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Exsmen ae : lffifHOIES Dl[tttySSS

on veut se$arer l'acide glutamique, la leucine et la lysine par chromatographie sun
r6sine polystyrenique substifude par des radicaw< sulfonare {_so ) Les pints
iso6loctriques des aa sont, respectivement, 3.22 ; 5.9g ; 9.?5 i 25 "c. on ddpose
les trois aasur la colonne irgffi,puis on amdne progressivement le pHd T.

2' Quels aa sont 6lu6s et,dans quel ordre ? (on considdre que les interactions aa-
rdsine sont uniquement de type dlectrostatique)

aa pHi tharge dpH=2 Chrrca d
Glu 3.22 + (pH > pH) IJ
Leu 5.98 + (pH > pH) (pHi <pH)
Lvs 9.75 + (pHi>pH) I (pHi > pH)ApHl: tous les;

A ph=7: Glu et Leu sont charges n6gativement et seront dlues (0.5pt). Alors que la Lys
reste fix6o sur la r6sine (0.5pt)

Alors I'ordre d'6lution : Glu puis Leu. {0.5pt)
Exercice n=o2 :

une peptidase a ete analys6e par electrophordse en sDS-pAGE en prdsence de diftren*
m,Lrqueurs. Les r6sultats sont les suivants :

Prot6inp PM(da) Migration

(mm)

Log

.?Il{)
'?nfc)

\lbumine bovine t6aoa t2.9 t,82

\nhydrase carbonique t9000 52.5 t.46
3dta la*toglobuline 18400 1A

1.26

ywz1me 43ffi 86.4 1.15

t-rypsinogene 44000 61.6 1.38

l. Portezlog p 
"

Prot6ine PM (da) Wigration
mm)

tog (PM

dyoglobine 7800 t). I LA5
)valbumiae r5000 1.4 1"55
)eptidase

t9.3

tiansferrine /8000 1.9 1.89
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distance de mlgraUon {mm}

(zpe)

Remarque: la distanpe de migration des prot6ines est inversement proportionnelle au
PM (lp9

2. D6terminer le PM de lapeptidase.

X49.3 mm 

--1' 

log (pM) = 4.49 PM* 31000 da {.ffi

,Fx4lcipK=o,3 : D{rnitioas: {Sp.s)

r' Membrane Schangeuse dtanions
r' Forcccentrifuge

Force due au mouvement de rotation d'une centrifugeuse. Cette force accelere la
sddimentati on diffdrentiell e des parti cules d' un mel ange.

y' Volume mort (v* ou Vo) c"est le r,'olume de phase mobile qui passe a travers la
colonne pour aller d'une extrdmite a I'autre de la colonne (pendant le temps 1,.,,).

r' SDS (sodium dodecyl sulfate) : un detergent anionique qui supprirne les liaisons non-
covalentes d'une protdine. Ce composd ddnature les protdines et les enrobe de charges

ndgatives.

r' SDS.PAGE

Technique electrophor6tique sur gel' de plyacrylarnide en prdsence de SDS et de p-

mercaptodthanol. Cette technique pemet la sdparation des'aa selon leurs tarlles.

5

4,9

4,9

4,7

4 4.6

E 
o,u

414

4,3

4,2

4,7

::!.



Exercice n=o4 : I.-Complltezle sch6ma ci-dessous (Titre+ l6gendes):

ti

Races
t*asi!*sd'

t-*t
+ | d f-}--*f'

*l tr
r.-.*"*:*$1is*%j-"4\#t,

c"'*,*i lg.#l
f 

.b'd
LA.&d imrPhilia*

T#
^it*^rl

(l;5Pb)

0.25+6

t
JLIfi
J|rsb

J4r*frJ|t

$ch*rnadl.lprincipe&s*parati<rnd*|echfi}matograplried.affinit*.
tltP0

3. Quelles sont les ltapsde cette technique ? (4pb)

a. CouPlage du ligand sur la resine

b. AdsorPtion (fixation)

c. Lavage

d, D6sorPtion (6

e, Elution).

:r.


