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Détection des protéines sur gels 2DDétection des protéines sur gels 2D

ColorationsColorations
Avant ou après 2D

Visualisation directe, spectre visible (390 – 780 nm)
Visualisation après excitation (fluorescence)

Coloration à l’argent :
• visualisation dans le visible
• rapide, peu chère
• limite de détection : 0,02 ng
• linéarité : 1,5 ordre de magnitude
• faible homogénéité
• interférences avec techniques en aval

Coloration au bleu de coomassie :
• visualisation dans le visible
• rapide, peu chère
• limite de détection : 38 ng
• linéarité : 2 – 3 ordres de magnitude
• meilleure homogénéité
• moins d’interférences

Réf : Merril & Washart, 1998 ; Rabilloud et al., 2001

Détection des protéines sur gels 2DDétection des protéines sur gels 2D

Coloration au Sypro Ruby (ruthénium) :
• fluorescence
• temps correct, chère (sauf RuBPS)
• limite de détection : 1 ng
• linéarité : 4 ordres de magnitude
• bonne homogénéité
• ok pour MS (si lavages adéquats)

Coloration à la cyanine :
• fluorescence
• temps correct, chère
• limite de détection : 125 pg
• linéarité : 5 ordres de magnitude
• excellente homogénéité (std int)
• ok pour MS

Réf : Rabilloud et al., 2000 ; Lilley et al., 2001 ; Rabilloud et al., 2001 ; Lopez et al., 2003
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Problèmes des gels 2DProblèmes des gels 2D

Réf : Ünlü et al., 1997 ; Lilley et al., 2002

• Reproductibilité (gel-to-gel variation)
• Résolution
• Analyse quantitative
• Protéines de pI extrêmes
• Récupération des protéines hydrophobes et de membrane
Ü ASB14, Triton-X100, …

• Récupération des protéines de haut poids moléculaire
• Faible représentation des protéines en faible quantité Ü

IPG, …
• Compatibilité avec la spectrométrie de masse Ü lavage 

après Sypro, …

2D2D--DIGEDIGE

Réf : Ünlü et al., 1997

1. Utilisation de cyanines comme marqueurs

2. Migration de 3 échantillons ≠ dans le même gel

3. Utilisation d’un standard interne, normalisation

M Résolution

M Reproductibilité

M Analyse quantitative

Marquage minimal
(minimal labelling)

Marquage de saturation
(saturation labelling)
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CyaninesCyanines
1. Charge doit correspondre à la charge des résidus protéiques modifiés
2. Mr et charge similaires entre eux
3. Spectres de fluorescence différents

Cy2

Ü 488 nm
Û 520 nm

Cy5

Ü 633 nm
Û 670 nm

Cy3

Ü 532 nm
Û 580 nm

Réf : Ünlü et al., 1997 ; Tonge et al., 2001

PrincipePrincipe

A
nalyse différentielle qualitative &

quantitative

Extrait protéique 1
+ Fluo. 1

Extrait protéique 2
+ Fluo. 2

Combinaison 1 + 2
+ Fluo. 3

IEF + PAGE

Lecture à λ1 :

Lecture à λ2 :

Lecture à λ3 :

“Standard Interne”

Réf : Ünlü et al., 1997
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Standard InterneStandard Interne

Réf : Alban et al., 2003

Regroupement de quantitRegroupement de quantitéés s éégales des gales des ééchantillons chantillons éétant compartant comparééss

• représente la moyenne de tous les échantillons analysés
• assure que toutes les protéines des échantillons soient présentes

Ü comparaison et matching des gels
Ü normaliser les mesures d’abondances sur plusieurs gels
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Standard InterneStandard Interne

Réf : Alban et al., 2003

NormalisationNormalisation
Notion de volume d’un spot

Volume = surface (pixels) x intensité (échelle de gris)
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NormalisationNormalisation

Réf : Alban et al., 2003

Différences inhérentes au système :
intensité du laser, de la fluorescence,

variation des filtres, quantités d’échantillons, …

Calcul des quotients d’abondance
pour des paires de spots co-détectés dans le même gel

Normalisation
basée sur 1 hypothèse :

la majorité des spots n’ont pas changé d’une image à l’autre

NormalisationNormalisation
Electrophorèse 2D classique 2D-DIGE
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Analyse statistiqueAnalyse statistique

Réf : Alban et al., 2003 ; Knowles et al., 2003

D.I.A.D.I.A. : Differential In-gel Analysis
B.V.A.B.V.A. : Biological Variance Analysis

Marquage minimalMarquage minimal

Marquage avant électrophorèses
de 1 – 2 % résidus lysine (6 - 10%)
(protéine:colorant = 50 µg:200 pmol)
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Réf : Ünlü et al., 1997 ; Tonge et al., 2001

Comment améliorer encore la sensibilité ?
Comment passer en MS sans décalage entre protéines marquées et non-marquées ?

Cy3

+ 434 Da

Cy5

+ 466 Da

Cy2

+ 464 Da
Masse ajoutée
aux protéines

Colorant
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HN Protéine
ProtéineNH2
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Marquage de saturationMarquage de saturation

Réf : Shaw et al. 2003

Marquage avant électrophorèses
par saturation des résidus cystéine (3%)
(protéine:colorant = 50 µg:20nmol)

R
C
H2

SH

Maleimide Cy3

+ 673 Da

Maleimide Cy5

+ 684 Da
Masse ajoutée
aux protéines

Meilleure sensibilité
Passage direct en MS

Moins de photo bleaching

N

O

Colorant

O

H+

SProteine N

O

O

Colorant

SProteine

pH 6.5 - 7.5

• Reproductibilitéü

• Résolution ü

• Analyse quantitative ü
• Passage direct à la MS

+ Meilleure confiance

+ Automatisation + technique

+ Statistiques avancées

+ Réduction du nombre d’échantillons

- matériel coûteux et sous brevet û

2D2D--DIGEDIGE

Réf : Freeman et Hemby, 2004 ; USA patents 5,268,486 (12/1993) et 6,043,025 (03/2000)
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ProtéomiqueProtéomique en neurosciencesen neurosciences

Difficultés particulières : • quantité d’échantillons limitée
• composition cellulaire hétérogène
• protéines d’intérêt souvent hydrophobes

Réf : Freeman et Hemby, 2004

Applications potentielles : • détermination du neuroprotéome
• profils comparatifs d’expression
• …

• dégradation spécifique de protéines dans le cerveau humain post-mortem,
• abondance de lipides et des acides nucléiques (purification par acétone, TCA, …),
• abondance d’IGgs, de l’albumine,
• …

Exemples : 

Souris NKSouris NK11RR--//--

Réf : Knowles et al., 2003

4 7

Profils d’expression protéique de
souris KO pour le gène du récepteur
à la neurokinine 1
Ä 8 protéines surexprimées, 2 sous-exprimées dans NK1R-/-
Ä rôle physiologique du récepteur NK1 dans le cerveau de souris
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