Séparation de protéines par électrophoréese SDS — PAGE

Application a la caractérisation d’actine dans du tissu de poisson

I-Principe
1-Principe de I'électrophorése SDS — PAGE

SDS - PAGE = sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis

- Electrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS

* L'électrophorése SDS-PAGE, repose comme toute technique électrophorétique, sur
la séparation de molécules chargées dans un champ électrique. Une cuve a
électrophorése est reliée a deux bornes (une cathode (-) et une anode (+))
alimentées par un générateur électrique : les molécules que I'on intercale dans ce
champ migreront, selon leur charge, vers le pole complémentaire.

* La particularité de la SDS-PAGE est de soumettre les échantillons protéiques a un
prétraitement dénaturant. Les protéines sont soumises a l'action de deux
COMPOSES :

-le B mercaptoéthanol : composé qui exerce une action dénaturante sur les
protéines oligomériques en rompant les ponts disulfures ce qui désorganise leur
structure tridimensionnelle. Les sous unités des protéines sont donc dissociées.

-le SDS (sodium dodécyl sulfate) : c’est un composé capable de venir se fixer
sur la périphérie des chaines de protéines tout en leur conférant une charge négative.

Ainsi les protéines recouvertes par le SDS auront donc toutes une charge négative.
Influencées ainsi par le SDS, elles migreront donc toutes vers l'anode (+): la
charge réelle des protéines n’est donc plus mise en jeu et donc seule leur
masse moléculaire influencera leur migration.

- Cf Diaporama « Principe de la SDS-PAGE »

2-Intérét de la manipulation

» Grace a la SDS-PAGE, il est possible de déterminer assez finement la présence
d’'une protéine donnée dans un échantillon protéique. Une protéine sera caractérisée
par une masse moléculaire donnée.

L'objectif de la séance est de caractériser, chez un poisson, une protéine du tissu
musculaire, l'actine, qui est impliquée dans les mécanismes de contraction
musculaire. Dans chaque variété de poissons, on retrouvera des forme d‘actine ayant
des caractéristiques précises, permettant ainsi de comparer des variétés entre-elles :
on parle d’identification variétale.

- Il est ainsi possible de comparer entre-elles les protéines de différentes variétés
d’'une espéece en comparant leurs masses moléculaires.



» Dans la séance nous testerons deux échantillons :

-un échantillon de référence, constitué par du tissu de saumon sauvage,
-un échantillon de saumon a tester commercialisé comme étant d’origine sauvage.

Les poissons d'élevage ayant des caractéristiques sensiblement différentes des
poissons sauvages, nous allons vérifier, par comparaison de leur actine, que le
saumon commercialis€ comme étant d’origine sauvage, n‘est pas un poisson
d’élevage.

II-Mode opératoire

1-Extraction des protéines

-Pour chaque échantillon de saumon, a l'aide d'un scalpel et d’'une pince, prélever 1 g
de tissu musculaire.

Remarque : bien nettoyer les deux instruments entre les deux prélévements pour
éviter les contaminations.

-Transférer chaque prélévement dans un tube Eppendorf de 1,5 mL convenablement
annoté (« Saumon référence » et « Saumon test »).

-Ajouter dans chaque tube, 180 uL de tampon Laemmli.

Composition du tampon Laemmli : SDS, B mercaptoéthanol et bleu de Bromophénol

-Mélanger brievement au Vortex, puis laisser les échantillons reposer pendant 5
minutes a température ambiante.

-Annoter deux tubes a hémolyse en verre avec bouchon et transférer 20 uL de
chaque extrait dans le tube correspondant.

AN Attention de ne pas boucher le cone de pipette avec un morceau de
chair de poisson pendant le prélévement.

-Incuber les tubes en verre pendant 5 minutes au bain marie a 95°C.

2-Préparation de la cuve d’électrophorese et du gel

-Placer le support de plaque de gel sur sa base. Verrouiller les deux loquets inférieurs
pour une bonne stabilité :

Support pour plaque de gel

Base d'assemblage Loquets 2



-Ouvrir un sachet de gel en cassette prét a I'emploi. Eliminer les excédents de
tampon et bien essuyer les deux faces plastiques.

-Adapter la cassette de gel dans son support. Refermer avec le systéeme de
verrouillage en visant fermement mais sans exces. S'assurer que les joints plats en
silicone assurent I'étanchéité :

Support
Cassette de
Plaque de gel
verrouillage
Vis de Joints silicone
serrage

-Si une seconde cassette de gel n'est pas utilisée, il faut placer sur I'autre coté du
support une plaque de barrage. Placer la plaque en plexiglas en refermant avec le
systeme de verrouillage dans les mémes conditions que pour le gel :

Face arriere
du gel

Face opposée
du support

Plague en
plexiglas

-Dissocier le support de la base
d’assemblage, puis insérer le support
+ cassette de gel dans la cuve a
électrophorése. S'assurer que le
support est correctement bloqué dans
les ergots de guidage :




3-Remplissage de la cuve

-Remplir le compartiment intérieur (entre la cassette de gel et la plaque de barrage)
avec 80 mL de tampon de migration pH 8.

-Remplir le compartiment principal de la cuve avec 1,5 L de tampon de migration pH
8, jusqu’a atteindre environ 5 cm en dessous de la limite de remplissage (Max fill).

4-Chargement du gel

* Le gel comporte en surface 10 puits matérialisés par des créneaux répartis sur la
face supérieure du gel.

Deux gels seront utilisés pour chaque groupe. Chaque bin6me utilisera 3 puits
consécutifs et réalisera 3 dépots :

-un dépot de 10 uL d'échantillon chauffé de référence,
-un dépot de 10 uL d’'un mélange étalon de protéines,
-un dépot de 10 uL d’échantillon chauffé test.

A\ « Bien noter I'ordre des dépéts et le nom du binéme pour retrouver vos
échantillons !!

* Pour réaliser chaque dépot, il faudra veiller a approcher le cone de
pipette automatique, le plus prés possible de I'ouverture du puits, sans
descendre trop bas et a appuyer sur le piston trés doucement pour délivrer
les 10 ulL.

-un cobne qui serait descendu trop profondément dans un puits pourrait entrainer
un risque d'écartement des deux faces plastiques de la cassette de gel = le gel se
décollerait.

-si le volume est délivré trop rapidement, il y a un risque de débordement de
I'échantillon hors du puits.

5-Mise en route de I'électrophorése

-Aprés réalisation des dépots, fermer la cuve a électrophorése avec le couvercle
porte-électrodes. S'assurer du bon verrouillage du couvercle.

-Raccorder les électrodes au générateur, puis mettre en service. Choisir le mode
manuel sur le générateur et régler les conditions de migrations (130 V, 90 mA, durée
40 minutes) :




-Le générateur arrétera automatiguement l'alimentation lorsque les 40 minutes
seront écoulées.

-Vérifier le bon fonctionnement de la migration :

- quelques instants aprées le lancement, vérifier que de la buée apparait sur le
couvercle, ainsi que |'apparition de fines bulles dans la cuve - traduit le bon
fonctionnement du champ électrique.

- régulierement en cours de migration, vérifier visuellement le bon
déplacement des bandes au sein du gel.

6-Récupération du gel

-Apres la fin de la migration, ouvrir le couvercle, sortir le bloc support + gel
d’électrophorése. Eliminer le tampon présent dans le compartiment interne dans un
récipient a déchets.

) Le tampon présent dans la cuve principale doit &tre récupéré.
-Démonter les différentes fixations pour récupérer la cassette de gel.

-A ce stade, pour récupérer le gel, il faut séparer les deux plaques plastiques au sein
desquelles il a été coulé. On utilisera une spatule inox pour faire levier entre les deux
plaques.

1\ Attention : le gel est trés fragile. Dés que les deux parties plastiques
ont été séparées, plonger la face en plastique sur laquelle le gel est encore
collé dans un bain d’eau distillée. Achever la séparation du gel sous l'eau,
progressivement par mouvements d’oscillations.

7-Coloration du gel

-Une fois le gel libéré des plaques en plastique, le transférer dans un bac de
coloration rempli d'une solution de bleu de Coomasie (environ 100mL). Laisser
colorer pendant 45 minutes.

-Apres 45 minutes, vider la solution de coloration, rincer abondamment les restes de
colorants a l'eau du réseau. Puis maintenir le gel sous un filet d'eau jusqu’a
transparisation compléte du fond du gel.

8-Analyse du gel

-Aprés transparisation, placer le gel sur une boite de Pétri plastique de 12 x 12 cm.

-Mesurer la distance de migration pour les différentes bandes obtenues :
-pour I'échantillon de référence,
-pour I'échantillon test,
-pour les différentes protéines du mélange étalon.



/Données :

-Tampon Laemmli et tampon de migration :

SO

-Masse moléculaire moyenne de I'actine : variable selon les especes 40 a 44 kDa

-Le mélange de protéines étalons comporte un mélange de 12 protéines de masses
moléculaires différentes (valeurs exprimées en kDa). Aprés migration, chaque
protéine du mélange formera une bande qui lui est propre. On obtiendra donc 12
bandes qui se répartissent normalement de la fagon suivante :

260 kDa

160 kDa
110 kDa
80 kDa
60 kDa

50 kDa
40 kDa

30 kDa

20 kDa
15 kDa

10 kDa

3.5 kDa




Séparation de protéines par électrophorése SDS — PAGE

Application a la séparation d’actine dans du tissu de poisson

MATIERE D'OEUVRE

Pour 24 éleves

Matériels communs :

-2 pavés de saumon frais (a conserver au frigo!) a couper en deux : un étiqueté
« saumon référence », l'autre « saumon test ».

-4 cassettes de gel polyacrylamide a 12 % précoulées type Precise protein gels (10
puits)

-générateur pour électrophorese de protéines

-2 cuves a électrophorese

-2 systémes d'assemblage pour gel d'électrophorése

-tubes Eppendorf 1,5 mL (préalablement stérilisés) : 2 par éléves

-tube a hémolyse en verre avec bouchon a vis (préalablement nettoyés) : 2 par
éleves

-bain Marie commun a 95°C avec portoirs pour les tubes a hémolyse en verre.
Attention, prévoir un petit niveau d’eau.

-1 éprouvette de 200 mL.

-1 éprouvette de 2 litres (1 L a défaut).

-2 spatules inox.

-4 bacs de coloration en verre (ou cristallisoirs plats de grand format)

-4 boites de Pétri carrées format 12 x 12 cm

-boites de gants en latex

-récipient a déchets de 5 L

-flacon pour récupérer le tampon entre les deux groupes

Matériels par bindme :

-1 scalpel

-1 pince inox a bouts pointus

-1 capsule de pesée

-1 pipette automatique P10 + P20 + P200 + cones jaunes pour P200 et P20 et cones
blancs pour P10.

Solutions et réactifs :

-Tampon de charge :

10 mL de tampon de Laemmli ou a défaut, 10 mL de tampon comportant (Tris a 0,25
mol/L, glycérol a 20% en vol, SDS a 4% en masse et du  mercaptoéthanol a 10%
en volume)

- Le B mercaptoéthanol est a ajouter extemporanément



-Tampon de migration :
5 litres (récupérer les fonds de cuve entre les deux groupes)

- tampon type Tris - HEPES — SDS compatibles avec les gels Precise protein gels
(attention avec d'autres gels un tampon type Tris — Glycine — SDS est parfois
recommandé).

Préparation 5 litres de Tris HEPES SDS a 1x :
-60,5 g de Tris

-119 g de HEPES

-5 g de SDS

Qsp 5 L avec de l'eau ultrapure.

Soit une composition finale du tampon a 1x: 100 mmol/L de Tris, 100 mmol/L
d'HEPES, 0,1% de SDS, pH proche de 8.

-1 litres de solution de coloration au bleu de Coomasie

Pour 1 litre : -1,5 g de bleu de Coomassie G250
-455 mL d'éthanol pur
-ajouter environ 250-300 mL d'eau distillée
-ajouter 75 mL d’acide acétique pur.
-gsp 1 litre a I'eau distillée.
Filtrer sur papier Whatman.

- Marqueur de poids moléculaire
Marqueur Novex Sharp protein standard prét a I'emploi.

La veille de la séance décongeler au frigo 1 tube de 250 ul. Aprés décongélation,
ajouter 50 uL d'eau distillée, puis scinder en 2 tubes, un par groupe.



