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Figure S2. ATPase activity of control (vv) L. lactis membranes or of L. lactis membranes containing HMA1 or HMA6. The ATPase assay mixture contained 250 mM Tris, pH 7, 15 mM MgSO4, 15 mM ATP, 20 mM Cysteine, 100 µM TCEP, 2 µM CuSO4, and 2 µg of membrane proteins. ATPase activity was followed for 10 min at 37°C. Released inorganic phosphate was colorimetrically determined (Lanzetta et al., 1979). Data are the mean of three independent experiments and standard error to the mean are displayed.
Lanzetta PA, Alvarez LJ, Reinach PS, Candia OA (1979) An improved assay for nanomole amounts of inorganic phosphate. Anal Biochem 100: 95-97.
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		VV		0		7.0730873207		7.0730873207		11.6072909412		11.6072909412

		HMA1		0.5		15.1929995878		15.1929995878		6.4148728446		6.4148728446

		PAA1		1		8.4913790549		8.4913790549		27.5598690033		27.5598690033
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données traitees du 23

		

				test sur protéine purifiée

				Utilisations de fractions d'élutions de la purif de PAA1 et de HMA1 (purif sans sonication)

				Manip 1												Courbe étalon avec du Pi

																Pi ( nmoles )		Moyenne		Ecartype

																0		0.000		0.005

				Milieu												1.25		0.564		0.058

				PC / DDM 0,01 % [p/v]												2.5		0.684		0.019

				TCEP 100 µM

				ATP 3 mM												Je ne suis pas dans la gamme de réponse du système

				MgSO4 3 mM

				Tris 50 mM

				NaCl 50 mM

				Incubations		Dans PC / DDM		aucune

						Après lancement réaction		10 minutes

				Manip 2												Courbe étalon avec du Pi

				Milieu												Pi ( nmoles )		Moyenne		Ecartype

				PC / DDM 0,01 % [p/v]												0		0.424		0.002		gamme de réponse OK

				TCEP 100 µM												0.5		0.737		0.030

				ATP 3 mM												1		0.996		0.006

				MgSO4 3 mM

				Tris 50 mM												Test avec de la prot pure fraction d'élution 3

				NaCl 50 mM												protéine pure		Volume		CuSO4 (µM)		Moyenne		Ecartype

																HMA1		25		0		0.642		0.017

				Incubations		Dans PC / DDM		aucune										25		50		0.596		0.012

						Après lancement réaction		10 minutes								PAA1		25		0		0.546		0.012

																		25		50		2.167		0.015

				Manip 3												Courbe étalon avec du Pi

				Milieu												Pi ( nmoles )		DO 660

				PC / DDM 0,01 % [p/v]												0		0.428

				TCEP 100 µM												0.5		0.76

				ATP 3 mM												1		1.018

				MgSO4 3 mM

				Tris 50 mM												Test avec de la prot pure fraction d'élution 3

				NaCl 50 mM														Volume		CuSO4 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

																HMA1		10		0		100		0.485

				Incubations		Dans PC / DDM		aucune										10		50		100		0.483

						Après lancement réaction		10 minutes										10		0		0		0.482

																		10		50		0		0.487

																PAA1		10		0		100		0.448

																		10		50		100		0.457

																		10		0		0		0.46

																		10		50		0		0.461

				Manip 4												Courbe étalon avec du Pi

				Milieu												Pi ( nmoles )		DO 660

				PC / DDM 0,01 % [p/v]												0		0.448

				TCEP 100 µM												0.5		0.788

				ATP 3 mM												1		1.052

				MgSO4 3 mM

				Tris 50 mM												Test avec de la prot pure fraction d'élution 3

				NaCl 50 mM														Volume		CuSO4 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

																HMA1		25		0		100		0.643

				Incubations		Dans PC / DDM		20 minutes										25		50		100		0.638

						Après lancement réaction		10 minutes										25		0		0		0.641

																		25		50		0		0.631

																PAA1		25		0		100		0.563

																		25		50		100		0.549

																		25		0		0		0.58

																		25		50		0		0.572

				Manip 5		Changement de fraction d'élution										Courbe étalon avec du Pi

				Milieu												Pi ( nmoles )		DO 660

				PC / DDM 0,01 % [p/v]												0		0.476

				Cys 20 mm												0.5		0.818

				TCEP 100 µM												1		1.06

				ATP 3 mM

				MgSO4 3 mM												Test avec de la prot pure fraction d'élution 4

				Tris 50 mM														Volume		CuSO4 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

				NaCl 50 mM												HMA1		40		0		100		0.758

																		40		50		100		0.735

				Incubations		Dans PC / DDM		20 minutes										40		0		0		0.769

						Après lancement réaction		20 minutes										40		50		0		0.752

																PAA1		40		0		100		0.656

																		40		50		100		0.659

																		40		0		0		0.718

																		40		50		0		0.681

				Manip 6												Courbe étalon avec du Pi

				Milieu												Pi ( nmoles )		DO 660

				PC / DDM 0,01 % [p/v]												0		0.492

				Cys 20 mm												0.5		0.838

				TCEP 100 µM												1		1.117

				ATP 3 mM

				MgSO4 3 mM												Test avec de la prot pure fraction d'élution 4

				Tris 50 mM														Volume		CuSO4 (µM)		TCEP (µM)		do 660

				NaCl 50 mM												HMA1		40		0		100		0.719

																		40		10		100		0.8

				Incubations		Dans PC / DDM		20 minutes										40		0		0		0.747

						Après lancement réaction		20 minutes										40		10		0		0.758

																PAA1		40		0		100		0.692

																		40		10		100		0.717

																		40		0		0		0.666

																		40		10		0		0.697



sb212238:
Résultat jamais reproduit



donnees traitees du 25

		

				test sur protéine purifiée

				Utilisation des fractions d'élutions les plus concentrées des purifications de HMA1, PAA1 et HMA1 mutée. Les volumes utilisés pour les expériences correspondent à 2,5 µg de protéine purifiée

				Manip 1												Courbe étalon avec du Pi

				Milieu												Pi ( nmoles )		DO 660

				PC / DDM 0,01 % [p/v]												0		0.539

				Cys 20 mm												0.5		0.787

				TCEP 100 µM												1		1.015

				ATP 3 mM

				MgSO4 3 mM												Test avec de la prot pure fraction d'élution 2

				Tris 50 mM														Volume		CuSO4 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

				NaCl 50 mM												HMA1		12.5		0		100		0.935

																		12.5		50		100		0.933

				Incubations		Dans PC / DDM		20 minutes										12.5		0		0		0.873

						Après lancement réaction		20 minutes										12.5		50		0		0.918

																HMA1 mutée		20		0		100		0.874

																		20		50		100		0.859

																		20		0		0		0.873

																		20		50		0		0.836

																PAA1		20		0		100		0.731

																		20		50		100		0.726

																		20		0		0		0.764

																		20		50		0		0.726

				Manip 2		Manip faite sur la glace										Courbe étalon avec du Pi

				Milieu												Pi ( nmoles )		DO 660

				PC / DDM 0,01 % [p/v]												0		0.497		0		0

				Cys 20 mm												0.5		0.681		0.184		0.3153925266

				TCEP 100 µM												1		0.975		0.478		0.8193349332

				ATP 3 mM

				MgSO4 3 mM

				Tris 50 mM														Volume		CuSO4 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

				NaCl 50 mM												HMA1		12.5		0		100		0.43		-0.067		-0.1148440178

																HMA1 muté		20		0		100		0.475		-0.022		-0.037709976

				Incubations		Dans PC / DDM		Aucune								PAA1		20		0		100		0.452		-0.045		-0.0771340418

						Après lancement réaction		Aucune

				Manip 3												Courbe étalon avec du Pi

				Milieu												Pi ( nmoles )		DO 660

				PC / DDM 0,01 % [p/v]												0		0.55		0		0

				Cys 20 mm												0.5		0.838		0.288		0.4936578677

				TCEP 100 µM												1		1.0856		0.5356		0.9180665067

				ATP 3 mM

				MgSO4 3 mM

				Tris 50 mM														Volume		CuSO4 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

				NaCl 50 mM												HMA1 + incubation		12.5		0		100		0.965

																HMA1 sans incubation		12.5		0		100		0.88

				Incubations		Dans PC / DDM		Variable

						Après lancement réaction		20 minutes

				Manip 4												Courbe étalon avec du Pi

				Milieu												Pi ( nmoles )		DO 660

				PC / DDM 0,01 % [p/v]												0		0.56		0		0

				Cys 20 mm												0.5		0.886		0.326		0.5587932808

				TCEP 100 µM												1		1.101		0.541		0.9273225917

				ATP 3 mM

				MgSO4 3 mM

				Tris 50 mM														Volume		CuSO4 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

				NaCl 50 mM												HMA1		12.5		0		100		0.926		0.366		0.6273568735		0.9410353103

																		12.5		8		100		0.932		0.372		0.6376414124		0.9564621186

				Incubations		Dans PC / DDM		20 minutes								HMA1 mutée		20		0		100		0.887		0.327		0.5605073706		0.8407610559

						Après lancement réaction		20 minutes										20		8		100		0.907		0.347		0.594789167		0.8921837504

																PAA1		20		0		100		0.774		0.214		0.3668152211		0.5502228317

																		20		8		100		0.781		0.221		0.3788138498		0.5682207748

				Manip 5												Courbe étalon avec du Pi

				Milieu												Pi ( nmoles )		DO 660

				PC / DDM 0,01 % [p/v]												0		0.604

				Cys 20 mm												0.5		0.904

				TCEP 100 µM												1		1.168

				KCl 100 mM

				ATP 3 mM

				MgSO4 3 mM														Volume		CuSO4 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

				Tris 50 mM												HMA1		12.5		0		100		0.926

				NaCl 50 mM														12.5		8		100		0.899

																HMA1 mutée		20		0		100		0.876

				Incubations		Dans PC / DDM		20 minutes										20		8		100		0.889

						Après lancement réaction		20 minutes								PAA1		20		0		100		0.899

																		20		8		100		0.774

				Manip 6												Courbe étalon avec du Pi

				Milieu												Pi ( nmoles )		DO 660

				PC / DDM 0,01 % [p/v]												0		0.56

				Cys 20 mm												0.5		0.903

				TCEP 0 µM												1		1.134

				EDTA 24 mM

				ATP 3 mM

				MgSO4 3 mM														Volume		EDTA (mM)		TCEP (µM)		DO 660

				Tris 50 mM												HMA1		12.5		0		0		0.912

				NaCl 50 mM														12.5		24		0		0.939

																HMA1 mutée		20		0		0		0.916

				Incubations		Dans PC / DDM		20 minutes										20		24		0		0.909

						Après lancement réaction		20 minutes								PAA1		20		0		0		0.769

																		20		24		0		0.77
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25032009

		

				test sur membrane brute

				Préparation des échantillons : utilisation de membranes issues de bactéries transformées par un plasmide non recombinant et membranes contenant HMA1 ou PAA1

				Membranes stockées dans un tampon HEPES 20 mM pH 6, sucrose 300 mM

				Pour la manip, dilution des membranes dans un tampon Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 50 mM

				L'activité entre les différentes membranes n'étant pas la même, l'experience est à refaire avec des mb stockées autrement

				Manip 1														Qantité de prot (µg)		Incubation Oui / Non		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 (µM)		TCEP (µM)		Moyenne		Ecart type

				Milieu												VV		10		non		0		100		0.329		0.012		-0.099		-0.169694892		0.0202088209		Pi ( nmoles )		DO 660		Ecartype

				Cys 20 mm												VV		10		10 min		0		100		1.227		0.019		0.7986666667		1.3689864016		0.0331636884		0		0.428		0.002		0		0

				TCEP 100 µM												HMA1		10		non		0		100		0.372		0.025		-0.0563333333		-0.0965603931		0.0434085703		0.5		0.76		0.030		0.332		0.5690778197

				ATP 3 mM												HMA1		10		10 min		0		100		1.284		0.011		0.8556666667		1.4666895212		0.0183282081		1		1.018		0.006		0.59		1.0113129928

				MgSO4 3 mM												PAA1		10		non		0		100		0.337		0.014		-0.0913333333		-0.1565535367		0.024261083

				Tris 50 mM												PAA1		10		10 min		0		100		1.201		0.046		0.7733333333		1.3255627928		0.0787424829

				NaCl 50 mM																						Je ne suis pas dans la gamme de réponse du système

				Incubations		Après lancement réaction		Variable																								-59.3932122043		7.0730873207

																																479.1452405439		11.6072909412

																																-33.7961375843		15.1929995878

																																513.3413324192		6.4148728446

				Manip 2												Contrôle -		0.398														-54.7937378585		8.4913790549

				Milieu																												463.9469774883		27.5598690033

				Cys 20 mm

				TCEP 100 µM														Qantité de prot (µg)		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 (µM)		TCEP (µM)		Moyenne		Ecart type

				ATP 3 mM												VV		5		0		100		1.194		0.026

				MgSO4 3 mM												VV		5		2		100		1.188		0.013

				Tris 50 mM												HMA1		5		0		100		1.246		0.038

				NaCl 50 mM												HMA1		5		2		100		1.256		0.028

																PAA1		5		0		100		1.161		0.005

				Incubations		Après lancement réaction		10 minutes								PAA1		5		2		100		1.169		0.024

																								Je ne suis pas dans la gamme de réponse du système

				Manip 3												Contrôle -		0.341

				Milieu

				Cys 20 mm

				TCEP 100 µM														Qantité de prot (µg)		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 (µM)		TCEP (µM)		Moyenne		Ecart type		DO corrigée		moles ATP consommé		EC		Activité

				ATP 3 mM												VV		2		0		100		0.801		0.011		0.460		0.7879099531		0.0191129342		2.3637298594		0.0573388025

				MgSO4 30 mM												VV		2		2		100		0.797		0.004		0.456		0.7810535939		0.0069274115		2.3431607816		0.0207822346

				Tris 50 mM												HMA1		2		0		100		0.929		0.024		0.588		1.0078848132		0.0403084539		3.0236544395		0.1209253618

				NaCl 50 mM												HMA1		2		2		100		0.917		0.014		0.576		0.9867443721		0.0243818858		2.9602331162		0.0731456575

																PAA1		2		0		100		0.662		0.004		0.321		0.5507941949		0.0069274115		1.6523825848		0.0207822346

				Incubations		Après lancement réaction		10 minutes								PAA1		2		2		100		0.669		0.013		0.328		0.5622214604		0.0224800772		1.6866643812		0.0674402317

																								Charge en protéine OK

				Manip 4												Contrôle -		0.366

				Milieu

				Cys 20 mm

				TCEP 100 µM														Qantité de prot (µg)		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 (µM)		TCEP (µM)		Moyenne		Ecart type

				ATP 3 mM												VV		2		0		100		0.799		0.008

				MgSO4 30 mM												VV		2		10		100		0.803		0.011

				Tris 50 mM												HMA1		2		0		100		0.922		0.004

				NaCl 50 mM												HMA1		2		10		100		0.932		0.008

																PAA1		2		0		100		0.671		0.008

				Incubations		Après lancement réaction		10 minutes								PAA1		2		10		100		0.685		0.006

				Manip 5												Contrôle -		0.355

				Milieu

				Cys 20 mm

				TCEP 0 µM														Qantité de prot (µg)		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 (µM)		TCEP (µM)		Moyenne		Ecart type

				ATP 3 mM												VV		2		0		0		0.744		0.005

				MgSO4 30 mM												VV		2		2		0		0.714		0.008

				Tris 50 mM												HMA1		2		0		0		0.850		0.007

				NaCl 50 mM												HMA1		2		2		0		0.811		0.014

																PAA1		2		0		0		0.619		0.004

				Incubations		Après lancement réaction		10 minutes								PAA1		2		2		0		0.596		0.007

				Manip 6												Contrôle -		0.363

				Milieu

				Cys 0 mm

				TCEP 100 µM														Qantité de prot (µg)		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

				ATP 3 mM												VV		2		0		100		0.759

				MgSO4 30 mM												VV		2		2		100		0.761

				Tris 50 mM												HMA1		2		0		100		0.877

				NaCl 50 mM												HMA1		2		2		100		0.882

																PAA1		2		0		100		0.646

				Incubations		Après lancement réaction		10 minutes								PAA1		2		2		100		0.648

				Manip 7												Contrôle -		0.363

				Milieu

				Cys 20 mm

				TCEP 1000 µM														Qantité de prot (µg)		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

				ATP 3 mM												VV		2		0		100		0.74

				MgSO4 30 mM												VV		2		2		100		0.767

				Tris 50 mM												HMA1		2		0		100		0.865

				NaCl 50 mM												HMA1		2		2		100		0.886

																PAA1		2		0		100		0.637

				Incubations												PAA1		2		2		100		0.641
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30032009

		0		0		0		0.0117898261		0.0117898261		0.0193476958		0.0193476958		0.0021213203		0.0021213203

		0		0		0		0.0253245599		0.0253245599		0.0106926766		0.0106926766		0.0302654919		0.0302654919

		0		0		0		0.0141539158		0.0141539158		0.0459383645		0.0459383645		0.0060827625		0.0060827625
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Données traités du 02

		0		0		0		0.0117898261		0.0117898261		0.0193476958		0.0193476958		0.0021213203		0.0021213203

		0		0		0		0.0253245599		0.0253245599		0.0106926766		0.0106926766		0.0302654919		0.0302654919

		0		0		0		0.0141539158		0.0141539158		0.0459383645		0.0459383645		0.0060827625		0.0060827625
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02042009

		0		0		0.0202088209		0.0202088209		0.0331636884		0.0331636884

		0		0		0.0434085703		0.0434085703		0.0183282081		0.0183282081

		0		0		0.024261083		0.024261083		0.0787424829		0.0787424829
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0
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060409

		0		0		7.0730873207		7.0730873207		11.6072909412		11.6072909412

		0		0		15.1929995878		15.1929995878		6.4148728446		6.4148728446

		0		0		8.4913790549		8.4913790549		27.5598690033		27.5598690033



Sans incubation

Avec incubation

nmoles d'ATP hydrolysé / mg de protéines totales

0

0

0



Calculs

		0		0		0.0573388025		0.0573388025		0.0207822346		0.0207822346

		0		0		0.1209253618		0.1209253618		0.0731456575		0.0731456575

		0		0		0.0207822346		0.0207822346		0.0674402317		0.0674402317



- Métaux

+ Métaux

nmoles d'ATP hydrolysé /  h / mg de protéines totales



		

				Manip 1

				courbe étalon

				KH2PO4 0,1 mM		PC / DDM 0,1 %		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660 nm		Moyenne		Ecartype

		Gamme étalon		0		25		0		5		170		50		250		0		0.000		0.005

																		0.005

																		-0.005

				12.5		25		0		5		157.5		50		250		0.498		0.564		0.058

																		0.588

																		0.607

				25		25		0		5		145		50		250		0.69		0.684		0.019

																		0.662

																		0.699

				Manip 2

				Utilisation de la fraction d'élution 3. 10 minutes d'incubation à 30°C

				KH2PO4 0,1 mM		PC / DDM 0,1 %		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		Moyenne		Corrigé		Moyenne		ecartype

		Gamme étalon		0		25		0		5		170		50		250				0.424				0.000		0.002		0

																		0.422				-0.002

																		0.425				0.002

				5		25		0		5		165		50		250		0.727		0.737		0.304		0.314		0.030		0.5

																		0.713				0.290

																		0.771				0.348

				10		25		0		5		160		50		250		0.989		0.996		0.566		0.573		0.006		1

																		1				0.577

																		0.999				0.576

				ATPase		PC / DDM 0,1 %		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660				Corrigé		Moyenne		ecartype

		PAA1		25		25		0		5		170		50		250		0.56				0.137		0.123		0.012						PAA1 Cu 0 µM

																		0.536				0.113

																		0.542				0.119

				25		25		12.5		5		157.5		50		250		2.15				1.727		1.743		0.015						PAA1 Cu 50 µM

																		2.17				1.747

																		2.18				1.757

		HMA1		25		25		0		5		170		50		250		0.654		0.642		0.231		0.219		0.017		0.3750999886		0.0289033022		Cu 0 µM

																		0.65				0.227

																		0.623				0.200

				25		25		12.5		5		157.5		50		250		0.6		0.596		0.177		0.172		0.012		0.2951091304		0.0207350558		Cu 50 µM

																		0.582				0.159

																		0.605				0.182

				Manip 3

				Utilisation de la fraction d'élution 3. 10 minutes d'incubation à 30°C

				KH2PO4 0,1 mM		PC / DDM 0,1 %		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO corrigée

		Gamme étalon		0		25		0		5		170		50		250		0.428		0				0		0		0

				5		25		0		5		165		50		250		0.76		0.332				5		0.5		0.332

				10		25		0		5		160		50		250		1.018		0.59				10		1		0.59

				ATPase		PC / DDM 0,1 %		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO corrigée

		HMA1		10		25		0		5		160		50		250		0.485		0.057

				10		25		12.5		5		147.5		50		250		0.483		0.055

				10		25		0		0		165		50		250		0.482		0.054

				10		25		12.5		0		152.5		50		250		0.487		0.059

		PAA1		10		25		0		5		160		50		250		0.448		0.02

				10		25		12.5		5		147.5		50		250		0.457		0.029

				10		25		0		0		165		50		250		0.46		0.032

				10		25		12.5		0		152.5		50		250		0.461		0.033

				Manip 4

				Utilisation de la Fraction d'élution 3. incubation avec lipides pdt 20 min / 10 minutes de réaction à 30°C

				KH2PO4 0,1 mM		PC / DDM 0,1 %		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO corrigée

		Gamme étalon		0		25		0		5		170		50		250		0.448		0

				5		25		0		5		165		50		250		0.788		0.34

				10		25		0		5		160		50		250		1.052		0.604

				ATPase		PC / DDM 0,1 %		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO corrigée

		HMA1		25		25		0		5		145		50		250		0.643		0.195

				25		25		12.5		5		132.5		50		250		0.638		0.19

				25		25		0		0		150		50		250		0.641		0.193

				25		25		12.5		0		137.5		50		250		0.631		0.183

		PAA1		25		25		0		5		145		50		250		0.563		0.115

				25		25		12.5		5		132.5		50		250		0.549		0.101

				25		25		0		0		150		50		250		0.58		0.132

				25		25		12.5		0		137.5		50		250		0.572		0.124

				Manip 5

				Utilisation de la Fraction d'élution 4. Incubation avec lipides pdt 20 min / 20 minutes de réaction à 30°C

				KH2PO4 0,1 mM		PC / DDM 0,1 %		Cys 0,1M		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO corrigée

		Gamme étalon		0		25		50		0		5		120		50		250		0.476		0

				5		25		50		0		5		115		50		250		0.818		0.342

				10		25		50		0		5		110		50		250		1.06		0.584

				ATPase		PC / DDM 0,1 %		Cys 0,1M		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO corrigée

		HMA1		40		25		50		12.5		5		67.5		50		250		0.758		0.282

				40		25		50		12.5		5		67.5		50		250		0.735		0.259

				40		25		50		0		0		85		50		250		0.769		0.293

				40		25		50		12.5		0		72.5		50		250		0.752		0.276

		PAA1		40		25		50		12.5		5		67.5		50		250		0.656		0.18

				40		25		50		12.5		5		67.5		50		250		0.659		0.183

				40		25		50		0		0		85		50		250		0.718		0.242

				40		25		50		12.5		0		72.5		50		250		0.681		0.205

				Manip 6

				Utilisation de la Fraction d'élution 4. Incubation avec lipides pdt 20 min / 20 minutes de réaction à 30°C

				KH2PO4 0,1 mM		PC / DDM 0,1 %		Cys 0,1M		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO corrigée

		Gamme étalon		0		25		50		0		5		120		50		250		0.492		0

				5		25		50		0		5		115		50		250		0.838		0.346

				10		25		50		0		5		110		50		250		1.117		0.625

				ATPase		PC / DDM 0,1 %		Cys 0,1M		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO corrigée

		HMA1		40		25		50		0		5		80		50		250		0.719		0.227

				40		25		50		2.5		5		77.5		50		250		0.8		0.308

				40		25		50		0		0		85		50		250		0.747		0.255

				40		25		50		2.5		0		82.5		50		250		0.758		0.266

		PAA1		40		25		50		0		5		80		50		250		0.692		0.2

				40		25		50		2.5		5		77.5		50		250		0.717		0.225

				40		25		50		0		0		85		50		250		0.666		0.174

				40		25		50		2.5		0		82.5		50		250		0.697		0.205
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0

0

0
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		0		0.0302654919		0.0302654919
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HMA1

nmoles de Pi relargué



		

		Manip 1

		Utilisation des fractions d'élution N°2 = fractions d'élution les plus concentrées. Incubation de 20 minutes après ajout des lipides. Incubation 20 min après ajout mix

				KH2PO4 0,1 mM		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		Gamme étalon		0		25		50		0		5		120		50		250		0.539

				5		25		50		0		5		115		50		250		0.787

				10		25		50		0		5		110		50		250		1.015

				ATPase		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		HMA1		12.5		25		50		0		5		107.5		50		250		0.935

		HMA1 muté		20		25		50		0		5		100		50		250		0.874

		PAA1		20		25		50		0		5		100		50		250		0.731

		HMA1		20		25		50		12.5		5		87.5		50		250		0.933

		HMA1 muté		20		25		50		12.5		5		87.5		50		250		0.859

		PAA1		20		25		50		12.5		5		87.5		50		250		0.726

		HMA1		12.5		25		50		0		0		112.5		50		250		0.93

		HMA1 muté		20		25		50		0		0		105		50		250		0.873

		PAA1		20		25		50		0		0		105		50		250		0.764

		HMA1		12.5		25		50		12.5		0		100		50		250		0.918

		HMA1 muté		20		25		50		12.5		0		92.5		50		250		0.836

		PAA1		20		25		50		12.5		0		92.5		50		250		0.726

		Manip 2

		Utilisation des fractions d'élution N°2 = fractions d'élution les plus concentrées. Aucune incubation

				KH2PO4 0,1 mM		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		Gamme étalon		0		25		50		0		5		120		50		250		0.497

				5		25		50		0		5		115		50		250		0.681

				10		25		50		0		5		110		50		250		0.975

				ATPase		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		HMA1		12.5		25		50		0		5		107.5		50		250		0.43

		HMA1 muté		20		25		50		0		5		100		50		250		0.475

		PAA1		20		25		50		0		5		100		50		250		0.452

		Manip 3

		Utilisation des fractions d'élution N°2 = fractions d'élution les plus concentrées. Test d'incubation avec les lipides

				KH2PO4 0,1 mM		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		Gamme étalon		0		25		50		0		5		120		50		250		0.55

				5		25		50		0		5		115		50		250		0.838

				10		25		50		0		5		110		50		250		1.0856

				ATPase		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		HMA1 + incubation		12.5		25		50		0		5		107.5		50		250		0.965

		HMA1 sans incubation		12.5		25		50		0		5		107.5		50		250		0.88

		Manip 4

		Utilisation des fractions d'élution N°2 = fractions d'élution les plus concentrées. Test avec moins de cuivre (8 µM)

				KH2PO4 0,1 mM		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		Gamme étalon		0		25		50		0		5		120		50		250		0.56

				5		25		50		0		5		115		50		250		0.326

				10		25		50		0		5		110		50		250		0.541

				ATPase		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		HMA1		12.5		25		50		0		5		107.5		50		250		0.366		0.926

		HMA1 muté		20		25		50		0		5		100		50		250		0.327		0.887

		PAA1		20		25		50		0		5		100		50		250		0.214		0.774

		HMA1		12.5		25		50		2		5		105.5		50		250		0.372		0.932

		HMA1 muté		20		25		50		2		5		98		50		250		0.347		0.907

		PAA1		20		25		50		2		5		98		50		250		0.221		0.781

		Manip 5

		Utilisation des fractions d'élution N°2 = fractions d'élution les plus concentrées. Test avec moins de cuivre (8 µM) et du KCl

				KH2PO4 0,1 mM		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM		KCl 1M		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		Gamme étalon		0		25		50		0		5		25		95		50		250		0.604		0.604

				5		25		50		0		5		25		90		50		250		0.3		0.904

				10		25		50		0		5		25		85		50		250		0.564		1.168

				ATPase		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		CuSO4 1 mM		TCEP 5 mM				H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		HMA1		12.5		25		50		0		5		25		82.5		50		250		0.322		0.926

		HMA1 muté		20		25		50		0		5		25		75		50		250		0.272		0.876

		PAA1		20		25		50		0		5		25		75		50		250		0.196		0.8

		HMA1		12.5		25		50		2		5		25		80.5		50		250		0.295		0.899

		HMA1 muté		20		25		50		2		5		25		73		50		250		0.285		0.889

		PAA1		20		25		50		2		5		25		73		50		250		0.17		0.774

		Manip 6

		Utilisation des fractions d'élution N°2 = fractions d'élution les plus concentrées. Test avec moins de L'EDTA (5 µL d'EDTA 1,2 M)

				KH2PO4 0,1 mM		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		EDTA		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		Gamme étalon		0		25		50		5		0		120		50		250		0.56		0.56

				5		25		50		5		0		115		50		250		0.343		0.903

				10		25		50		5		0		110		50		250		0.574		1.134

				ATPase		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		EDTA 1,2 M		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		HMA1		12.5		25		50		0		0		112.5		50		250		0.352		0.912

		HMA1 muté		20		25		50		0		0		105		50		250		0.356		0.916

		PAA1		20		25		50		0		0		105		50		250		0.209		0.769

		HMA1		12.5		25		50		5		0		107.5		50		250		0.379		0.939

		HMA1 muté		20		25		50		5		0		100		50		250		0.349		0.909

		PAA1		20		25		50		5		0		100		50		250		0.21		0.77





		

		Manip 1

		C-

				Mb brute 0,2 mg / mL		Cys		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 50 µM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660				DO 660 corrigé		Moyenne		Ecart type

		VV pas d'incubation		50		50		0		5		185		50		250		0.319		0		0.319		0.329		0.012

																		0.326				0.326

																		0.342				0.342

		HMA1 pas d'incubation		50		50		0		5		95		50		250		0.381				0.381		0.372		0.025

																		0.391				0.391

																		0.343				0.343

		PAA1 pas d'incubation		50		50		0		5		95		50		250		0.328				0.328		0.337		0.014

																		0.329				0.329

																		0.353				0.353

		VV		50		50		0		5		95		50		250		1.17		0.896		1.215		1.227		0.019

																		1.18		0.93		1.249

																		1.16		0.897		1.216

		HMA1		50		50		0		5		95		50		250		1.25		0.953		1.272		1.284		0.011

																		1.22		0.967		1.286

																		1.22		0.974		1.293

		PAA1		50		50		0		5		95		50		250		1.15		0.916		1.235		1.201		0.046

																		1.18		0.901		1.220

																		1.11		0.83		1.149

		Manip 2

		test avec deux fois moins de protéine

				Mb brute 0,2 mg / mL		Cys		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 50 µM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO 600 Corrigée		Moyenne		ecart type

		C-		25		50		0		5		120		50		250		0		0.398

		VV		25		50		0		5		120		50		250		0.781		1.179		1.194		0.026

																		0.782		1.18

																		0.826		1.224

		HMA1		25		50		0		5		120		50		250		0.84		1.238		1.246		0.038

																		0.815		1.213

																		0.89		1.288

		PAA1		25		50		0		5		120		50		250		0.758		1.156		1.161		0.005

																		0.763		1.161

																		0.767		1.165

		VV		25		50		10		5		110		50		250		0.781		1.179		1.188		0.013

																		0.805		1.203

																		0.784		1.182

		HMA1		25		50		10		5		110		50		250		0.858		1.256		1.256		0.028

																		0.886		1.284

																		0.831		1.229

		PAA1		25		50		10		5		110		50		250		0.761		1.159		1.169		0.024

																		0.754		1.152

																		0.798		1.196

		manip 3

		MgSO4 150 mM au lieu de 15

				Mb brute 0,2 mg / mL		Cys		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 50 µM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO 600 Corrigée		Moyenne		ecart type

		C-		10		50		0		5		135		50		250		0		0.341

		VV		10		50		0		5		135		50		250		0.447		0.788		0.801		0.011

																		0.464		0.805

																		0.468		0.809

		HMA1		10		50		0		5		135		50		250		0.615		0.956		0.929		0.024

																		0.572		0.913

																		0.577		0.918

		PAA1		10		50		0		5		135		50		250		0.325		0.666		0.662		0.004

																		0.317		0.658

																		0.322		0.663

		VV		10		50		10		5		125		50		250		0.46		0.801		0.797		0.004

																		0.455		0.796

																		0.452		0.793

		HMA1		10		50		10		5		125		50		250		0.566		0.907		0.917		0.014

																		0.569		0.91

																		0.592		0.933

		PAA1		10		50		10		5		125		50		250		0.33		0.671		0.669		0.013

																		0.34		0.681

																		0.314		0.655

		Manip 4

		test avec 10 µM de chaque métal

				Mb brute 0,2 mg / mL		Cys		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 50 µM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO 600 Corrigée		Moyenne		ecart type

		C-		10		50		0		5		135		50		250		0		0.366

		VV		10		50		0		5		135		50		250		0.43		0.796		0.799		0.008

																		0.442		0.808

																		0.428		0.794

		HMA1		10		50		0		5		135		50		250		0.558		0.924		0.922		0.004

																		0.559		0.925

																		0.552		0.918

		PAA1		10		50		0		5		135		50		250		0.314		0.68		0.671		0.008

																		0.298		0.664

																		0.304		0.67

		VV		10		50		50		5		85		50		250		0.425		0.791		0.803		0.011

																		0.445		0.811

																		0.441		0.807

		HMA1		10		50		50		5		85		50		250		0.56		0.926		0.932		0.008

																		0.563		0.929

																		0.575		0.941

		PAA1		10		50		50		5		85		50		250		0.325		0.691		0.685		0.006

																		0.32		0.686

																		0.313		0.679

		Manip 5

		Pas de TCEP

				Mb brute 0,2 mg / mL		Cys		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 50 µM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO 600 Corrigée		Moyenne		ecart type

		C-		10		50		0		0		140		50		250		0		0.355

		VV		10		50		0		0		140		50		250		0.392		0.747		0.744		0.005

																		0.384		0.739

																		0.392		0.747

		HMA1		10		50		0		0		140		50		250		0.49		0.845		0.850		0.007

																		0.503		0.858

																		0.491		0.846

		PAA1		10		50		0		0		140		50		250		0.268		0.623		0.619		0.004

																		0.264		0.619

																		0.26		0.615

		VV		10		50		10		0		130		50		250		0.364		0.719		0.714		0.008

																		0.35		0.705

																		0.364		0.719

		HMA1		10		50		10		0		130		50		250		0.472		0.827		0.811		0.014

																		0.449		0.804

																		0.447		0.802

		PAA1		10		50		10		0		130		50		250		0.241		0.596		0.596		0.007

																		0.247		0.602

																		0.234		0.589

		Manip 6

		effet de la cystéine

				Mb brute 0,2 mg / mL		Cys		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 50 µM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO 600 Corrigée

		C-		10		0		0		5		185		50		250		0		0.363

		VV		10		0		0		5		185		50		250		0.396		0.759

		HMA1		10		0		0		5		185		50		250		0.514		0.877

		PAA1		10		0		0		5		185		50		250		0.283		0.646

		VV		10		0		10		5		175		50		250		0.398		0.761

		HMA1		10		0		10		5		175		50		250		0.519		0.882

		PAA1		10		0		10		5		175		50		250		0.285		0.648

		Manip 7

		test avec + de TCEP

				Mb brute 0,2 mg / mL		Cys		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 50 µM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO 600 Corrigée

		C-		10		0		0		50		140		50		250		0		0.363

		VV		10		0		0		50		140		50		250		0.377		0.74

		HMA1		10		0		0		50		140		50		250		0.502		0.865

		PAA1		10		0		0		50		140		50		250		0.274		0.637

		VV		10		0		10		50		130		50		250		0.404		0.767

		HMA1		10		0		10		50		130		50		250		0.523		0.886

		PAA1		10		0		10		50		130		50		250		0.278		0.641





		

				test sur membrane brute

				Préparation des échantillons : utilisation de membranes contenant HMA1 mutée, HMA1 ou PAA1

				Membranes stockées dans un tampon Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, sucrose 300 mM

				Pour la manip, dilution des membranes dans un tampon Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 50 mM

				Manip 1												Contrôle -		0.502

				Milieu

				Cys 20 mm														Qantité de prot (µg)		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

				TCEP 100 µM												HMA1 muté		2		0		100		1.246

				ATP 3 mM												HMA1 muté		2		2		100		1.269

				MgCl2 10 mM												HMA1		2		0		100		1.251

				Tris 50 mM												HMA1		2		2		100		1.297

				NaCl 50 mM												PAA1		2		0		100		1.298

				DDM 0,01%												PAA1		2		2		100		1.295

																						DO 660 pas stable

				Incubations		Après lancement réaction		10 minutes

				Manip 2												Contrôle -		0.548

				Milieu

				Cys 20 mm														Qantité de prot (µg)		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

				TCEP 100 µM												HMA1 muté		1		0		100		1.143

				ATP 3 mM												HMA1 muté		1		2		100		1.128

				MgCl2 10 mM												HMA1		1		0		100		1.161

				Tris 50 mM												HMA1		1		2		100		1.153

				NaCl 50 mM												PAA1		1		0		100		1.168

				DDM 0,01%												PAA1		1		2		100		1.188

																						DO 660 pas stable

				Incubations		Après lancement réaction		10 minutes

				Manip 3												Contrôle -		1.556

				Milieu

				Cys 20 mm				Arret de la réaction par incubation 10' à 100°C										Qantité de prot (µg)		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

				TCEP 100 µM				PAS ADAPTE								HMA1 muté		1		0		100		1.684

				ATP 3 mM												HMA1 muté		1		2		100		1.735

				MgCl2 10 mM												HMA1		1		0		100		1.826

				Tris 50 mM												HMA1		1		2		100		1.795

				NaCl 50 mM												PAA1		1		0		100		1.798

				DDM 0,01%												PAA1		1		2		100		1.831

				Incubations		Après lancement réaction		10 minutes

				Manip 4												Contrôle -

				Milieu

				Cys 20 mm				Arret de la réaction par ajout de 10 µL de SDS										Qantité de prot (µg)		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

				TCEP 100 µM				PAS ADAPTE								HMA1 muté		1		0		100

				ATP 3 mM												HMA1 muté		1		2		100

				MgCl2 10 mM												HMA1		1		0		100

				Tris 50 mM												HMA1		1		2		100

				NaCl 50 mM												PAA1		1		0		100

				DDM 0,01%												PAA1		1		2		100

				Incubations		Après lancement réaction		10 minutes

				Manip 5												Contrôle -		0.607

				Milieu

				Cys 20 mm				Incubation dans le vert de malachite pdt 3'30										Qantité de prot (µg)		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

				TCEP 100 µM				PAS ADAPTE								HMA1 muté		1		0		100		1.14

				ATP 3 mM												HMA1 muté		1		2		100		1.144

				MgCl2 10 mM												HMA1		1		0		100		1.172

				Tris 50 mM												HMA1		1		2		100		1.166

				NaCl 50 mM												PAA1		1		0		100		1.165

				DDM 0,01%												PAA1		1		2		100		1.16

				Incubations		Après lancement réaction		10 minutes

				Manip 6												Contrôle -		0.607

				Milieu

				Cys 20 mm														Qantité de prot (µg)		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 (µM)		TCEP (µM)		DO 660

				TCEP 100 µM												HMA1 muté		1		0		100		1.267

				ATP 3 mM												HMA1 muté		1		10		100		1.23

				MgCl2 10 mM												HMA1		1		0		100		1.336

				Tris 50 mM												HMA1		1		10		100		1.298

				NaCl 50 mM												PAA1		1		0		100		1.344

				DDM 0,01%												PAA1		1		10		100		1.359

																						DO 660 pas stable

				Incubations		Après lancement réaction		10 minutes

				Manip 7		Test EGTA										Contrôle -		0.619

				Milieu

				Cys 20 mm														Qantité de prot (µg)		EGTA (mM)		TCEP (µM)		DO 660

				TCEP 100 µM												HMA1 muté		1		0		0		1.309

				ATP 3 mM												HMA1 muté		1		1		0		1.349

				MgCl2 10 mM												HMA1		1		0		0		1.353

				Tris 50 mM												HMA1		1		1		0		1.352

				NaCl 50 mM												PAA1		1		0		0		1.408

				DDM 0,01%												PAA1		1		1		0		1.386

				Incubations		Après lancement réaction		10 minutes

				Manip 8		Test EGTA										Contrôle -		0.6036666667		0.0085049005

				Milieu

				Cys 20 mm														Qantité de prot (µg)		EGTA (mM)		TCEP (µM)		Moyenne		EC

				TCEP 100 µM												HMA1 muté		0.5		0		0		0.995		0.010

				ATP 3 mM												HMA1 muté		0.5		1		0		0.986		0.007

				MgCl2 10 mM												HMA1		0.5		0		0		1.016		0.014

				Tris 50 mM												HMA1		0.5		1		0		1.030		0.010

				NaCl 50 mM												PAA1		0.5		0		0		1.068		0.010

				DDM 0,01%												PAA1		0.5		1		0		1.087		0.015

				Incubations		Après lancement réaction		10 minutes





		0		0		0.0136503968		0.0136503968		0.01		0.01		0		0.0085049005		0.0085049005



Sans EGTA

Avec EGTA

C-



		

		Manip 1

				Mb brute 0,2 mg / mL		Cys		TCEP		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 50 µM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		C-		10		50		5		0		135		50		250		0		0.502

		HMA1 muté		10		50		5		0		135		50		250		0.744		1.246

		HMA1 muté		10		50		5		10		125		50		250		0.767		1.269

		HMA1		10		50		5		0		135		50		250		0.749		1.251

		HMA1		10		50		5		10		125		50		250		0.795		1.297

		PAA1		10		50		5		0		135		50		250		0.796		1.298

		PAA1		10		50		5		10		125		50		250		0.793		1.295

		Manip 2

				Mb brute 0,2 mg / mL		Cys		TCEP		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 50 µM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		C-		5		50		5		0		130		50		250		0		0.548

		HMA1 muté		5		50		5		0		140		50		250		0.595		1.143

		HMA1 muté		5		50		5		10		130		50		250		0.58		1.128

		HMA1		5		50		5		0		140		50		250		0.613		1.161

		HMA1		5		50		5		10		130		50		250		0.605		1.153

		PAA1		5		50		5		0		140		50		250		0.62		1.168

		PAA1		5		50		5		10		130		50		250		0.64		1.188

		Manip 3

		Arret de la réaction 10' à 100°C

				Mb brute 0,2 mg / mL		Cys		TCEP		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 50 µM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		C-		5		50		5		0		130		50		250		0		1.556

		HMA1 muté		5		50		5		0		140		50		250		0.128		1.684

		HMA1 muté		5		50		5		10		130		50		250		0.179		1.735

		HMA1		5		50		5		0		140		50		250		0.27		1.826

		HMA1		5		50		5		10		130		50		250		0.239		1.795

		PAA1		5		50		5		0		140		50		250		0.242		1.798

		PAA1		5		50		5		10		130		50		250		0.275		1.831

		Manip 4

		Arret de la réaction par ajout de 10µL de SDS : le SDS intéragit avec le réactif

		Manip 5

		Incubation dans le vert de malachite pendant 3'30'' avant ajout du reste

				Mb brute 0,2 mg / mL		Cys		TCEP		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 50 µM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		C-		5		50		5		0		130		50		250		0		0.607

		HMA1 muté		5		50		5		0		140		50		250		0.533		1.14

		HMA1 muté		5		50		5		10		130		50		250		0.537		1.144

		HMA1		5		50		5		0		140		50		250		0.565		1.172

		HMA1		5		50		5		10		130		50		250		0.559		1.166

		PAA1		5		50		5		0		140		50		250		0.558		1.165

		PAA1		5		50		5		10		130		50		250		0.553		1.16

		Manip 6

				Mb brute 0,2 mg / mL		Cys		TCEP		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 50 µM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		C-		5		50		5		0		130		50		250		0		0.607

		HMA1 muté		5		50		5		0		140		50		250		0.66		1.267

		HMA1 muté		5		50		5		50		90		50		250		0.623		1.23

		HMA1		5		50		5		0		140		50		250		0.729		1.336

		HMA1		5		50		5		50		90		50		250		0.691		1.298

		PAA1		5		50		5		0		140		50		250		0.737		1.344

		PAA1		5		50		5		50		90		50		250		0.752		1.359

		Manip 7

				Mb brute 0,2 mg / mL		Cys		TCEP		EGTA 50 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		C-		5		50		0		0		130		50		250		0		0.619

		HMA1 muté		5		50		0		0		145		50		250		0.69		1.309

		HMA1 muté		5		50		0		5		140		50		250		0.73		1.349

		HMA1		5		50		0		0		145		50		250		0.734		1.353

		HMA1		5		50		0		5		140		50		250		0.733		1.352

		PAA1		5		50		0		0		145		50		250		0.789		1.408

		PAA1		5		50		0		5		140		50		250		0.767		1.386

		Manip 8

				Mb brute 0,1 mg / mL		Cys 10 mM		EDTA 50 mM		TCEP 5 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660		DO 600 Corrigée		Moyenne		ecart type

		C-		5		50		0		0		145		50		250		0.607		0.607		0.604		0.009

																		0.003		0.61

																		-0.013		0.594

		HMA1 muté		5		50		0		0		145		50		250		0.395		1.002		0.995		0.010

																		0.393		1

																		0.376		0.983

		HMA1		5		50		0		0		145		50		250		0.425		1.032		1.016		0.014

																		0.4		1.007

																		0.403		1.01

		PAA1		5		50		0		0		145		50		250		0.449		1.056		1.068		0.010

																		0.467		1.074

																		0.466		1.073

		HMA1 muté		5		50		5		0		140		50		250		0.385		0.992		0.986		0.007

																		0.381		0.988

																		0.372		0.979

		HMA1		5		50		5		0		140		50		250		0.433		1.04		1.030		0.010

																		0.413		1.02

																		0.423		1.03

		PAA1		5		50		5		0		140		50		250		0.486		1.093		1.087		0.015

																		0.463		1.07

																		0.492		1.099





		

		Manip 1

				ATPase		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		TCEP 5 mM		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 50 µM		EGTA 50 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total		DO 660

		C-		20		25		50		5		0		0		100		50		250		0		0.597

		HMA1 muté		20		25		50		5		0		0		100		50		250		0.242		0.839		0.242		TCEP 100 µM

				20		25		50		5		10		0		90		50		250		0.247		0.844		0.247		TCEP 100 µM, CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 2µM

				20		25		50		50		10		0		45		50		250		0.242		0.839		0.242		TCEP 1 mM, CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 2µM

				20		25		50		0		0		5		100		50		250		0.23		0.827		0.23		EGTA 1mM

		HMA1		12.5		25		50		5		0		0		107.5		50		250		0.271		0.868		0.271

				12.5		25		50		5		10		0		97.5		50		250		0.277		0.874		0.277		1

				12.5		25		50		50		10		0		52.5		50		250		0.28		0.877		0.28		2

				12.5		25		50		0		0		5		107.5		50		250		0.268		0.865		0.268		3

		PAA1		20		25		50		5		0		0		100		50		250		0.163		0.76		0.163		4

				20		25		50		5		10		0		90		50		250		0.184		0.781		0.184

				20		25		50		50		10		0		45		50		250		0.163		0.76		0.163

				20		25		50		0		0		5		100		50		250		0.17		0.767		0.17

		Manip 2

				ATPase		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		TCEP 5 mM		CuSO4 / ZnSO4 / CaCl2 50 µM		EGTA 50 mM		H2O		Mix ATPase 5x		Volume total

		C-		20		25		25		5		0		0		125		50		250		0		0.583

		HMA1 muté		20		25		25		5		0		0		125		50		250		0.317		0.9

				20		25		25		5		10		0		115		50		250		0.33		0.913

				20		25		25		50		10		0		70		50		250		0.385		0.968

				20		25		25		0		0		5		125		50		250		0.326		0.909

		HMA1		12.5		25		25		5		0		0		132.5		50		250		0.506		1.089

				12.5		25		25		5		10		0		122.5		50		250		0.512		1.095

				12.5		25		25		50		10		0		77.5		50		250		0.469		1.052

				12.5		25		25		0		0		5		132.5		50		250		0.464		1.047

		PAA1		20		25		25		5		0		0		125		50		250		0.207		0.79

				20		25		25		5		10		0		115		50		250		0.245		0.828

				20		25		25		50		10		0		70		50		250		0.236		0.819

				20		25		25		0		0		5		125		50		250		0.222		0.805

		Manip 3

				ATPase		PC / DDM 0,1 %		Cys 100 mM		TCEP 5 mM		CuSO4 1 mM		EGTA 50 mM		H2O		Mix ATPase 5x

		C-		20		25		25		0		0		0		130		50		0		0.604

		HMA1 muté		20		25		25		0		0		0		130		50		0.313		0.917

				20		25		25		0		10		0		120		50		0.276		0.88

				20		25		25		0		25		0		105		50		0.29		0.894

				20		25		25		0		50		5		75		50		0.291		0.895

		HMA1		12.5		25		25		0		0		0		137.5		50		0.443		1.047

				12.5		25		25		0		10		0		127.5		50		0.428		1.032

				12.5		25		25		0		25		0		112.5		50		0.44		1.044

				12.5		25		25		0		50		5		82.5		50		0.402		1.006

		PAA1		10		25		25		0		0		0		140		50		0.078		0.682

				10		25		25		0		25		0		115		50		0.068		0.672
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		Pi								Protéine

		volume de Pi (µL)		Concentration (µM)		nmoles de Pi				volume (µL)		concentration (ng/µL)		Qté prot dans cuve (µG)

		5		100		0.5				25		100		2.5

		10		100		1

		12.5		100		1.25

		25		100		2.5






