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Chapitre 7: Méthodes d’analyse et de séparation
Meéthodes d’analyse et de séparation
des peptides et des protéines
Plan du cours

1. Ultrafiltration

2. Chromatographies

. 2.1. Exclusion en gel
. 2.2. Echange d’ion

. 2.3. Affinité

3. Electrophoreses

4. Analyse protéomique

5. Détermination structurale
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1. Ultrafiltration
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Méthodes d’ultrafiltration
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2. Les chromatographies

2.1. Chromatographie sur gel
« 2.2. Chromatographie d’échange d’ions
« 2.3. Chromatographie d’affinité
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Solvant Solvant Colonne de
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2.1. Chromatographie d’exclusion sur gel
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Les differents supports sur gel

Zone de fractionnement
P2 100-1800
P4 800-4000 Séphadex
P10 1000-6000 B | 0- el
P30 1500-20000 ) g
P60 2500-40000 Sepharose
P100 5000-100 000 Ultrogel
P150 15000-150 000 Bio g lass
P200 30000-200 000 B | 0- B ead S
P300 60000-400 000
A 1.5M 10000-1500 000
A5M 10000-5000 000
A 150M 1000000-150 000 000

(Ces valeurs ne sont pas a apprendre par cceur)
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Principe de la chromatographie
d’exclusion sur gel
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2.2. Chromatographie d’échange d’ions

Les résines: sépharose, séphacryl
celluloses substituées

Les groupements:

chargés négativement (échange de cation)
- sulfoniques
- carboxyliques
- phosphates
- sulfoéthyl

chargés positivement (échange d’anions)
- diéthylaminoéthyl (DEAE)
- aminoéthyl
- trimeéthylamine
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Charge des protéines

charge

nette

proteirne - Les protéines ont des

charges variables en fonction
/zz"?: soneeerioe ff AU PH
. | - Chaque protéine en
4 6 8 0 P fonction de sa séquence
primaire presente une courbe
A particuliere

- Chaque protéine a un point
iIsoélectrique défini
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Désorption sélective des proteines

en fonction du pH
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2. Chromatographies

2.3. Chromatographie d’affinité
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3. Electrophorese SDS-PAGE

Echantillon chargé sur le gel
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Electrophorese non dénaturante:
Analyse des protéines plasmatiques

N° de Dossier

globulines

Profil électrophorétique classique
Des protéines plasmatiques

L 1 1
l ' | : 1
5 10 15

0
(mm)
Technique sur gel d'agarose e

Index Fraction % Relatif Conc.(g/) Normales(gh) F | __ e ———

1 Albumine 59.50% 39.86 35.00 ... 50.00

2 Alpha 1 2.98% 2.00 1.00 ... 4.00 LA L L L L

3 Alpha 2 7.94% 5.32 5.00 ... 11.00

4 Beta 13.99% 9.37 600..1300  HEE | S Se e .

5 Gamma 15.60% 10.45 700.1600 W 4 | SESEEEEESSESEEEESS
Total 67.00 60.00....80.00

Rapport A/IG 1.47
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Electrophorese 2D
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|
pH 3 l pH 10
2D SDS-PAGE
5 — | MW
_|(kDa)
@0 B
OO —
Vv




Chapitre 7: Méthodes d’analyse et de séparation
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4. Analyse protéomique

CHIMIE Trois lauréats se partagent le prix Nobel de chimie 2002

La science des protéines
récompensee par le Nobel

En ancibuant le prix Nobel

de chimie 2002 & trois saldats
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L'Américain Fenn, le Japonais Tanukn ot le Suisse Withrich,
trois soldats de la protéomique, (Phato AFF.

connaitre dans des dilais tris
brefs la nature - saine ou pa-
thologique - de protdines préle-
vies sur des patients e, par
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CANCErs i un stade précoce,
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moyens dy remidier par la
mise alt point de nouveauy
miidicamenis,
L prafesseur John Fenn,
e la \u,;,mm Lum

pour avoir su adaper I pi-
I'i
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sauter e verrou : un en re-
courant i '« fomisation dlec-
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les de nombreux cas diter
ur fonction) en solution,
c'esteit-dire dans un milieu
proche de leur environnement
velluleire,

Avec Hideki Shirakawa en
2000, Byoji Noyorl en 2001 ot
Koichi Tanaka aujourd hui, |
cest la trolsitme fols consteu-
five quiun Japonais regait le
prix Nobel de elimie, Si 1o
ajoute la physique, attribuée
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5. Etude de la structure cristallisée par
diffraction de rayons X

(B}

Electrons

Focussing Mirrors
{or Monochromator)

Primary X-ray Beam
Rotating
Anode (Cu)

4-Cirrcle Gonoimeter { Eulerian or Kappa Geometry)
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Elements majeurs a retenir...

- Savoir définir les principales techniques
d'analyse des proteines

- Comprendre et savoir expliquer les principes
physico-chimiques des différentes techniques

- Connaitre la définition de methodes d’analyse
plus complexe des protéines
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