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Lecon 3

e Purification des protéines

e |'analyse des protéines

- Mesurer la concentration

- Electrophorese sur gel de polyacrylamide
- Séquencer des protéines

- Détection avec des anticorps

- Spetrométrie de masse

- Structure tridimensionnelle
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Purification des protéines

Ver rond Mouche des fruits
(Caenorhabditis elegans) (Drosophila melanogaster)

Combien de protéines différentes est-ce qu'il y a
dans un organisme?

< 1’000 1°000-10°000 10°000-100°000 > 100’000



Diversité des protéines

Organisme: Nombre de genes

Ver rond 19'000 _
(Caenorhabditis elegans)

Mouche des fruits 14'000
(Drosophila melanogaster)

Humain 25'000
(Homo sapiens)




Diversité des protéines

Organisme: Nombre de genes

Ver rond 19'000 _
(Caenorhabditis elegans)

Mouche des fruits 14'000
(Drosophila melanogaster)

Humain 25'000
(Homo sapiens)

Comment est-ce qu’on peut extraire les protéines

d'un organisme?



Premiére étape: extraction de la protéine de la cellule
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Premiére étape: extraction de la protéine de la cellule
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Pellet: Microsomal
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nucleus, membrane

petites organelles
(e.g. mitrochondrie)
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(e.g. microsomes)

Comment est-ce qu’on peut séparer une protéine spécifique dans

un mélange de protéines?



Méthodes pour la purification des protéines

Méthode:
Chromatographie par gel-filtration
Chromatographie par échange d'ions

Chromatographie d'affinité

Principe de séparation:
Taille
Charge

Affinité spécifique



Méthodes pour la purification des protéines

Méthode: Principe de séparation:
Chromatographie par gel-filtration Taille

Chromatographie par échange d'ions Charge
Chromatographie d'affinité Affinité spécifique

Exemple:

lysozyme myoglobin alcohol dehydrogenase



Méthodes pour la purification des protéines

Méthode: Principe de séparation:
Chromatographie par gel-filtration Taille

Chromatographie par échange d'ions Charge
Chromatographie d'affinité Affinité spécifique

Exemple:

lysozyme myoglobin alcohol dehydrogenase

- Séparation des protéines basé sur la taille



Chromatographie par gel-filtration: séparations

fondée sur la taille des protéines

colonne de
chromatographie

D



Chromatographie par gel-filtration: séparations

colonne de

chromatographie

fondée sur la taille des protéines

Billes poreuses

(polymere) \ .

Les petites molécules
peuvent penétrer les
billes, mais pas les
grosses

$

Les grosses molécules
s'écoulent plus vite

Flow direction



Chromatographie par gel-filtration: séparations

fondée sur la taille des protéines

Protein

sample ~__

Molecular
exclusion

gel

joooy ouo o



Chromatographie par gel-filtration: séparations

fondée sur la taille des protéines

Carbohydrate
polymer bead —__|

Small molecules
enter the

aqueous spaces
within beads
Protein
sample
P ~H Large
molecules
Molecular cannot enter
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3
— —_—
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Chromatographie par gel-filtration: séparations

fondée sur la taille des protéines

HIV protease

Alcohol dehydrogenase

Quelle protéine migre la plus vite?



Méthodes pour la purification des protéines

Méthode:
Chromatographie par gel-filtration
Chromatographie par échange d'ions

Chromatographie d'affinité

Principe de séparation:
Taille
Charge

Affinité spécifique



Chromatographie par échange d’ions

Billes avec des groupes

chargeés
Positively charged \
protein binds to CH,
negatively charged . C/
bead E|2 . Ez 2 \&H .
\C/ \C/ \C/ -
|: - H, H>
agarose 0 dagarose
Carboxymethyl Diethylaminoethyl
: » (CM) group (DEAE) group
‘ \ ; (ionized form) (protonated form)
' Negatively charged
, protein flows
Q through
‘ @ Les protéines sont
a l 3 separées sur la base de

v leur charge globale



Chromatographie par échange d’ions

&2 5

i

or L
agarose O

Carboxymethyl

(CM) group

(ionized form)

Aminoacides chargés positivement: bleu
Aminoacides chargés négativement: rouge

Quelle protéine migre la plus vite?



Méthodes pour la purification des protéines

Méthode:
Chromatographie par gel-filtration
Chromatographie par échange d'ions

Chromatographie d'affinité

Principe de séparation:
Taille
Charge

Affinité spécifique



Chromatographie d’affinité

Glucosebinding C 3 Billes avec des groupes
etver @ on | D)) <« chimiques (par exemple
beads 1 glUCOSe)

QQ% <« __Une qui a une
S~ affinité pour le glucose

se fixe sur la colonne

Comment peut-on dissocier la

protéine fixée?



Glucose-binding
protein attaches
to glucose
residues (G) on
beads

Glucose-binding
proteins are
released on
addition of
glucose

Chromatographie d’affinité

X i
[

C—

Billes avec des groupes

/f;’“\
%:é/ chimiques (par exemple

glucose)

__Une qui a une

G

J-
Addition of
glucose (G)

o
o
&

affinité pour le glucose
se fixe sur la colonne

Comment peut-on dissocier la

protéine fixée?



e Purification des protéines

- Chromatographie par gel filtration
- Chromatrographie par échange d'ions

- Chromatographie d'affinité

f‘> e |'analyse des protéines

- Mesurer |la concentration

- Electrophorese sur gel de polyacrylamide
- Séquencer des protéines

- Détection avec des anticorps

- Spetrométrie de masse

- Structure tridimensionnelle



Mesurer la concentration

solutions avec protéine

Comment peut-on mesurer la concentration

d'une protéine?



Mesurer la concentration

Intensity of
incident
light

A A

N
VY

Lamp Monochromator

longueur d'onde
spécifique

Box 3-1 figure 1
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company
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La loi de Beer-Lambert

intensité de la
lumiére sortante

absorption 1 coefficient digmétre de
d'extinction I‘éprouvette

\
/ /
j’ﬂ t

, concentration

intensité de la
lumiére incidente



La loi de Beer-Lambert

intensité de la
lumiére sortante

absorption 1 coefficient d‘lgmetre de
d'extinction I'‘éprouvette

\ '7
/ /
B = lg Il —

I 0
/ concentraﬂon\

R intensité de la
peut etre lumiére incidente

mesure
valeur spécifique

pour chague protéine



Un spectre d'absorption

Typical Protein UV Spectrum
5

.4
0.3

2

ADsorpance

0.1

o A

d44 260 260 300 430 J40

nim

Quels sont les aminoacides qui absorbent le plus fort la lumiere a

une longueur d'onde de 280 nm?



Coefficient d'extinction des aminoacides

H (0] (0] (e} (0] (0]
I H 0 H 1 H i H n
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Coefficient d'extinction des aminoacides

°r Tryptophan
Coefficient

5 | Aminoacide:
v d’extinction (g):
= 4&
8
= Tryptophane 5500 M'1cm
w 3L
<

2 Tyrosine 1490 M-tcm-d

Tyrosine
1L
0 L

230 240 250 260 270 280 290 300 310

Wavelength (nm)
Figure 3-6

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Calcul d’un coefficient d’extinction

MKALIILGFLFLSVAVQGKVFERCELARTL
KKLGLDGYKGVSLANWLCLTKWESSYNT
KATNYNPSSESTDYGIFQINSKWWCNDG
KTPNAVDGCHVSCSELMENDIAKAVACA
KHIVSEQGITAWVWKSHCRDHDVSSYVQ
GCTL

structure de la lysozyme séquence primaire de la lysozyme

Comment est-ce qu'on peut calculer le coefficient d’extinction

de la lysozyme?



Calcul d’un coefficient d’extinction

MKALIILGFLFLSVAVQGKVFERCELARTL
KKLGLDGYKGVSLANWLCLTKWESSYNT
KATNYNPSSESTDYGIFQINSKWWCNDG
KTPNAVDGCHVSCSELMENDIAKAVACA
KHIVSEQGITAWVWKSHCRDHDVSSYVQ
GCTL

structure de la lysozyme séquence primaire de la lysozyme

e(lysozyme) = 6 x g(tryptophane) + 5 x g(tyrosine)
=6 x 5500 + 5 x 1490
= 40450 M-1cm™1



Mesurer la concentration de la lysozyme

Dans une solution aqueuse avec la protéine lysozyme on a mesureé

une absorption de 0.65. Quelle est la concentration de la protéine?

?

L]

.

h‘ *

» .

— -
— E i
. L4

- * Q

.-"

Diameétre de la cuvette = 1cm

structure de la lysozyme e(lysozyme)= 40450 M-1cm?



Mesurer la concentration de la lysozyme

?
/ \
0.65 lcm

g(lysozyme)= 40450 M-tcm1
structure de la lysozyme

E 0.65
C = e D mmmmmeieee- =1.6-105M =16 uM

g - d 40450 - 1



Analyser plusieurs protéines dans un échantillon

Comment peut-on voir si on a une ou plusieurs protéines dans une

éprouvette?



e Purification des protéines

e 'analyse des protéines

- Mesurer la concentration

:> - Electrophorese sur gel de polyacrylamide
- Séquencer des protéines
- Détection avec des anticorps
- Spetrométrie de masse

- Structure tridimensionnelle



Electrophorése sur gel

charge négative (-) charge négative (-)

O D~ a° N
oS @G - Mixture of i
97 9 80%" | macromolecules champ
o o9 électrique

Electrophoresis | ', 7
> | SO~

_ gel poreuse

/

charge positive (+) charge positive (+)

Méthode la plus importante pour déterminer la composition d’'un échantillon de protéine



Gel de polyacrylamide (‘filet de péche’)

Fine plague de polyacrylamide i T w
\/[kNHZ F \)km/c\”)v

Un gel de polyacrylamide est
chimiquement inerte et peut étre
préparé par polymeérisation
d'acrylamide

acrylamide bisacrylamide
réaction de l initiée par
polymerisation un radical

CONH; CONH, CONH; CONH,
0O

NH
i Liaison croisée

0 NH
CONH, CONH, CONH, CONH,



Electrophorése sur gel

puits pour placer les

solutions de protéines
(A) P (B) charge négative (-)

_ Mixture of
macromolecules

Electrophoresis
Direction of >
electrophoresis

_ Porous gel

/

Appareil d'électophorese charge positive (+)



Electrophorése sur gel (PAGE = polyacrylamide gel electorphoresis)

(A) / (B) charge négative (-)
~— a° ;
WS RIS - Mixture of
9 #9507 macromolecules
g/ Q-3
Electrophoresis |, 2
Direction of > | 302 N7
electrophoresis SN
_ Porous gel 4
/ A 2.0/ 95 B( b
\ 2 Qo C DN bl

charge positive (+)

v = Ez/f v: vitesse de migration
E: force électrique
z: charge nette de la protéine
f: coefficient de friction (taille de la protéine, gel)



SDS-PAGE: SDS polyacrylamide gel electorphoresis

Na*
SO5™

e Les molécules de SDS se lient aux

=

protéines (interaction non-
sodium dodecyl covalente)
sulfate (SDS)  ® Environ 1 molecule SDS par 2
aminoacides
e Les protéines sont dénaturées
e Toutes les protéines sont chargées

Sodium d((;cll)esc)yl sulfate N égat ive me nt



La mobilité dans le SDS-PAGE est

proportionnelle au logarithme de leur masse

Myosin 200,000

B-Galactosidase 116,250

Glycogen phosphorylase b
Bovine serum albumin

Ovalbumin

Carbonic anhydrase

Soybean trypsin inhibitor
Lysozyme

2)

marker
1 2
ofL_f L _f]
=
E____ 3
97,400 || ———
66,200 || ———
45,000 || ———
E___ 3
31,000 | e
21,500 | o——
14,400 | em—
@

m, Unknown

standards protein



La mobilité dans le SDS-PAGE est

proportionnelle au logarithme de leur masse

marker
1 2
70 Sur un SDS-PAGE les ofL_f L_f]
60 protéines sont séparées
— . . Myosin 200,000 || D
o : uniquement en fonction yosin
- - i
de leur taille B-Galactosidase 116,250 || e
40 — Glycogen phosphorylase b 97,400 || e
S Bovine serum albumin 66,200 | —
< 30} Ovalbumin 45,000 || e
)
(7)) A
g Carbonic anhydrase 31,000 || e
20 Soybean trypsin inhibitor 21,500 || —
Lysozyme 14,400 | e
une échelle
logarithmique ®
M,  Unknown
I I ) standards protein

100""02 024 06 08 1.0

Relative mobility



Mass (kd)

La mobilité dans le SDS-PAGE est

proportionnelle au logarithme de leur masse

marker
1 2
70 Sur un SDS-PAGE les ofL_f L_f]
60 protéines sont séparées
— . . Myosin 200,000 || D
0 : uniguement en fonction yosin
- > i
de leur taille B-Galactosidase 116,250 || e
40 — Glycogen phosphorylase b 97,400 || e
Bovine serum albumin 66,200 | —
30 — Ovalbumin 45,000 || ==
Carbonic anhydrase 31,000 || e
20 Soybean trypsin inhibitor 21,500 || —
Lysozyme 14,400 | e
@
M,  Unknown
I I ) standards protein
% 02 04 06 08 10
Relative mobility Comment peut-on visualiser

une protéine?



Coloration des protéines apres électrophorese en

utilisant du bleu de Coomassie

e Une quantité de 0.1 ug de
protéine peut étre détectée

e Des protéines avec une
différence de masse de 2%
peuvent étre séparées (e.g. 50
et 51 kDa; 10 aminoacides)




Electrophorese avec beaucoup de protéines différentes

45_

21-

14’

Comment pourrait-on améliorer la résolution des protéines

sur un gel SDS-PAGE?



Electrophorése en deux dimensions d’un

échantillon de bactérie Escherichia coli (E. coli)

1¢re séparation

——
— =
- e
S - |- -
- =
— i~ - ———
- - —“ SE—— - .
= 2 - RN S e g
roe -y - &

g — - — -
C - - eag ——— v " .- ‘.
O o g s e R - - - -
o . : R R Sy
- g - = - . T - -
'lc-UJ ...._._’ - ———— .. -———r - - v ‘
; o, T e "L.—'
| - = - e T - . ~ et ——— w
© e - . :
- - . T - - - -
Q. - . - T = S T e o= s c - -
N - - - - L g
) S S P =3
v s - -.:- . -— e _ - Sl
- - - e - - X - -
GE) . o ¥ - ? ?’z -~.:.‘- .. - .. “.-..h V‘
- - - -— - - o
-Q & - - - —~ —
N - \ =
- - i -
< - - -
- i -
i - -
gt - L - - _ -
- - —
- Rk
—~—
- -



1¢ere séparation

Avec quelle propriété

physique pourrait-on

séparer les protéines
dans la deuxieme

dimension?

—
(103 D) IN[

boo

8

2¢Me séparation



1¢re séparation

Isoelectric focusing
gel is placed on SDS
polyacrylamide gel.

Séparé sur la base
de la taille

Second
dimension

SDS polyacrylamide
gel electrophoresis

—
[102D) D) D))

Séparé sur la base
du point isoélectrique

Quel est le point
isoélectrique?

2¢me séparation






Focalisation isoélectrique

Le point isoélectrique (pl) est le pH auquel la charge globale d'une

protéine est égala 0

An ampholyte C )

Re A
solution is pH9 ©
incorporated
into a gel.
I
a
o
&
§ ﬁ
v]
@
o
pH3 ©)
A4 .4

A stable pH gradient

is established in the

gel after application

of an electric field.

Protein solution is
added and electric
field is reapplied.

®

\
|
\/

I
\
®©

r

®

After staining, proteins
are shown to be
distributed along pH
gradient according to
their pl values.

(U

e Un gel avec un gradient de
pH est préparé

e Les protéines migrent dans
un champ électrique et
s'arrétent dans la région ou
leur charge globale est

égale a 0.



Focalisation isoélectrique

protéines avec le méme point
isoélectrique, pl (p.ex. pl = 8)

\

pH:9 8 7 6 5 4 3
Low pH II
-)

i

slab

SDS—polyacrylami
=




Electrophorése en deux dimensions d’un

échantillon de bactérie Escherichia coli (E. coli)

1¢ere séparation (point isoélectrique)
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e Purification des protéines

e 'analyse des protéines

- Mesurer la concentration = quantifier une protéine pure
- Electrophorese sur gel de polyacrylamide = analyser des

protéines dans un mélange

:> - Séquencer des peptides et protéines
- Détection avec des anticorps
- Spetrométrie de masse

- Structure tridimensionnelle



Séquencage des protéines

Tyr-lle-Ser-Cys-Thr

Comment pourrait-on déterminer la composition en

aminoacides d'un peptide ou d'une protéine?



Composition en aminoacides d'un peptide

1. Hydrolyse du peptide Tyr-Leu-Ser-Cys-Thr

avec de l'acide chlorhydrique ‘
(HCI, 6 M), 100°C, 24 h oy
2. Séparation des Tyr Thr
Cys

aminoacides par
chromatographie
liquide a haute
pression (HPLC)




Chromatographie liquide a haute pression (HPLC)

e Séparation des aminoacides avec une colonne

e L'identité d'un aminoacide est révélée par le temps d'élution

Injection

>= 1 N >
Separation E

Analysis L L

Ser

Y



Shsorbance [ma)

Chromatographie liquide a haute pression (HPLC)

550 |
495 —

440 —
385 —
330 —
275 —
220 —
165 —
110 —

25—

1]

b

Glu

Ser Arg Tyr
gin His (HyTﬁ?E
o .
lle
Val
Met,
e LEII Pro
Hydroxy-Pro
|| M I G S . FLIII_J.-JI-JII.I-

ao:00

I
0z:.0a

I I I I I I I I
0400 0600 0500 10:00 1200 14:00 16:00 1800

Time[mm:zz]

temps d'élution



Les aminoacides peuvent étre identifiés par HPLC

S50 Ser ) Arg Twr
455 — Gin  His g,
440 —] Asp Ala
355 —
=
E 330
bt
= 275 —| Glu
=
2 220
£
165 —
110 — \M u
55 —| J\ i_“__f\_li__“_L A
il
I I I I I I I I ]
o000 0200 04:00 0600 000 10:00 12:00 14:00 1600 1800
Tim e [mm:s=s]
250 - 250
200 L 200
M M
1150 150 |
I 1
1
v v
Y100 mocl,
I
t t
s 80 50 S
I e |
o ~ T 0
] 5 10 15 20 25 30 35



Les aminoacides peuvent étre identifiés par HPLC

S50 ] Ser Arg Twr
455 — Gin  His g,
440 —] Asp Ala
355 —|
=
E 330
bt
= 275 —| Glu
e
2 220
£
165 —|
110 —| \M u
55— J\ i_“__f\_li__“_L A
0
I I I I I I I I ]
o0:o00 0200 04:00 0600 0500 10:00 12:00 14:00 16:00 1800
Tim e [mm:s=s]
250 I - 250
Ser ThrCys  Tyr lle
200 L 200
M M
1150 150 |
I 1
1
J100 100 §
i 1
t t
s 80 50 S
I e | I
o - T 0
] 5 10 15 20 25 30 35

Minutes



Séquence des protéines

Tyr-lle-Ser-Cys-Thr

Tyr
Leu lle-Tyr-Ser-Cys-Thr
Ser m—> Ser-lle-Tyr-Cys-Thr
Thr Cys-lle-Ser-Tyr-Thr
Cys

Thr-lle-Ser-Cys-Tyr

Comment pourrait-on déterminer la séquence

d'aminoacides d'un peptide ou d'une protéine?



Dégradation de Edman (Pehr Edman)

 Biochimiste de Suede

* En 1950, il avait développé
une methode pour
determiner les ségquences
des protéines




Dégradation de Edman (Pehr Edman)

EDMAN DEGRADATION

J Release

>e 606

First
round

Second
round

e Le résidu N-terminal

est
marqué

e Le résidu marqué est
séparée

e |'identité du résidu est
analysé par HPLC
(chromatographie a

haute pression)



Dégradation de Edman

isothiocyanate
? nun
EDMAN DEGRADATION @_ H, N>/J\ )H(ASP—Phe—Arg—GIY
Ne + Z N
e = H H
OO s Hsc 0
Labeling
First Labellng
round

Release >/H\ )\[(Asp—Phe—Arg Gly
) [j T.

De 606

lLabeling

D>@O-@0 o

Release
l H H
M 7 Q >/K . )“‘\”/Asp—Phe-Arg-c;y
2
(0]

peptide amputé
d'un aminoacide

l Release

aminoacide
libéré



Les aminoacides libérés peuvent étre identifiés par

(chromatographie liquide a haute pression) HPLC

ASOMENCE [M A

S50

440 —|

330 —

|
I —— —~1—|—_A_'__l | / LA A
|
0 25 l
Sel N Arg Tyr
n His TS
Asp AL’l ™ Y Ala
Wal ™
275 — Glu
220 —
165
55 J\ Ji_lL,/\_lL_“_h\MLlL—IU

110 —

Phenylalanine



Séquencage des protéines entieres

Peut-on séquencer des protéines entieres par la

méthode Edman?

MKALIILGFLFLSVAVQGKVFERCELARTL
KKLGLDGYKGVSLANWLCLTKWESSYNT
KATNYNPSSESTDYGIFQINSKWWCNDG
KTPNAVDGCHVSCSELMENDIAKAVACA
KHIVSEQGITAWVWKSHCRDHDVSSYVQ
GCTL

structure de lysozyme séquence primaire de lysozyme



Séquencage des protéines entieres

Peut-on séquencer des protéines entieres par la

méthode Edman?

Environ 50 aminoacides peuvent étre séquenceés

Limitation:

Dans chaque étape, seulement environ 98% des protéines
liberent le résidu N-terminal

- La proportion des aminoacides libérés 'correctement’ aprées 60

tours est de 0.3 (= seulement 30%)



Cliver des protéines sur des aminoacides spécifiques

MKALIILGFLFLSVAVQGKVFERCELARTLKKLGLDGYK

TPNAVD
GCHVSCSELMENDIAKAVACAKHIVSEQGITAWVWKSHCRDHDVSS

YVQGCTL

ALIILGFLFLSVAVQGK
VFERCELARLGLDGYK

TPNAVDGCHVSCSELMENDIAK
AVACAKHIVSEQGITAWVWK
SHCRDHDVSSYVQGCTL



Cliver des protéines sur des aminoacides spécifiques

Meéthode chimique

bromure de
cyanogene
O
H
N + CNBr /
Ry R; "

Methionine Homoserine
lactone



Cliver des protéines sur des aminoacides spécifiques

Méthode enzymatique en utilisant des protéases (p.ex. trypsin)

Iysme lysine
or

arglnme arglnlne

PO SN




Exemple: Clivage de la protéine lysozyme avec de la trypsine

MKALILGFLFLSVAVQGKVFERCELARTLKKLGLDGYKGVSLANWL
CLTKWESSYNTKATNYNPSSESTDYGIFQINSKWWCNDGKTPNAV
DGCHVSCSELMENDIAKAVACAKHIVSEQGITAWVWKSHCRDHDV

SSYVQGCTL ‘

M

ALIILGFLFLSVAVQG ATNYNPSSESTDYGIFQINS

VFERCELAR WWCNDG

TL TPNAVDGCHVSCSELMENDIA
AVACA

LGLDGY QQ/SFEQGITAWVW

GVSLANWLCLT

WESSYNT DHDVSSYVQGCTL

Comment est-ce qu'on pourrait établir I'ordre de ces segments?



Exemple de séquencage

La protéine lysozyme est clivée en deux réactions séparées:
- trypsine

- chymotrypsine (clive les polypeptides apres les aminoacides Phe, Trp, Tyr

lysozyme lysozyme

+ +
trypsin chymotrypsin

Deux groupes de segments peptidiques sont obtenus



Exemple de séquencage

Clivé avec trypsin:

M
ALIILGFLFLSVAVQG
VFERCELAR

TL

LGLDGY
GVSLANWLCLT
WESSYNT
ATNYNPSSESTDYGIFQI
NS

WWCNDG
TPNAVDGCHVSCSELME
NDIA

AVACA
HIVSEQGITAWVW
SHCR
DHDVSSYVQGCTL

Clivé avec chymotrypsin:

MKALIILGF

LFLSVAVQGKVF
ERCELARTLKKLGLDGY
KGVSLANW

LCLTKW

ESSY

NTKATNY

NPSSESTDY

GIF

QINSKW

W

CNDGKTPNAVDGCHVSCSELMENDIAK

AVACAKHIVSEQGITAW
VW

KSHCRDHDVSSY
VQGCTL



Assemblage des segments peptidiques

M ALIILGFLFLSVAVQG VFERCELAR TL LGLDGY
/

P N NSNS NS T
MKALILGF  LF LSVAVQGKVF  ERCELARTLKKLGLDGY

GVSLANWLCLT WESSYNTK ATNYNPSSESTDYGIFQINS

SN OSTE S

KGVSLANW  LCLTKW ESSY NTKATNY NPSSESTDY GIF

WWCNDG TPNAVDGCHVSCSELMENDIA AVACA

QINSKW W  CNDGKTPNAVDGCHVSCSELMENDIAKAVACAKHIVSEQGITAW

HIVSEQGITAWVW SHCR DHDVSSYVQGCTL

VW  KSHCRDHDVSSY VQGCTL



e Purification des protéines

e 'analyse des protéines

- Mesurer la concentration = quantifier une protéine pure
- Electrophorese sur gel de polyacrylamide = analyser des
protéines dans un mélange

- Séquencer des protéines = analyser la séquence primaire

> - Détection avec des anticorps
- Spetrométrie de masse

- Structure tridimensionnelle



Méthodes pour détecter des protéines
basées sur des anticorps

Anticorps = protéines synthétisées par un animal en réponse
a l'introduction d'une substance étrangere

Antigen- (g
binding ®)
>, Site Antigen- Antigen-
¢ binding binding
site

(A)
Antigen- &S
binding #&s¢
site g

site

Heavy
chain

anticorps
anticorps (3D) (dessin schématique)



Les anticorps ont une affinité spécifique pour des

protéines (= )

Fap domain

=84f) F.domain

Le site d’un antigene qui est reconnu par un anticorps est appelé épitope



Génération d'anticorps

Antigen
Antibody-
Immunization Isolate forming cells * 4
, immune cells ('
T - ’ p L
e polycional
3 s —_—_

antibodies
\.\.




Exemple d'une application d'anticorps: Western blot

Avec |la méthode du ‘Western blot’ on peut identifier des protéines

spécifiques sur un gel polyacrylamide

MW 1 2 3 4 56 7 8

(kDa) ‘

97 - a

64- o )

51- e antlcorps
= 3 B ﬁ

39- o —— o — p—

28- -

19-
14- | radioactivité



Application des anticorps exemple 1: Wester blot

Protein that reacts with antibody

y Protein band
t A | detected by
/ specific antibody
|
— Add radiolabeled / Overlay \
= Tosiat S\,[\)/ecg'f antibody. photographic film. S
| Transfer ash to remove
| proteins. unbound antibody. EAposEiand gevelop:
—|— - :
SDS- Polymer Polymer sheet being exposed to antibody )
polyacrylamide sheet film

gel

transfere des protéines anticorps
sur une feuille \

radioactivité



-21.5-

-14.4 -
SDS gel Immunoblot

Figure 5-26¢

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company



e Purification des protéines

e 'analyse des protéines

- Mesurer la concentration

- Electrophorese sur gel de polyacrylamide
- Séquencer des protéines

- Détection avec des anticorps

> - Spetrométrie de masse

- Structure tridimensionnelle




Spetrométrie de masse

Matrix-assisted laser @
desorption-ionization
(1)

time of flight; ol
MALDI-TOF

Electrical field
accelerates ions

Laser triggers
a clock

Lightest ions Detector
arrive at the

Laser detector first

Matrix

Sample \ Protein




Intensity —

Exemple de MALDI-TOF

Insulin
(1 + H)*=5733.9

L + 2 H)?* ‘

R B-Lactoglobulin
(L+H) =18,364

(l+2H)2+ L+ 3 H)3t
(L+3H) 21+ H)" l
"
| , | |
5,000 10,000

15,000
Mass/charge

20,000



Intensity —

Exemple de MALDI-TOF Koichi Tanaka

Prix Nobel
en 2002
Insulin
(I + H)*=5733.9
2+
et g H) B-Lactoglobulin
(L+H)" = 18,364
. g
I | | I
0 5,000 10,000

15,000 20,000
Mass/charge



e Purification des protéines

e 'analyse des protéines

- Mesurer la concentration

- Electrophorese sur gel de polyacrylamide
- Séquencer des protéines

- Détection avec des anticorps

- Spétrométrie de masse

:: > - Structure tridimensionnelle




Structure tridimensionnelle d’une protéine

Cristallographie par rayons X

Premiere etape: obtenir des cristaux

Addition of

(NH,),SO, Several days

Y
Y

Myoglobin in Myoglobin in Myoglobin crystals
dilute buffer 3 M (NH,4),SO,4, pH 7

Cristaux de myoglobine




Deuxieme étape: diffraction des rayons X par le cristal

X-ray
source

///'\\
Detector / / / I \\\\Dgferaarcr:(sed
(e.g., film) / I \ \\\

\%—/




Section de |a
carte de densité
électronique de
la myoglobine




La structure de la myoglobine




hibiteur peptidique

éase avec un in

une prot

La structure d'




L'analyse des protéines

e Mesurer la concentration

e Electrophoréese sur gel
de polyacrylamide

e Séquencer des protéines

e Détection avec des anticorps

e Spetrométrie de masse

e Cristallographie par rayon X

— analyser des protéines dans un
mélange

— analyser la séquence primaire

—> identifier des protéines
spécifiques dans un mélange

- déterminer la masse moléculaire
d’une protéine

— Structure tridimensionnelle



Questions?



Questions qu’on ma demandé par e-mail / via Zoom:

Est-ce qu’on doit apprendre pour I'examen....



Liste des groupes fonctionnels ionisables des 20 aminoacides

I
TABLE 3.1 Typical pK, values of ionizable groups in proteins
Group Acid Base Typical pK,”
I — cl)
inal o- - t - 3.1
Terminal o-carboxyl group _C__H o
[0} 0
; ; [0} [0}
Aspartic acid I _— - 41
Glutamic acid C \O/H /C\\o ’
H
N N
Histidine @\‘ — @ 6.0
“H “H
+ /H
Terminal oi-amino group ﬁN”\”mH — _N*\*«,H 8.0
H
Cysteine 4S/H B —igF 8.3
. /H
Tyrosine o0 — B 10.9
+ H
i —Na, = N,
Lysine H _ CH 10.8
H H
H H
N-y N
H + /7
o 3 / \ V4
Arginine Ne=C = N—C 12.5
7N \
N-H N-H
H H

*pK, values depend on temperature, ionic strength, and the microenvironment of the
ionizable group.



Quelques parametres de I’hélice a

A) (8) 3
¢ 3.6 aminoacides par tour
d’hélice
e La longueur d'un résidu,
mesurée le long de |'axe
de I'hélice, est de 1.5 A
e Pas de I'hélice 5.4 A




La probabilité de trouver un certain aminoacide dans

une certaine structure secondaire

T
TABLE 3.3 Relative frequencies of amino acid residues in secondary structures
Amino acid a helix B sheet Turn
Ala 1.29 0.90 0.78 I .
Cys 1.11 0.74 0.80 alanine
Leu 1.30 1.02 0.59
h 2 I Met 1.47 0.97 0.39 gIUtamate
elice o : i
Glu 1.44 0.75 1.00 IeUC|ne
Gln 1.27 0.80 0.97
His 1.22 1.08 0.69
Lys 1.23 0.77 0.96
Val ().93 1.49 0.47 Va“ne
Ile 0.97 1.45 0.51
H Phe 1.07 1.32 0.58 H H
isoleucine
feu'llet B Tyr 0.72 1.25 1.05
Trp 0.99 1.14 0.75
Thr 0.82 1.21 1.03
Gly 0.56 0.92 1.64
Ser 0.82 0.95 1.33
Asp 1.04 0.72 1.41
COUde Asn 0.90 0.76 1.28
Pro 0.52 0.64 1.91
Arg 0.96 0.99 0.88

Note: The amino acids are grouped according to their preference for a helices (top
group), B sheets (second group), or turns (third group). Arginine shows no significant
preference for any of the structures.

After T. E. Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties, 2d ed.

(W. H. Freeman and Company, 1992), p. 256.



Série 2

Question 1

S-configuration

H O @)
H.| H
_,N+
N NH
H. .o~ _H
+J\N



Série 2

Question 2

Une hélice: 120/2 = 60 kDa
60’000/110 Da = 545.45 aa
545*15A =8175 A

=» Longueur ~ 82 nm



Série 2

Question 3




Série 2

Question 4

hélice o



Série 1

Question 5

lysozyme:

protéine fluorescente verte:

myoglobine:

calmoduline:

5 x hélices a., 2 x chaines 3

11 x chaines 3 (et 4 petits hélices «)

8 x hélices a

7 x hélices o (et 4 petits chaines B)



