spectromeéetres de masse commerciaux

Q

E1/CI
BE
FAB
TOF

—
" | IT
ES/APCI
FT-ICR

un temps de vol est facilement compatible avec une source de type MALDI alors que les
sources ESI sont compatible avec les analyseurs quadripole et trappe ionique 70




Spectrométrie de masse appliquée aux biomolécules:

'Source ! ‘:‘":;:z%lgl‘gs 1 Détecteur et
dion 1] [Lvass : J ll' Data System

Maldi Quad-Trappe 1onique ETP
ESI (2D. 3D. Orbi) MCP
Quad-Tof
Tof
Triple-Quad
Tof/ Tof
FTICR
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La technique de la désorption laser assistée par matrice MALDI

La technique MALDI utilise en général un faisceau laser pulsé émettant dans
I'ultraviolet (U.V.) ou I'infrarouge (I.R) pour désorber et ioniser un mélange matrice
/échantillon co-cristallisé sur une surface métallique (appelée cible).

L'énergie est restituée en partie et transférée a |'échantillon qui sera alors volatilisé

et ionisé par transfert de protons pour former des ions mono ou dichargés de type
[M+nH]™.

Analyte-matrice

/ LASER
ionosataion, évaporation

désorption & de la matrice

. -~ . -
)

Analyte sous
forme protoné

Plague métallique

72

Principe de l'ionisation en MALDI



Tonisation par électrospray

* ElectroSpray ionization
= ionisation par électrospray
+ échantillon en solution

production de gouttelettes chargées a partir de l'analyte
dissout en solution

+ évaporation du solvant, diminution de la taille de la gouttelette

+ désintégration des gouttelettes : micro-goutelettes plus
chargées

+ ions désolvatés -> spectrométrie de masse
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cone de Taylor

Une solution est pulvérisée dans une chambre. Un courant de gaz sec (N,)
évapore progressivement le solvant

Un potentiel de quelques kV est applique a la sortie du capillaire ce qui permet de
charger les gouttelettes

Les gouttelettes chargées (de plus en plus petites) sont dirigées par un champ
électrique vers ["analyseur

Schéma du principe de I’lonspray.
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Contre électrode Echantillonneur
(qq 10 V) l
Codne de
Taylor Bourgeonnement

des gouttelettes
—55 Oy
Echantlllon o9 oo

en solution

Vlde poussé

I l (10'6 mbar)

Evaporation U 00 N, pom paf_:]e
du solvant - o :
Fission qes

gouttes a la n+
limite de Rayleigh [M + n H]
Formation d’ions désolvatés par
répétition des 2 processus
préceéedents

Pression atmosphérique

Les gouttelettes chargées et désolvatées, sont ensuite séchées par un flux d’azote
chauffé circulant a contre courant, entrainant une série d’éclatement de la goutte et
des ions en phase gazeuse sont finalement produits



L'électrospray permet d'obtenir des ions en phase gazeuse a partir d'ions
en solution, a pression atmosphérique. Ce qui permet I'analyse de mélanges
directement en solution et de couvrir une gamme de masse assez large, en

générant des especes multichargées provenant des molécules.

Avec l'arrivée en continue des échantillons en solution, I'électrospray
peut étre couplé avec la chromatographie liquide haute performance
(LC/MS) ou avec |'électrophorése capillaire (CZE/MS).
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1200 1400

Spectre de masse du peptide a, (164-207) analysé en LC/MS, (ESI/Q).
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100004
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45292
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1
1000
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Mass (mz)

Spectres de masse du du peptide a, (164-207) analysé par

MALDI-TOF.
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45000 4
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Spectres de masse d'une fraction peptidique analysé par
MALDI-TOF.



II. Analyse de la séquence par fragmentation (MS/MS)

Cette technique permet d'identifier la séquence d'une protéine ou d'un
peptide par des opérations successive de mesure de la masse, une fragmentation
des molécules analysées et une deuxiéme mesure de la masse des fragments
obtenus (MS/MS).

Melange Selection Fragmentation Mesure des fragments
complexe d’ ions d"un ion d”un ion de I" ion sélectionnea

l l l l

cellule de )
d ions |~ analyseur 1 > i » analyseur 2 |—=Dé&tecteur

Es| Quadripole /' Quadripole
Trappe a ions TOF
MALDI TOF FTICR /
- 4. ¥ i’
Vapeorizer / Lonizer Séparer Me=urer le‘s rapperts m/=
obtention d” ions séparation des ions en Tr;la:l_;nbfor'ma‘rlim
- - un Couran

en phase gazeuse fonction de m/z en pics de masse
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> Les fragments N-terminaux sont obtenus en rompant la liaison peptidique et en conservant
la charge de l'ion sur la N-terminale du peptide :

les fragments primaires obtenus a basse énergie sont de types a, b, c et les fragments
secondaires obtenus a haute énergie de type d.

> les fragments C-terminaux sont obtenus en rompant la liaison peptidique et en conservant
la charge de l'ion sur la C-terminale du peptide :

les fragments primaires obtenus a basse énergie sont de types x, y, z et les fragments
secondaires obtenus a haute énergie de type v et w.

ces fragments sont notés avec un indice qui précise le nombre de résidus portés par l'ion
fragments.

Les spectres de fragmentations peptidiques a basse énergie donnent majoritairement des ions
de sériey et b.

3?.3_ 3"3 E_af Ee 3"2 Ez 3_(_1_ ‘—"1 Z4 H

R1 0 IR2 0O RSO R4 O
L I T R R T R

NGOG S G E e Co
HHEHH HOH HH

a, by ¢ a bz C; a ba Ca

Schéma théorique de la fragmentation d’un peptide 80



des ambiguités lors de l'interprétation des résultats;

*impossibilité de distinction des AA isobares (Leu, Ileu),

‘masse tres proche (Lysine et Glutamine) et certaines combinaisons de résidus de
masse égale a celle d'un autre résidu.

* Cela nécessite de distinguer les AA par I'étude de la fragmentation de leur
chaines latérales (ions de série d) par spectrométrie de masse en Tandem a haute

énergie.



FIN
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