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O Protéome

Transcription Processing

Splicing Alternatif
ARNm editing
Polyadenyilation

Régulation

Statique

Ampilification possible
Molécules homogénes
Peu de variabilité

30 000 genes

Traduction

Régulation

Dentliomn

Proteolyse Protéine

PTM
Compartimentalisation

Dynamique

Pas d'amplification
Molécules hétérogénes
Forte variabilité

>500 000 protéines

© Protéome

Milieux biologiques analysés
= Plasma/Sérum
= Urines

= LCR

= Liquides d’épanchement

= Tissus, biopsies
= Cellules en culture

= Extraits bactériens %o

= Surnageants de culture =
cellulaire /@

[ | W ;427
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O Plan

= Analyses qualitatives
= Western blot
= Chromatographie
= In situ (IHC, IF)

m Analyses quantitatives

o Qualitatives : WESTERN BLOT
= Antigene, épitopes et anticorps

ANTICORPS

4\ " .

;l
)
2O

:u J ‘ ;
N9 i YC
. ISy Q)
regions W
- ;_gi,“j.( Recognition sites

\

( Epitope
ANTIGENE 2
(Protéine)
Antibody
EPITOPES E

Différentes régions exposées de la protéine
pouvant étre reconnues par le systéme immunitaire




o Qualitatives : WESTERN BLOT

= Antigene, épitopes et anticorps

Antigen

l—einding Siteﬁ

Antigen

Antibody
= Light Chains
== Heavy Chains

Variable Region Fc = Spécifique .
F(ab’), Fragment
W F(ab) Fragment

M Fc Fragment

de l'espece utilisée
produire I’Ac

o Qualitatives : WESTERN BLOT

= Anticorps polyclonaux vs monoclonaux

antigen antibody

epitopes

polyclonal antiserum

Mélange d’anticorps dirigés
contre différents épitopes
de la protéine

monoclonal antibodies

1 seul type d’anticorps dirigé
contre 1 épitope unique
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o Qualitatives : WESTERN BLOT

Détection par 7

un anticorps

d’une protéine

immobilisée sur
une membrane
= SDS-PAGE

A

T,

o)

1. Load and separate protein
samples on SDS-PAGE gel

Gel Membrane

oa\ /1

2. Electrophoretically transfer
fractionated proteins onto PVDF
or nitrocellulose membrane.

= Transfert T— —
= Révélation
TN oy

4. Incubate the membrane with
peimary antibody specific to
target protein. Wash

5. Incubate the membrane with
HRP-labeled secondary antibody
specific to primary antibody. Wash

3. Block the membrane with
neutral protein (BSA or milk).

S— T
z=z¢ 220

6. Incubate the blot with
chemiluminescent HRP
substrate and expose to film

o Qualitatives : WESTERN BLOT

Electrophorése dénaturante (SDS-PAGE)

= Sodium Dodecyl Sulfate & saturation en charges (-)
& rupture liaisons faibles

= DTT = Dithiothreitol o] 22 X /
= agent réducteur  ° P ol / d
& rupture des i S } 4
ponts S-S
& séparation des OH
monomeres / chaines HS/\/\/SH
peptidiques OH  prr

= Chaleur

& séparation = f(taille)

10 fe \\

10
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o Qualitatives : WESTERN BLOT

Electrophoréese dénaturante (SDS-PAGE)

m Polyacrylamide Gel Electrophoresis
= Migration sous 'effet d’un courant (vers le +)

= « Filet » de polyacrylamide & les + petits migrent +
facilement = en bas du gel

Tissue casselte 1
{ _L—_L.\
@ \, Electrode q [ Cathode Buffer e -
i) = et X
Tank ; 5

ril |

Lysate/Extracts Pour Gel and
Assambling device Pipet samples and buffer Electrophoresis
® 2) € @)

11

o Qualitatives : WESTERN BLOT

Electrophorése dénaturante (SDS-PAGE)
m Polyacrylamide Gel Electropht_)(esis

2
= 300 AA & 33kDa (:300*0,11) - 37— 25 w— .
9

& 22kDa < 200 AA (=22/0,11) me—l | ¥ o

7.5% I8 12% 18% 41
= Séparation = f(% acrylamide) A R0t “‘%
24, -2 =
= Séparation = f(tampon) ‘ e ¥ X
= Marqueur de Poids moléculair - 7 —_—
unité = kiloDalton (kDa) o— BT e BT
1 AA ~ 110Da = 0,11kDa el | | gto

12
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@ qualitatives: WESTERN BLOT &

w Electrophorése non dénaturante = native

Variante
all (His) g-tagged
4 2 50 50 50 50 50 50 0O pmol Dph1l
©° o\’“ o"“ 0 5 10 20 40 50 100 pmol Dph2
130+ (His)g-Dph1” TR (i), -oph2
100- : :
e L TR -
70- |
¥ . (His)g-Dph2 i
- His),-Dph1
(His)g-Dp Structures lll et IV
4 - , ,
o " B préservées
SDS-PAGE Native PAGE

anti-(His)g Western

& séparation = f(taille; charge; forme; etc)

13

o Qualitatives : WESTERN BLOT

’ & = Transfert sur une
Prapare transfer buffer sufficient for the membrane de

transfer tank and for equilibration of gels
and membranes.

\ nitrocellulose ou
; ‘ PVDF

Equilibrate gels and membranes

in transfer buffer || Sous I'effet d’un

Support Grid
P mm— G
Assambie the gel and membrane sandwich ™~
L e

o courant
Place the membrane and gel between

Filter Paper
buffer-soaked fiter papers.

Transfer Membrana
Set up the transfer cell

oe = Du (-) vers le (+)
Place the gel, membrane and fiiter paper

sandwich in the transfer tank. Fill the tank
with transfer buffer. Connect the
tank 10 the power supply and set the power
supply for optimal power and time. [ Busfler Tank

Start the transfer

14 P

14
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o Qualitatives : WESTERN BLOT

= Détection d’une protéine immobilisée sur
une membrane par un anticorps

= Saturation des sites nons spécifiques
par de la BSA ou du lait

® Incubation avec I’Ac |

m Lavages

= Incubation avec I'Ac I
m Lavages

= Révélation

15

o Qualitatives : WESTERN BLOT

» Détection d’une protéine immobilisée sur
une membrane par un anticorps

Conjugué a un
WETG T,
de détection

Anticorps SECONDAIRE =
reconnaissant le Fc de

I'anticorps primaire

Anticorps PRIMAIRE =

reconnaissant I'épitope
protéique

16
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o Qualitatives : WESTERN BLOT

Détection d’une protéine immobilisée sur
une membrane par un anticorps

Horseradish

0 0
Al peroxidase Il
NH HRP o
e come emmm emE eSO e e=— o ] + Ny + light
NH 7 : o
NH, l(; Il

2H,0, H,0+0; wm,

* o
Luminol Franide F-aminophthalate

Fluorochromes

1ng 1000 ng
1000 ng 1 1ng

17

o Qualitatives : WESTERN BLOT

Détection de protéines modifiées
A

ROCK-Il +/+ #l oo #4+ +- o=

p-AKt |- © s e qmmmm| Anticorps anti-Phospho
Akt | ————— & Activation de la voie
de signalisation cellulaire

insulin - - - + + +

Anticorps contre la protéine totale
pour normalisation

8 Akt phosphorylation level

Nogquchi et al. JBC. 2007 1g " (@) e wisecin

18
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o Qualitatives : WESTERN BLOT

= Application clinique : séroconversion HIV

'WESTERN BLOT REACTIVITY IN ONE HIV-1 SEROCONVERTER

1 2 3 4 8 6 7 8 9 10
5| oMw
: ‘ e e 60
) B gpl20
— |
| — = &= p68
= B == B8 pbb
| | gpdl
'-‘ - p40
f S B 534
| ‘ P e e o @ D24
|
| - | Y = e pl7
NC PC DO D2 D3 D5 D7 DI2 D22 D30

Facuts{ (&) Jos Micecin
19 \%

19

(1) IEF using IPG sirip (2} SDS-PAGE

+ 1)

e © ®

3le®
@

) @

pl 6 ‘ %l -
= L J

\\
10

®&e proteins with pl 3
@ protein with pl 8

® protein with pl 5

O aqualitatives : Electrophorese 2D

m 1% dim. & focalisation isoélectrique = f(charge)
m 2nde dim. & SDS-PAGE = f(masse)

&

IEF + SDS-PAGE
= électrophorése
bidimensionnelle

4 spots =
4 protéines ou
monomeres

Facutte{{(5) ge mes
20 S

20
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O Plan

= Analyses qualitatives
|

= Chromatographie

51 el

21

o Qualitatives : CH ROMATOGRAPH'E

» Méthode séparative
Mélange Ph:—‘;;—‘ SEPARATION
complexe solvent [ahbbubaha
danalytes O " des analytes
on to column solvent addition { solvent addition

continued continued

components of

analyte start
separating out
as distinct bands
— _— —

column packed La phase mobile \—/
with siica gel entraine les analytes different bands
Phase au travers de la phase colecied in separaie
stationnaire \i)

22
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o Qualitatives : CH ROMATOGRAPH'E
u Gel filtration & f(taille)

00
Size of proteins b
®>0>
Porous beads o
L
@
@ o0
°® R

Absorption by proteins /\ /\ /\_

Les protéines les + grosses ne sont pas retenues = éluées en ler

Ordre d’élution : MW les + élevés vers MW les + faibles

23

o Qualitatives : CH ROMATOGRAPH'E

» Echangeur d’anions & phase stationnaire (+)

lonic strength . . .

(negative ions)

0> ¢ 2e e

Beads with positive charge [ X0 ]
)
(+) (0) :—b
Absorption by proteins BA?’QU E NE V‘RE Aq?E—

Les protéines chargées positivement (=basiques) ne sont
pas retenues & éluées en ler

Ordre d’élution : pHi les + élevés vers pHi les + faibles

24
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o Qualitatives : CH ROMATOGRAPH'E

» Echangeur de cations & phase stationnaire (-)

Proteins are eluted with increasing salt (NaCl) gradient

Low salt Medium salt High salt
(400 mM NaCl) (700 mM NaCl) & (1M Nall) ®
8@ 8"
e
@
e e
@®
®
[==——s] )
® o
€ &

Absorbance

~ Carboxymethy) anion (CM), R=C
AD) - Carboxymethy) anion (CM), H,_<°,

W
4
>
(@]
o
m
2
m
=
w
> m
v
jo)
B Cc
i m

| ~ Protein bearing a number of positve "
| @I‘Jnvqn( {as marked) Increasing salt concentration =g
| |

O Plan

= Analyses qualitatives
m Western blot
m Chromatographie
= In situ (IHC, IF)

m Analyses quantitatives

26
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© aqualitatives : Détection IN SITU

m Directement sur le tissu aprés

27

© qualitatives : Détection IN SITU

» ImmunoFluorescence (IF) & plusieurs
protéines sur la méme lame

PD-L2 (orange), PD-L1
(E1L3N®) (red), CD68
(green), PD-1 (yellow),
CD8a (magenta) and
Pan-Keratin (cyan) on
FFPE tonsil.

28
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Posez vos questions pendant le cours

) Allez sur
vooclap.com

Entrez le , Code
code d'événement
) d'événement GEBRATU
W dansle N e Y
banqgau
supérieur
5g F @) wosecind
29
@ Plan
Analyses quantitatives
= Dosage des protéines totales
= Immunodosages
30 ©

30
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© auantitatives: DOSAGE des protéines TOTALES

y L ()\ 4
= Réaction de Bradford pCoomasie N
G-250 ﬂ\/,l
= Complexe coloré en ¥
, ’e CHy N*
- I
présence de‘ protéines f\‘
& absorbe a 595nm i
cHy, 0 Iy e 9.0
CBB anionique L MY (L o~ o
CBB . . A AL LAY
cationique lié aux protéines NH™ N ) Q

P—— CHy

465 nm
—_

0,900
0.800
0.700
0.600
0.500

oD

0,400
0.300
0,200
0.100

0.000

400 450 500 550 600 650 700 750 800
Wavelength in mm

| E— | 31 ™

31

© aquantitatives: DOSAGE des protéines TOTALES

m Réaction de Bradford

Courbe d’étalonnage

HE y = 0.5176x + 0.0041
1 - R = (.987
E
0.8 -
=)
w
006 F———=—=—— == —— ==
s |
8 I
<04 4
2 :
202 4 :
0 Ll Ll Ll Ll ‘ Ll Ll Ll Ll L)
0 025 05 075 1 125 15 175 2 225
BSA standard (mg/ml)

( ©)

Facute {{(5) e Mesecin
32 ) fivn

32
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© auantitatives: DOSAGE des protéines TOTALES

Réaction du Biuret & protéines plasmatiques

m Complexe entre les liaisons peptidiques et le
cuivre en milieu alcalin
= coloration violette (540nm)

o

F.
A a A NH ):]\Iv /O

AN e T 5
S ! ! 0/ NH HN R

ALO

Protéines

Complexe coloré

Facute((@)Joe Médecin
33 =

33
@ Plan
Analyses quantitatives
|
= Immunodosages
34
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9 Quantitatives : | M M U NODOSAG ES

= Dosage de protéines spécifiques en solution

= Formation de complexes antigéne-anticorps
= trouble = f(conc. en Ag)

Facute () J4e Medecin
35 =

35

e Quantitatives : IMM U NODOSAG ES

= Dosage de protéines spécifiques en solution

m Formation de complexes antigéne-anticorps
= trouble = f(conc. en Ag) |Ex: albumine, T3, CRP, ...

TURBIDIMETRIE ) . Diminution de la
- ons | 4l lumiére qui traverse
ight .)§q(‘> > B
source g Detector and readout
Sample
NEPHELEMETRIE

Light
source

\ /L> Scattered
light

Augmentation de la
lumiére dispersée

Lens’/ *if' N

Detector and readout rcutd ) wetecn

36
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9 Quantitatives : | M M U NODOSAG ES

® ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

= Immobilisation sur une phase solide

(plague, billes) o ‘5“%‘:’%“&
Substrate
0§ 7\
Substrate g
Secondary Antibo
P & svim i N
/)k\ Primary Antibody / \ \
Conjugate Capture Antibody
DIRECT ELISA INDIRECT ELISA SANDWICH ELISA
Signal=f(conc. Ag) Signal=f(conc. Ag) Signal=f(conc. Ag)

ou =f(conc. Ac)

Facute((@)Joe Médecin
37 O

37
9 Quantitatives : IMMU NODOSAG E
. Ex‘ A"ergles # ﬁ ‘_'17 > hd Serum Sample
Allergen Array Support )m *
(glass slide)
........ - ééﬁé
A A Incubation of sample
. . . (1-2 hours)
Si le patient est allergique ; f
= présence d’Ac sériques As% ,} I'i """"""""
& capture 5y
& signal biotin- :m:;:.: .
= Identification de/des W our” 'M
I’a"ergéHE(S) Incubate with streptavidin
conjugated fluor
(1 hour)
P Data
Scan Glass Siide g " @
38
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e Quantitatives : | M M U NODOSAG ES

= Immunométrie sandwich
& reconnaissance de 2 épitopes

Detection
Antibody ™~

o
Antigen

Capture
Antibody

Phase solide

(1) ) @)

Facute () J4e Medecin
39 =

39

@ quantitatives: IMMUNODOSAGES @m

m Ex: dosage de I'HCG (grossesse) et de la
chaine f3 libre (cancer)

g [ ON< ) hCG
i B FSH
{N N— . 4 C- terminal tail

Ny e -.:-;"'5
- 4 .’:: £} 0-linked CHO

(o8 pPEIN—<| LH XX B
{N Epitope masqué’ ““TSBN g cupunie ¥\\s‘/

dans le dimére  geyor' \
7
)f Méme Ac de

Epitope exposé détection
dans le dimére o-3

& HCG totale

iy N 0);L & chaine f8
" 0 lib

x B RQO0—| hca iore

N 0

g ~X | Chaine B

\ s ) spécifique

/j

Facute {{(5) e Mesecin
40 ) fivn

40
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@ Allez sur
wooclap.com

Entrez le
code

), d'événement
“p’ dansle

bandeau
supérieur

Posez vos questions pendant le cours

Code
d'événement

GBRATU

Facuts ({1 Jae Mécecin

41
41
Evaluez-vous !
3t} Allez‘sur
Entrez le , Code
code d‘evg_nement

), d'événement
g dansle

bandeau
supérieur

F 2% |

Facuté{{(®) ok Mésecin

42
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