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Purification des protéines

Combien de protéines différentes est-ce qu'il y a 

dans un organisme?

Ver rond

(Caenorhabditis elegans)
Mouche des fruits

(Drosophila melanogaster)

< 1’000 1’000-10’000 10’000-100’000 > 100’000
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Diversité des protéines

Ver rond

(Caenorhabditis elegans)
19'000

Mouche des fruits

(Drosophila melanogaster)

14'000

Humain 

(Homo sapiens)
25'000

Organisme: Nombre de gènes

Comment est-ce qu’on peut extraire les protéines

d'un organisme?



Première étape: extraction de la protéine de la cellule

des cellules sont
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homogénéiseur

nucleus, membrane

petites organelles

(e.g. mitrochondrie)
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(e.g. microsomes)
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Première étape: extraction de la protéine de la cellule

des cellules sont

rompues avec un 

homogénéiseur

nucleus, membrane

petites organelles

(e.g. mitrochondrie)

très petites structures

(e.g. microsomes)

surnageant

Comment est-ce qu’on peut séparer une protéine spécifique dans 

un mélange de protéines?

surnageant

culot

culot

culot
surnageant



Méthodes pour la purification des protéines

Méthode:
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Chromatographie d'affinité

Principe de séparation:

Taille

Charge

Affinité spécifique
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Méthodes pour la purification des protéines

Méthode:

Chromatographie par gel-filtration

Chromatographie par échange d'ions

Chromatographie d'affinité

Exemple:

myoglobinlysozyme alcohol dehydrogenase

Principe de séparation:

Taille

Charge

Affinité spécifique

 Séparation des protéines basé sur la taille



Chromatographie par gel-filtration: séparations 

fondée sur la taille des protéines 

colonne de

chromatographie



Chromatographie par gel-filtration: séparations 

fondée sur la taille des protéines 

Billes poreuses

(polymère)

Les petites molécules 

peuvent pénétrer les 

billes, mais pas les 

grosses

Les grosses molécules 

s'écoulent plus vite

colonne de

chromatographie



Chromatographie par gel-filtration: séparations 

fondée sur la taille des protéines 



Chromatographie par gel-filtration: séparations 

fondée sur la taille des protéines 



Quelle protéine migre la plus vite?

Chromatographie par gel-filtration: séparations 

fondée sur la taille des protéines 

3
myoglobin

5
DNA polymerase4

HIV protease

1
lysozyme

2
Alcohol dehydrogenase
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Chromatographie par échange d’ions 

Les protéines sont 

séparées sur la base de 

leur charge globale

Billes avec des groupes 

chargés



Chromatographie par échange d’ions 

Quelle protéine migre la plus vite?

1

2

3

Aminoacides chargés positivement: bleu

Aminoacides chargés négativement: rouge
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Chromatographie d’affinité 

Billes avec des groupes 

chimiques (par exemple 

glucose) 

Une protéine qui a une 

affinité pour le glucose

se fixe sur la colonne

Comment peut-on dissocier la 

protéine fixée?
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• Purification des protéines

- Chromatographie par gel filtration

- Chromatrographie par échange d'ions

- Chromatographie d'affinité

• L’analyse des protéines

- Mesurer la concentration

- Electrophorèse sur gel de polyacrylamide
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Mesurer la concentration

Comment peut-on mesurer la concentration 

d'une protéine?

solutions avec protéine



Mesurer la concentration

longueur d'onde
spécifique



La loi de Beer-Lambert 

intensité de la 

lumière incidente

absorption

intensité de la 

lumière sortante

coefficient 

d'extinction

concentration

diamètre de 

l‘éprouvette



La loi de Beer-Lambert 

intensité de la 

lumière incidente

absorption

intensité de la 

lumière sortante

diamètre de 

l‘éprouvette

peut être 

mesuré
valeur spécifique 

pour chaque protéine

1 cm

?

coefficient 

d'extinction

concentration



Un spectre d'absorption

Quels sont les aminoacides qui absorbent le plus fort la lumière à 

une longueur d'onde de 280 nm?



Coefficient d'extinction des aminoacides



Coefficient d'extinction des aminoacides

Aminoacide:
Coefficient 

d’extinction (e):

Tryptophane

Tyrosine

5500 M-1cm-1

1490 M-1cm-1



Comment est-ce qu'on peut calculer le coefficient d’extinction

de la lysozyme?

MKALIILGFLFLSVAVQGKVFERCELARTL 

KKLGLDGYKGVSLANWLCLTKWESSYNT

KATNYNPSSESTDYGIFQINSKWWCNDG

KTPNAVDGCHVSCSELMENDIAKAVACA

KHIVSEQGITAWVWKSHCRDHDVSSYVQ

GCTL 

structure de la lysozyme séquence primaire de la lysozyme

Calcul d’un coefficient d’extinction 



Calcul d’un coefficient d’extinction 

MKALIILGFLFLSVAVQGKVFERCELARTL 

KKLGLDGYKGVSLANWLCLTKWESSYNT

KATNYNPSSESTDYGIFQINSKWWCNDG

KTPNAVDGCHVSCSELMENDIAKAVACA

KHIVSEQGITAWVWKSHCRDHDVSSYVQ

GCTL 

structure de la lysozyme séquence primaire de la lysozyme

e(lysozyme) = 6 x e(tryptophane) + 5 x e(tyrosine) 

= 6 x 5500 + 5 x 1490 

= 40450 M-1cm-1



Dans une solution aqueuse avec la protéine lysozyme on a mesuré 

une absorption de 0.65. Quelle est la concentration de la protéine?

Mesurer la concentration de la lysozyme

structure de la lysozyme

E

?

e(lysozyme)= 40450 M-1cm-1

Diamètre de la cuvette = 1cm



Mesurer la concentration de la lysozyme

e(lysozyme)= 40450 M-1cm-1

0.65

E

?

1cm

structure de la lysozyme

c = ---------- =  ------------ = 1.6 .10-5 M
el

. d

E 0.65

40450 . 1  
= 16 mM



Comment peut-on voir si on a une ou plusieurs protéines dans une 

éprouvette?

Analyser plusieurs protéines dans un échantillon

{
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Électrophorèse sur gel

charge négative (-) charge négative (-)

charge positive (+)charge positive (+)

Méthode la plus importante pour déterminer la composition d’un échantillon de protéine

gel poreuse

champ 
électrique



Gel de polyacrylamide (‘filet de pêche’)

Fine plaque de polyacrylamide

Un gel de polyacrylamide est 
chimiquement inerte et peut être 
préparé par polymérisation 
d'acrylamide

bisacrylamideacrylamide

Liaison croisée

initiée par 
un radical

réaction de 
polymerisation 



Électrophorèse sur gel

charge négative (-)

charge positive (+)Appareil d'électophorèse

puits pour placer les 
solutions de protéines



v = Ez/f v: vitesse de migration
E: force électrique
z: charge nette de la protéine
f: coefficient de friction (taille de la protéine, gel)

Électrophorèse sur gel (PAGE = polyacrylamide gel electorphoresis) 

charge négative (-)

charge positive (+)



SDS-PAGE: SDS polyacrylamide gel electorphoresis 

sodium dodecyl 
sulfate (SDS)

• Les molécules de SDS se lient aux 

protéines (interaction non-

covalente)

• Environ 1 molécule SDS par 2 

aminoacides

• Les protéines sont dénaturées

• Toutes les protéines sont chargées 

négativement



La mobilité dans le SDS-PAGE est 

proportionnelle au logarithme de leur masse
marker



La mobilité dans le SDS-PAGE est 

proportionnelle au logarithme de leur masse

Sur un SDS-PAGE les 
protéines sont séparées 
uniquement en fonction 
de leur taille

marker

une échelle 
logarithmique



La mobilité dans le SDS-PAGE est 

proportionnelle au logarithme de leur masse

Comment peut-on visualiser 

une protéine?

Sur un SDS-PAGE les 
protéines sont séparées 
uniquement en fonction 
de leur taille

marker



Coloration des protéines après électrophorèse en 

utilisant du bleu de Coomassie

• Une quantité de 0.1 mg de 

protéine peut être détectée

• Des protéines avec une 

différence de masse de 2% 

peuvent être séparées (e.g. 50 

et 51 kDa; 10 aminoacides)



Electrophorèse avec beaucoup de protéines différentes

Comment pourrait-on améliorer la résolution des protéines 

sur un gel SDS-PAGE?



Électrophorèse en deux dimensions d’un 

échantillon de bactérie Escherichia coli (E. coli)

1ère séparation
2

èm
e

sé
p
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1ère séparation

2
èm

e
sé

p
ar

at
io

n

Avec quelle propriété 

physique pourrait-on 

séparer les protéines 

dans la deuxième 

dimension?



1ère séparation

2
èm

e
sé

p
ar

at
io

n

Séparé sur la base 
de la taille

Quel est le point 
isoélectrique?

Séparé sur la base 
du point isoélectrique





Focalisation isoélectrique

• Un gel avec un gradient de

pH est préparé

• Les protéines migrent dans 

un champ électrique et   

s'arrêtent dans la région où 

leur charge globale est 

égale à 0. 

Le point isoélectrique (pI) est le pH auquel la charge globale d'une 

protéine est égal à 0



Focalisation isoélectrique

protéines avec le même point 
isoélectrique, pI (p.ex. pI = 8) 

pH:  9     8     7     6     5     4     3    



Électrophorèse en deux dimensions d’un 

échantillon de bactérie Escherichia coli (E. coli)

1ère séparation (point isoélectrique)
2

èm
e

sé
p

ar
at

io
n

 (
ta

ill
e

)



• Purification des protéines

• L’analyse des protéines

- Mesurer la concentration  quantifier une protéine pure

- Electrophorèse sur gel de polyacrylamide  analyser des 

protéines dans un mélange

- Séquencer des peptides et protéines

- Détection avec des anticorps

- Spetrométrie de masse

- Structure tridimensionnelle



Séquençage des protéines 

Comment pourrait-on déterminer la composition en 

aminoacides d'un peptide ou d'une protéine?

Tyr-Ile-Ser-Cys-Thr



Composition en aminoacides d'un peptide

1. Hydrolyse du peptide 

avec de l'acide chlorhydrique   

(HCl, 6 M), 100°C, 24 h

2. Séparation des 

aminoacides par 

chromatographie 

liquide à haute 

pression (HPLC)

Tyr-Leu-Ser-Cys-Thr

Tyr

Leu

Cys

Thr

Ser



Chromatographie liquide à haute pression (HPLC)

• Séparation des aminoacides avec une colonne 

• L'identité d'un aminoacide est révélée par le temps d'élution 

Cys Ser Tyr



Chromatographie liquide à haute pression (HPLC)

temps d'élution 



Les aminoacides peuvent être identifiés par HPLC



Les aminoacides peuvent être identifiés par HPLC

Ser Thr Cys Tyr Ile



Séquence des protéines 

Comment pourrait-on déterminer la séquence

d'aminoacides d'un peptide ou d'une protéine?

Tyr-Ile-Ser-Cys-Thr
Tyr

Leu

Ser

Thr 

Cys

Ile-Tyr-Ser-Cys-Thr

Ser-Ile-Tyr-Cys-Thr

Cys-Ile-Ser-Tyr-Thr

Thr-Ile-Ser-Cys-Tyr

……



Dégradation de Edman (Pehr Edman)

• Biochimiste de Suède

• En 1950, il avait développé 

une méthode pour 

déterminer les séquences 

des protéines



Dégradation de Edman (Pehr Edman)

• Le résidu N-terminal 

est 

marqué 

• Le résidu marqué est 

séparé

• L'identité du résidu est 

analysé par HPLC 

(chromatographie à 

haute pression) 



Dégradation de Edman 

isothiocyanate

aminoacide
libéré

peptide amputé
d'un aminoacide



Les aminoacides libérés peuvent être identifiés par 

(chromatographie liquide à haute pression) HPLC

Phenylalanine



Séquençage des protéines entières

Peut-on séquencer des protéines entières par la 

méthode Edman?

MKALIILGFLFLSVAVQGKVFERCELARTL 

KKLGLDGYKGVSLANWLCLTKWESSYNT

KATNYNPSSESTDYGIFQINSKWWCNDG

KTPNAVDGCHVSCSELMENDIAKAVACA

KHIVSEQGITAWVWKSHCRDHDVSSYVQ

GCTL 

structure de lysozyme séquence primaire de lysozyme



Séquençage des protéines entières

Peut-on séquencer des protéines entières par la 

méthode Edman?

Environ 50 aminoacides peuvent être séquencés

Limitation:

Dans chaque étape, seulement environ 98% des protéines 

libèrent le résidu N-terminal 

 La proportion des aminoacides libérés 'correctement' après 60 

tours est de 0.3 (= seulement 30%)



MKALIILGFLFLSVAVQGKVFERCELARTLKKLGLDGYKGVSLANWL

CLTKWESSYNTKATNYNPSSESTDYGIFQINSKWWCNDGKTPNAVD

GCHVSCSELMENDIAKAVACAKHIVSEQGITAWVWKSHCRDHDVSS

YVQGCTL 

ALIILGFLFLSVAVQGK

VFERCELARLGLDGYK

GVSLANWLCLTKWESSYNTK

ATNYNPSSESTDYGIFQINSK

WWCNDGK

TPNAVDGCHVSCSELMENDIAK

AVACAKHIVSEQGITAWVWK

SHCRDHDVSSYVQGCTL 

Cliver des protéines sur des aminoacides spécifiques



Cliver des protéines sur des aminoacides spécifiques

Méthode chimique

bromure de 
cyanogène



Méthode enzymatique en utilisant des protéases (p.ex. trypsin)

Cliver des protéines sur des aminoacides spécifiques



Exemple: Clivage de la protéine lysozyme avec de la trypsine

MKALIILGFLFLSVAVQGKVFERCELARTLKKLGLDGYKGVSLANWL

CLTKWESSYNTKATNYNPSSESTDYGIFQINSKWWCNDGKTPNAV

DGCHVSCSELMENDIAKAVACAKHIVSEQGITAWVWKSHCRDHDV

SSYVQGCTL 

MK

ALIILGFLFLSVAVQGK

VFERCELAR

TLK

K

LGLDGYK

GVSLANWLCLTK

WESSYNTK

ATNYNPSSESTDYGIFQINSK

WWCNDGK

TPNAVDGCHVSCSELMENDIAK

AVACAK

HIVSEQGITAWVWK

SHCR

DHDVSSYVQGCTL 

Comment est-ce qu'on pourrait établir l'ordre de ces segments?



Exemple de séquençage

La protéine lysozyme est clivée en deux réactions séparées:

- trypsine

- chymotrypsine (clive les polypeptides après les aminoacides Phe, Trp, Tyr

Deux groupes de segments peptidiques sont obtenus

lysozyme
+

trypsin

lysozyme
+

chymotrypsin



Exemple de séquençage

MK

ALIILGFLFLSVAVQGK

VFERCELAR

TLK

K

LGLDGYK

GVSLANWLCLTK

WESSYNTK

ATNYNPSSESTDYGIFQI

NSK

WWCNDGK

TPNAVDGCHVSCSELME

NDIAK

AVACAK

HIVSEQGITAWVWK

SHCR

DHDVSSYVQGCTL 

MKALIILGF

LFLSVAVQGKVF

ERCELARTLKKLGLDGY

KGVSLANW

LCLTKW

ESSY

NTKATNY

NPSSESTDY

GIF

QINSKW

W

CNDGKTPNAVDGCHVSCSELMENDIAK

AVACAKHIVSEQGITAW

VW

KSHCRDHDVSSY

VQGCTL 

Clivé avec chymotrypsin:Clivé avec trypsin:



Assemblage des segments peptidiques

MK      ALIILGFLFLSVAVQGK       VFERCELAR       TLK     K       LGLDGYK

QINSKW W     CNDGKTPNAVDGCHVSCSELMENDIAKAVACAKHIVSEQGITAW

GVSLANWLCLTK     WESSYNTK  ATNYNPSSESTDYGIFQINSK

WWCNDGK      TPNAVDGCHVSCSELMENDIAK      AVACAK

HIVSEQGITAWVWK       SHCR       DHDVSSYVQGCTL

MKALIILGF      LF      LSVAVQGKVF       ERCELARTLKKLGLDGY

KGVSLANW LCLTKW     ESSY     NTKATNY     NPSSESTDY     GIF

VW     KSHCRDHDVSSY     VQGCTL 



• Purification des protéines

• L’analyse des protéines

- Mesurer la concentration  quantifier une protéine pure

- Electrophorèse sur gel de polyacrylamide  analyser des 

protéines dans un mélange

- Séquencer des protéines  analyser la séquence primaire

- Détection avec des anticorps

- Spetrométrie de masse

- Structure tridimensionnelle



Méthodes pour détecter des protéines 

basées sur des anticorps

anticorps (3D)
anticorps

(dessin schématique)

Anticorps = protéines synthétisées par un animal en réponse 

à l'introduction d'une substance étrangère 



Les anticorps ont une affinité spécifique pour des 

protéines (= antigens)

Le site d’un antigène qui est reconnu par un anticorps est appelé épitope



Génération d'anticorps



Avec la méthode du ‘Western blot’ on peut identifier des protéines 

spécifiques sur un gel polyacrylamide

Exemple d'une application d'anticorps: Western blot

anticorps

radioactivité



Application des anticorps exemple 1: Wester blot

transfère des protéines
sur une feuille 

anticorps

radioactivité

film





• Purification des protéines

• L’analyse des protéines

- Mesurer la concentration

- Electrophorèse sur gel de polyacrylamide

- Séquencer des protéines

- Détection avec des anticorps

- Spetrométrie de masse

- Structure tridimensionnelle



Matrix-assisted laser 
desorption-ionization
time of flight; 
MALDI-TOF

Spetrométrie de masse



Exemple de MALDI-TOF



Koichi Tanaka

Prix Nobel 
en 2002

Exemple de MALDI-TOF



• Purification des protéines

• L’analyse des protéines

- Mesurer la concentration

- Electrophorèse sur gel de polyacrylamide

- Séquencer des protéines

- Détection avec des anticorps

- Spétrométrie de masse

- Structure tridimensionnelle



Structure tridimensionnelle d’une protéine

Cristallographie par rayons X

Cristaux de myoglobine

Première étape: obtenir des cristaux



Deuxième étape: diffraction des rayons X par le cristal



Section de la 
carte de densité 
électronique de 
la myoglobine

Troisième étape: calcul d’une carte de densité électronique 



La structure de la myoglobine



La structure d'une protéase avec un inhibiteur peptidique



• Mesurer la concentration 

• Electrophorèse sur gel 

de polyacrylamide

• Séquencer des protéines

• Détection avec des anticorps

• Spetrométrie de masse

• Cristallographie par rayon X 

L’analyse des protéines

 quantifier une protéine pure

 analyser des protéines dans un 

mélange

 analyser la séquence primaire

 identifier des protéines 

spécifiques dans un mélange

 déterminer la masse moléculaire 

d’une protéine

 Structure tridimensionnelle



Questions?



Questions qu’on ma demandé par e-mail / via Zoom:

Est-ce qu’on doit apprendre pour l’examen….



Liste des groupes fonctionnels ionisables des 20 aminoacides



• 3.6 aminoacides par tour 

d’hélice

• La longueur d'un résidu, 

mesurée le long de l'axe 

de l'hélice, est de 1.5 Å 

• Pas de l'hélice 5.4 Å 

Quelques paramètres de l’hélice a



La probabilité de trouver un certain aminoacide dans 

une certaine structure secondaire

hélice a

feuillet b

coude

alanine

glutamate

leucine

valine

isoleucine

glycine

arginine

proline



Série 2

Question 1



Série 2

Question 2



Série 2

Question 3



Série 2

Question 4



Série 1

Question 5


