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Meéethodes de séparation et d’analyse
des protéines

- Ultrafiltration

- Chromatographie
- Exclusion en gel
- Echange d’ion
- Affinité

- Electrophorése

- Protéomique

- Cristallographie



Ultrafiltration
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Méthodes d’ultrafiltration
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CHROMATOGRAPHIES

Chromatographie sur gel
Chromatographie d’échange d’ions
Chromatographie d’affinité
Chromato_gramme
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Chromatographie d’exclusion sur gel

—CHz
Hcl: 0
l/™~H "\ /
CI:\(')H H /C—O—(I:H2
oH ¢—C H 0. H
I I l/c-‘H \ /
H OH Cl:\?H H/c—o—-tl:ﬂz
o g
H 0 COH H C—O0—
I N1/
CH, OH ‘l’_‘l’
I
&
H 0
H /é\ c': H
H O\
H (]; |!|\(!‘. O/ H l
0] — C (0] H
I/ N\ I l/™w "\ /
C H C—0—CH, COH H C—O0—
N__V N VA
l CI: HO cl: C
l H  OH H OH

Protéine exclus



Les différents supports sur gel

Zone de fractionnement

P2 100-1800

P4 800-4000

P10 1000-6000

P30 1500-20000
P60 2500-40000
P100 5000-100 000
P150 15000-150 000
P200 30000-200 000
P300 60000-400 000
A 15M 10000-1500 000
A5S5M 10000-5000 000

A 150M

1000000-150 000 000

Séphadex
Bio-gel
Sépharose
Ultrogel
Bioglass
Bio-Beads



Principe de la chromatographie d’exclusion sur gel
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Chromatographie d‘échange d’ions

Les résines: sépharose, séphacryl
celluloses substituées

Les groupements:

chargeés negativement (échange de cations)
- sulfoniques
- carboxyliques
- phosphates
- sulfoéthyl

chargeés positivement (échange d’anions)
- diéthylaminoéthyl (DEAE)
- aminoéthyl
- triméthylamine



charge
nette

Charge des protéines

proteine
A

point isoelectrique

proteine de la proteine A

B

TS

point isoelectrique
de la proteine B

- Les protéines ont des
charges variables en fonction
du pH

- Chaque protéine en
fonction de sa séquence
primaire présente une courbe
particuliere

- Chaque protéine a un point
isoélectrique défini



Désorption sélective des protéines en
fonction du pH
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Chromatographie d’affinité
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Electrophorése SDS page
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Electrophorese non dénaturante:
Analyse des protéines plasmatiques

Technique sur gel d'agarose

Fraction % Relatif
Albumine 59.50%
Alpha 1 2.98%
Alpha 2 7.94%
Beta 13.99%
Gamma 15.60%
1.47

Conc. (g/) Normales (g/l)
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HYDRAGEL B1-82 15/30 sebia

uuuuuu W W N 2B M B WV BB N




Electrophorese 2D
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Analyse protéomique
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En attribuant le prix Nobel ¢
de chimie 2002 & trois soldats
de la protéomique, Académie
sciences de Suede ¥

royale des

CHIMIE Trois lauréats se partagent le prix Nobel de chimie 2002

La science des protéines
récompenseée par le Nobel

de chimie 2002 & tro
de la protéomique, I
royale des sciences dn Suirde

adresse, du méme coup, un
brillant satisfecit & cette

« science des protéines », une
discipline émergente aux re-
tombées prometteuses on mé- i
decine et en pharmacologie. it

| COMINIDUE & Ce uecrypiage en
| dévelappant, selon les termes

1’Américain Fenn, le Jay

is Tanaka et le Suisse Wiithrich,

(rois soldats de la protéomique. (Phato AFP |

connaitre dans des délais tris
brefs la nature - saine ou pa-
thologique - de protéines pré
vees sur des pa
conséquent, de
cancers i un stade précoce,

Sur un plan plus fondamen-
tal, les méthodes qu'ils omt mis
au point aident les biologisies &
mieux comprendre le fonction-
nement des cellules mais aussi
lewurs dereglements et les
moyens d'y remédier par la
mise au point de nouveaux
médicamens,

Le professeur John Fenn,
85 ans, de la Virginia Com-

pour avoir su adapter la spec-
trométrie de mass "atude
des macromolé
gigues. Cette
ramment utilisée, se limitait
jusqu'alors aux molécules de
petite tille.

En 1988, I'Américain et le
Japonais ont trouvé, chacun de
leur coté, le moyen de faire
sauter ce verrou : I'un en re-
courant a '« ionisation élec-
trospray » 'autre en faisant
appel & la « désorption laser
douee »

Quelques années plus i,
Kurt Wuthrich, 64 ans, profes-

gnétique nucléaire ou RMN.
(iriice A ses travaux, cette tech-
nigque permet aujourd’hui
d'étudier la structure tridimen-
sionnelle des protéines (qui
dans de nombreux cas déter-
mine leur fonetion) en solution,
c'est-d-dire dans un milieu
proche de leur environnement
cellulaire.

Avec Hideki Shirakawa en
2000, Byoji Noyori en 2001 ct
Kaoichi Tanaka ﬂll]ulltrl hui, |
cest la tro S
tive quun J.l;mu'm re
prix Nobel de chimie, Si l'on
ajoute la physique, attribude




Etude de la structure cristallisée par diffraction
de rayons X

(B)

50keV

Electrons
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Rotating
Anode (Cu)

4-Circle Gonoimeter ( Eulerian or Kappa Geometry)
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