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Le plateau de purification de protéine de PICT-ICEO propose de :

¢ Analyser la structure et le repliement des molécules biologiques (protéines, acides nucléiques,

sucres).

¢ Analyser la stabilité thermiques des molécules biologiques.

+ Effectuer un suivi cinétique d’une réaction catalysée par une enzyme.

Pour cela ICEQO dispose d’'un spectrométre de dichroisme circulaire JASCO J-815 équipé des cuvettes
et microcuvettes qui permettent de mesurer une large gamme d‘echantillons. La technique n’étant pas
destructive, il est possible d’effectuer des cinétiques ou des titrations pour suivre des changements

conformationnels.

L'objectif de I'étude et la stratégie d’analyse seront
mis au point avec le client.

Techniques disponibles :

*  Mesure simple a une ou plusieurs longueurs
d’'ondes.

» Scan sur une plage de longueurs d’ondes.
» Profil de dénaturation thermique (rampe).
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Prestations possibles :

* Mise au point - Collecte des données rapides.
Détermination, optimisation ou validation des condi-
tions expérimentales permettant d’assurer la collecte
des données CD exploitables: concentration, tampon,
cellule, longueurs d’ondes, rampe de température.

* Collecte des données finales.
Collecte des données CD de qualité pour utilisation
dans une étude structure/fonction ou publication.

http://www.pict.ipbs.fr



* Mise a disposition

Le spectrométre est mis a disposition suite a une for-
mation a l'utilisation de I'appareil. L'utilisateur réalise
ses experiences, accompagné par le responsable de
I'appareil ou en compléte autonomie.

La quantité et la concentration de I’échantillon a ana-
lyser seront déterminés avec le client en fonction de
l'analyse a réaliser.

A titre indicatif, la concentration d’'une protéine sera
de quelques pg/ml pour la cuvette 500uL (chemin
optique 1mm) a quelques mg/ml pour la cuvette sand-
wich (chemin optique 0.01mm).

L'échantillon de la macromolécule a analyser doit étre
le plus pur possible (>=95%) et exempt d’agrégats,
une gel filtration est fortement recommandé.

Les meilleurs tampons sont le phosphate, le borate et
le Tris-HCI. Eviter des fortes concentrations en NaCl
et toutes molécules qui absorbent fortement dans
'UV (imidazole) ou qui ne sont pas stables dans le
temps (DTT).

Les informations suivantes, nécessaires pour effec-
tuer la prestation, devront étre fournies :

* nature de la molécule a analyser

* poids moléculaire, séquence, solubilité

» existence préalable des donnés CD pour le méme
échantillon ou pour un échantillon similaire
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Exemple de données CD pour des structures
secondaires différentes

Les résultats seront intégrés dans un rapport rédigé
par le responsable de la prestation.

Ce rapport, en plus des résultats obtenus, précisera le
protocole, les méthodes instrumentales et le descriptif
du matériel utilisé.

Les fichiers des données brutes pourront étre remis au
client a sa demande et seront stockés au laboratoire
pour une durée de 2 ans, aprés quoi ils seront suppri-
mes.

La technique n’étant pas destructive il est possible
de récupérer I'échantillon pour I'analyser via les diffé-
rentes techniques biophysiques proposées par PICT
(ITC, DSF, NanoDSF, SEC-MALLS) ou de l'utiliser
pour des essais de cristallisation ou autres tech-
niques structurales (NMR).

Controle interne périodique du spectromeétre.
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