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Introduction

Pourquoi s’intéresser aux 

protéines et à leurs quantités ?
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Introduction: caractères qualitatifs/quantitatifs

Caractère quantitatif: 

caractère à variation continue 

qui peut se mesurer.

Caractère qualitatif: 

caractère qui ne peut se mesurer.
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La plupart des caractères d’importance économique et écologique sont de nature quantitative.

phénotype génotype environnement

Introduction: caractères qualitatifs/quantitatifs
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Introduction: pourquoi s’intéresse-t-on aux changements (variations) ?

espèces
variétés/clones

tissus

traitement

développement

Comparer des états différents bien décrits aide à comprendre les 

phénomènes biologiques associés.
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Introduction: limite des études post-génomiques

http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.html

Connaître la liste des gènes d’un organisme ne donne aucun 

renseignement sur leur fonction.

Les études post-génomiques (transcriptomique, protéomique, 

métabolomique) permettent d’identifier les gènes impliqués 

dans les phénomènes étudiés.
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L’ADN n’offre qu’une vue statique du potentiel d’un organisme.

Il ne permet pas de décrire les processus dynamiques d’un organisme vivant.

Tous les gènes ne sont pas exprimés (transcrits puis traduits) en même temps par un 

organisme. Chaque individu, organe, tissu réagit différemment.

Etudier les niveaux de transcrits (ARN) et de protéines en réponse à un phénomène 

donne accès à la partie exprimée du génome nécessaire aux métabolismes de 

l’organisme impliqués dans ce phénomène.

Ainsi les gènes-clé associés au phénomène considéré peuvent être identifiés.

Les études post-génomiques offrent en outre l’avantage considérable d’observer 

simultanément plusieurs dizaines de milliers (transcriptomique) ou plusieurs centaines 

voire milliers (protéomique) de produits de gènes.

Ex: expression de gène 

(ARN) au sein des différents 

tissus d’une baie de raisin.

Introduction: intérêt des études post-génomiques
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Introduction: quels sont les avantages à travailler avec les protéines ?

Observer les niveaux de transcrits n’informe en rien des régulations post-transcriptionnelles ou post-

traductionnelles.

Chez les eucaryotes, 1 gène = 6-8 protéines (1 épissage alternatif + modifications post-traductionnelles)

De plus en plus d’études indiquent que les niveaux d’expression de protéines ne peuvent pas être prédits par 

les niveaux d’expression de transcrits.

 

 →     1 ARNm ≠ 1 protéine

Beaucoup de caractéristiques des protéines (quantité, activité, localisation, interaction) ne peuvent pas être 

déduites de la séquence des gènes ou bien des niveaux de leur transcrits.

Les protéines représentent le niveau ultime de l’expression des gènes.
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Protéines de 

structures

Enzymes

Les protéines participent à tous les métabolismes biologiques et composent la plupart des structures.

Introduction: quels sont les avantages à travailler avec les protéines ?
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facteurs génétiques 
= génome

Performance

du caractère

P G E
= +

ARNm

protéine

ADN

Les protéines étant responsables des processus biochimiques, les étudier permet de mieux appréhender le 

phénotype observé.

Introduction: quels sont les avantages à travailler avec les protéines ?
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Introduction: quels sont les défis à relever ?

Protéines: diversité infinie et ordre de grandeur considérable.

Ex: chez la levure (génome séquencé en 1996), il y a 6000 gènes qui potentiellement codent pour des millions 

de protéines différentes. Cependant, seules quelques milliers de protéines sont traduites à un instant donné. 

En outre, l’abondance maximale d’un transcrit s’étale de 1 à 100 molécules tandis que l’abondance des 

protéines s’étale de la dizaine à des millions.
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Diversité infinie (ex. les anticorps).

Orgine de cette diversité: 20 acides aminés 

(4 bases azotées chez acides nucléiques) + 

régulation de l’expression des gènes.

Les outils de protéomique sont de débit 

moyen (100-1000) contrairement à ceux de 

transcriptomique (100000).

Les protéines ne peuvent pas être 

amplifiées comme l’ADN (PCR).

En raison de leur extrême diversité et de la 

considérable amplitude de leur niveaux, une 

technique unique ne suffit pas à observer 

toutes les protéines présentes à un instant 

donné dans un tissu.

Ex: fractionnement pour observer les 

protéines d’un organite ou purification d’une 

catégorie de protéine (phosphoprotéines) ou 

étude des interactions protéines-protéines.

Introduction: quels sont les défis à relever ?
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Introduction: quelles sont les solutions pour observer les variations des quantités 

de protéines?

Quantitatif ? Qualitatif ?  Protéines

(variations) (absence/présence) connues ?

SDS-PAGE non  oui   non

2-DE  oui  oui   non

BN-PAGE non  oui   non

CE  oui  oui   non

Protein chip non  oui   oui

ICAT  oui  oui   non

iTRAQ  oui  oui   non

LC-MS  non  oui   non

MudPIT  non  oui   non

TAP  non  non   non

Quelques techniques de protéomique:

gel

MS
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Biological verification 

and interpretation

Genomic experiment

Experimental design

Image analysis

Normalization

Biological question

TestingEstimation Discrimination

Analysis

Clustering

Quality 

Measurement

Failed

Pass

Preprocessing

Introduction: déroulement d’une étude post-génomique
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Introduction: structure des protéines

Structure primaire 

Structure secondaire 

Structure tertiaire 

Structure quaternaire hélice α
feuillet β

H2O

Elongation 

peptidique
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Introduction: acides aminés, 

unités de base des protéines

>P13645|K1C10_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 10
MSVRYSSSKHYSSSRSGGGGGGGGCGGGGGVSSLRISSSKGSLGGGFSS

GGFSGGSFSRGSSGGGCFGGSSGGYGGLGGFGGGSFRGSYGSSSFGGS

YGGSFGGGSFGGGSFGGGSFGGGGFGGGGFGGGFGGGFGGDGGLLSG

NEKVTMQNLNDRLASYLDKVRALEESNYELEGKIKEWYEKHGNSHQGEPR

DYSKYYKTIDDLKNQILNLTTDNANILLQIDNARLAADDFRLKYENEVALRQSV

EADINGLRRVLDELTLTKADLEMQIESLTEELAYLKKNHEEEMKDLRNVSTG

DVNVEMNAAPGVDLTQLLNNMRSQYEQLAEQNRKDAEAWFNEKSKELTTE

IDNNIEQISSYKSEITELRRNVQALEIELQSQLALKQSLEASLAETEGRYCVQL

SQIQAQISALEEQLQQIRAETECQNTEYQQLLDIKIRLENEIQTYRSLLEGEGS

SGGGGRGGGSFGGGYGGGSSGGGSSGGGYGGGHGGSSGGGYGGGSS

GGGSSGGGYGGGSSSGGHGGGSSSGGHGGSSSGGYGGGSSGGGGGG

YGGGSSGGGSSSGGGYGGGSSSGGHKSSSSGSVGESSSKGPRY 
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R: groupe variable

Introduction: acides aminés, 

unités de base des protéines

Charge d’une protéine = somme des 

charges des AA qui la composent.

   3 AA chargés  +  (Lys, Arg, His)

   2 AA chargés  −  (Asp, Glu)
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2-DE

two-dimensional electrophoresis
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Historique
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Historique: électrophorèse des protéines, technique qui remonte aux années 1930

Biochemical J.       1937        31(2): 313-7
Electrophorèse:

Séparation en tube

Selon un gradient de 

potentiel électrique

Suivi par photographie UV

Biochemical J.       1937        31(9): 1464-77

ovalbumine

purifiée

sérum sérum

albumine
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Historique: utilisation de polyacrylamide, invention de la SDS-PAGE en 1970

Tampon de Laemmli:

Tris-HCl 62.5 mM, pH 6.8

Glycine 10 %

SDS 3 %

2-ME 5 %

Ebouillanter l’échantillon en présence de sodium 

dodecyl sulphate (SDS, cation) qui dénature les 

structures tertiaire (autres que résultant d’un pont 

S-S) et secondaire des protéines.

Le 2-mercaptoethanol (2-ME) rompt les ponts 

disulfures, dénaturant davantage les protéines.

Les sous-unités de protéines rendues négatives 

par le SDS migrent toutes vers l’anode (+) et sont 

séparées en fonction de leur taille (déplacement 

d’autant plus rapide que la molécule est petite).

La polyacrylamide (10%) permet une excellente 

résolution des bandes.

T
a
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c
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n
te

+

-
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Historique: 2-DE, une technique inventée en 1975

E. coli, 10 μg, 16cm, autoradiogramme (14C) 1100 spots
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Historique: IPG strip, amélioration de la reproductibilité, 1982

Immobilines: dérivés d’acrylamide pouvant être incorporés à des 

positions fixes le long du strip.

R = contient un groupe carboxyl ou bien une amine tertiaire

Zone linéaire du gradient
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Historique: Difference in Gel Electrophoresis (DiGE), 1997

Minimal:

Quantité non limitante d’échantillon

50 µg de protéines

3 marqueurs

Marquage des lysines

2% du spot marqué

Saturation:

Quantité limitée d’échantillon

5 µg de protéines

2 marqueurs

Marquage des cystéines

100% du spot marqué
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Historique: émergence de la protéomique, notion d’analyse globale
Proteome: entire complement of proteins expressed by a genome, cell, tissue or organism (Wilkins, 1994;

                   Wasinger et al., 1995). All the expressed proteins at a given time point under defined conditions.

Proteomics: large-scale study of proteins, particularly their struture and functions.   
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Historique: protéomique et 2-DE

nombre de publications concernant la 2-DE

1975 2007

année
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Acide   pH3

Basic   pH10

2ème dimension
selon le PM

extraction de 

protéines
1ère dimension

selon le pI

Coloration

AgNO3, BBC…

pI 973 5

50

30

10

PM

courant

+

Matériel végétal
broyé dans l’azote

Historique: principe de l’électrophorèse bidimensionnelle (2-DE)
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Variation des profils en fonctions des espèces/tissus.

même protocole d’extraction, mêmes conditions d’électrophorèse

feuilles de différentes espèces
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Extraction des protéines
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Extraction des protéines: principe
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Procédure:

• 1. pulvérisation des cellules

• 2. précipitation des protéines

• 3. solubilisation des protéines

• 4. protection contre les activités protease/oxydase

• 5. élimination des éléments non protéiques

- acides nucléiques 

- lipides

- sels, molécules ioniques/chargées 

- matérial insoluble (paroi cellulaire)

Extraction des protéines: objectif

Objectif: 

Isoler le maximum de protéines en limitant les contaminations par les éléments non protéiques.

Comme l’on veut isoler l’ensemble des protéines et qu’elles sont très diverses, on ne peut qu’optimiser les 

conditions d’extraction afin de satisfaire au plus grand nombre de protéines, dans un temps raisonnable.

Il n’est pas question de purification de protéines.

Il n’est pas possible d’être exhaustif.

L’enjeu est donc d’extraire la majorité des protéines qui peuvent être résolues par 2-DE (ce qui suppose de 

connaître les limites de la technique analytique en aval).
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La méthode employée va dépendre du tissu étudié:

présence d’une paroi cellulaire/enveloppe (bactérie Gram +, champignon, plantes) ou non (bactérie Gram -, animaux).

Lyse osmotique (sels) ou cycle de congélation/dégel pour protéines cytoplasmiques

Lyse chimique via des détergents (SDS) ou des agents chaotropes (urée) pour culture cellulaire

Homogénéisation en présence d’un tampon

Pulvérisation mécanique par pression (French press)

Sonication pour cellules avec parois

Lyse enzymatique (enzymes de dégradation des parois)

Pulvérisation mécanique par broyage (billes, sable ou azote liquide) pour tissus solides 

Extraction des protéines:

pulvérisation des cellules pour accéder aux protéines

tissus mous

tissus durs

Gram+ champignon plante animal

tissus moustissus durs
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Extraction des protéines:

précipitation pour concentrer les protéines et éliminer les éléments non protéiques

Quatre principes pour précipiter les protéines:

1- avec des sels (substance formée d'un acide et d'une base) 

Si une faible concentration en sels favorise la solubilisation des protéines, une concentration trop élevée les précipite. 

Efficacité variable des anions constituants les sels: 

 citrate > phosphate > sulphate > acetate 

 chloride > nitrate > thiocyanate 

Sel couramment employé: ammonium acétate ou ammonium sulfate
 

2- variation de pH

A bas pH, une protéine présente une charge nette positive (gain de proton des groupe amines), à haut pH sa charge nette devient 

négative (perte de proton des groupes carboxyl); à son point isoélectrique (pI), une protéine a une charge nulle. N’interagissant 

plus avec son milieu, elle précipite.

L’acide trichloroacétique (TCA), très efficace, est souvent utilisé, cependant la resolubilisation qui s’ensuit est difficile. 
 

3- avec des solvants

L’ajout d’un solvant réduit la constante diélectrique du milieu, conduisant à la précipitation des protéines. Cependant, les solvants 

présentent une affinité pour les parties hydrophobes des protéines, ce qui les dénature en même temps qu’elles précipitent. En 

outre, cela ne précipitent pas toutes les protéines.

Solvants communément utilisés: acétone, éthanol, méthanol, chloroforme/phénol.
 

4- élimination de l’eau 

Certaines molécules (dextran, PEG) limitent la quantité d’eau nécessaire à la solubilisation des protéines; les protéines 

s’agglomèrent et précipitent.

NB: une combinaison est possible et accentue le phénomène. Ex. TCA/acétone

 Une fois précipités dans le culot, le surnageant est jeté. La précipitation permet ainsi d’éliminer des 

composés qui restent en solution dans le surnageant. Toutefois, cette étape conduit à des pertes de protéines 

(celles qui ne précipitent pas).
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Extraction des protéines:

solubilisation des protéines et elles seulement !

La plupart des protéines doivent être dénaturées pour être resolubilisées.

Ce que doit contenir un tampon de resolubilisation de protéines:

1- agents chaotropes 

Ils rompent les liaisons hydrogènes et les interactions hydrophobes à la fois entre et au sein des protéines. A forte concentration, 

ils détruisent la structure secondaire des protéines, les rendant à nouveau solubles.

Composés les plus utilisés (concentration à saturation): urée 7M en combinaison avec thiourée 2M (éviter t>35°C). Neutre donc 

compatible avec IEF. 
 

2- détergents

Ils rompent également les interactions hydrophobes à la fois entre et au sein des protéines. Ils améliorent la solubilisation des 

protéines peu solubles. Ils sont multiples, anioniques, cationiques, neutres ou zwitterioniques (amphotères).

Composés les plus utilisés (1-4%): triton X-100, CHAPS, ASB-14, SB3-10. SDS (cation) doit être éliminer avant IEF.
 

3- agents réducteurs

Ils clivent les ponts disulfures au sein des protéines et entre les sous-unités (structures tertiaire et secondaire perdues). Deux 

grands types: composés sulfhydryls (DTT, DTE, 2-ME) et phosphines (TBP, TCEP). La réduction des liaisons S-S peut être 

stabilisée par alkylation (iodoacétamide), limitant ainsi les agrégations et favorisant la solubilisation.
 

4- tampons, sels et ampholytes 

Le pH et la force ionique influencent la solubilité des protéines. Nombre de protéines deviennent solubles à haut pH d’où l’addition 

de Tris base. Cependant, le pH optimal de solubilisation varie d’une protéine à l’autre d’où l’intérêt d’utiliser un tampon. L’ajout de 

sel (150 mM NaCl, incompatible avec IEF) solubilise les protéines par interactions ioniques. Les ampholytes augmentent le 

pouvoir tampon et la force ionique de la solution. La sonication (chauffe!) peut favoriser la resolubilisation.

 Une fois en solution, les protéines peuvent être séparées par 2-DE. Encore une fois, toutes les 

protéines ne sont pas resolubilisées. Cette étape conduit à d’autres pertes qui s’ajoutent à celles survenues lors 

de la précipitation. Avantages: les composés non protéiques non solubles sont également éliminés.
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Extraction des protéines:

limiter les dégradations des protéines solubilisées

Jusqu’à la resolubilisation des protéines, l’extraction se déroule à basses températures (< 0°C) ce qui inactive 

toutes les enzymes. Cependant, la resolubilisation et les étapes de séparation subséquentes sont effectuées à 

température ambiante (sous peine de cristallisation des tampons). C’est pourquoi il est important d’établir et 

maintenir des conditions dénaturantes.

En solution, les protéines peuvent être modifiées par oxydation via l’activité polyphénol oxidase (PPO) ou 

dégradées par l’activité des protéases. Il est possible d’ajouter des composés contrecarrant ces activités au 

tampon de resolubilisation des protéines.

La PPO peut être inactivée par addition de polyvinyl polypyrrolidone (PVPP).

Les protéases/protéinases peuvent être inhibées par divers agents:

  - PMSF (phenylmethyl sulfonide fluoride), inactive les protéases à sérine et cystéine; inactivé par DTT et 2-ME

  - EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid ), inhibe les metalloprotéases

  - pH élevé qui inhibe la plupart des protéases

  - cocktail, regroupe une variété d’inhibiteurs de protéases (large spectre)

Extrait 

protéique
surnageant (protéines)

culot
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Extraction des protéines: influence des composés chimiques 

Urea vs. Urea/thiourea

8 M urea extract*

7 M urea, 2 M thiourea extract*

T7

T8*

T7*7

R2D2
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Extraction des protéines: méthode à optimiser pour chaque échantillon

4 7

90 000

50 000

20 000

30 000

10 000

5 6

pI

Mr

Extrémité de la tige

3 104 5 6 7 8 9

Grappe immature

3 104 5 6 7 8 9

Grappe mûre
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Finely ground frozen powder

Protocol 1

Precipitation

10%       TCA

0.07%    2-ME

in           acetone

Washing x3

0.07%    2-ME

in           acetone

Resuspension (RB 1)

9 M urea

0.5%     ASB-14

2%        CHAPS

1.2%     HED

0.5%     CA pH 5-7

0.25%   CA pH 3-10

Drying

Damerval et al. 1986

Protocol 2

Precipitation

12.5%    TCA

28 mM 2-ME

in           acetone

Washing x2

85%       EtOH

Resuspension (RB 2)

7 M urea

2 M thiourea

4%        CHAPS

0.5%     Triton X-100

65 mM DTT

0.1%     CA pH 5-7

0.2%     CA pH 3-10

Drying

Sarry et al. 2003

Protocol 3

Precipitation/Washing x4

10%       TCA

in           acetone

Washing x2

10%       TCA

in           water

Resuspension (RB 3)

8 M urea

20 mM DTT

4%        CHAPS

1%        CA pH 5-7

1%        CA pH 3-10

Washing x2

80%       acetone

Washing x2

80%       acetone

Precipitation x3

0.1 M ammonium acetate

in          MeOH

Resuspension (SB 3)

30%      sucrose

2%        SDS

0.1 M Tris-HCl (pH 7.5)

5%        2-ME

in          phenol-Tris (pH 7.9)

Drying

Drying

Wang et al. 2004

Protocol 4

Resuspension (SB 4)

0.7 M sucrose

50 mM EDTA

0.5 M Tris-HCl (pH 7.5)

0.1 M KCl

2%        2-ME

2 mM PMSF

Resuspension

in          phenol-Tris (pH 7.9)

Precipitation x4

0.1 M ammonium acetate

in          MeOH

Washing

100%    acetone

Resuspension (RB 4)

7 M urea

2 M thiourea

10 mM DTT

4%        CHAPS

1%        CA pH 5-7

1%        CA pH 3-10

Drying

Saravanan & Rose, 2002

Tous types de 

tissus végétaux

Mésocarpe de 

baies de raisin

Limbes de 

feuilles d’olivier

Tomate, banane, 

avocat, orange

Extraction des protéines: méthode à optimiser pour chaque échantillon
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90,000

50,000

20,000

30,000

10,000

3 104 5 6 7 8 9 3 104 5 6 7 8 9
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Extraction des protéines: méthode à optimiser pour chaque échantillon
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T
C

A
/a

c
e
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pI

Mr
4 75 6 4 75 6

feuilles racines

90,000

50,000

20,000

30,000

10,000

Extraction des protéines: méthode à optimiser pour chaque échantillon



41

IEF buffer 1 IEF buffer 2 (SB3-10) IEF buffer 3 (ASB-14)

IEF buffer 10 (SB3-10+TBP) IEF buffer 11 (ASB14+TCEP) IEF buffer 12 (tout)

IEF buffer 4 (2-ME)

IEF buffer 9 (Tris)

IEF buffer 6 (TBP)IEF buffer 5 (TCEP) IEF buffer 8 (PVP)IEF buffer 7 (DNAse)

7M urea

2M thiourea

1% DTT

2% CHAPS

1% CA’s

0.5% pim

Extraction des protéines: méthode à optimiser pour chaque échantillon
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Extraction des protéines: 

réduire la complexité du 

mélange de protéines par 

fractionnement cellulaire

Cell 

wall
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Dosage des protéines
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Dosage des protéines: 

estimation de leur concentration par rapport à une gamme-étalon

spectrophotomètre

Courbe-étalon (ovalbumine)

y = 0,0082x + 0,0166
0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0 10 20 30 40 50
ng

Abs

protéine
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Dosage des protéines: sensibilité des méthodes

spectrophotomètre

Bradford assay

Bicinchonic acid 

assay

Lowry assay

Blue product

(read at 750 nm)

Folin 

reagent

Biuret assay
Blue product

(read at 550 nm)

Purple product

(read at 562 nm)

Liaison à 

une protéine
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Dosage des protéines: vérification de la qualité des extraits protéiques

SDS-PAGE système mini-gel: pas de gaspillage de matériel.

1 2 3 4 65 7 98MW

97.0 kD

66.0 kD

45.0 kD

30.0 kD

20.1 kD

14.4 kD

10

Si l’extrait est compatible avec la 2-DE, les profils protéiques 1-D et 2-D se correspondent.

Permet d’éliminer les échantillons récalcitrants à la méthode d’extraction choisie.

Ne garantit pas le succès de la séparation des protéines par 2-DE.

3

7

10
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IEF

1ère dimension:

(isoélectrofocalisation)
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Le point isoélectrique (pI) d’une molécule telle qu’un acide aminé, 

peptide ou protéine correspond au pH pour lequel sa charge nette 

s’annule. Par exemple, un acide aminé avec une chaîne latérale 

indissociable présente une charge nulle lorsque le pH est au milieu des 

2 valeurs de pKa [pH = 1/2(pKaC + pKaN)]. 

1.pH < pKaC   Almost all monopositive form. Avg. net charge just below +1

2.pH = pKaC   Half monopositive, half isoelectric. Avg. net charge = +0.5

3.pH = 1/2(pKaC + pKaN)   All isoelectric form. Avg. net charge = 0

4.pH = pKaN   Half isoelectric, half mononegative. Avg. net charge = -0.5

5.pH > pKaN   Almost all mononegative. Avg. net charge just above -1

AA contribuant à la charge des protéines
IEF: principe

Séparation en fonction du pI
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IEF: Carrier Ampholytes (CA)

Pharmalytes
Ampholines

decreasing pI

electric
field

long IEF
time

where R = H
or - (CH )  - COOH,
x = 2 or 3

Electroendosmose: déplacement de l’anode (+) vers la cathode (-) d’un liquide polaire au sein d’une structure 

poreuse chargée sous l’influence d’un champ électrique. 

CA-IEF: 

déplacement 

unidirectionnel 

            (−) → (+)

NEPHGE (−)  (+)
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CA-IEF
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CA-IEF

Problèmes associés aux CA:

  - Mauvaise reproductibilité d’un lot à l’autre

  - Gradient instable

  - Dérive du gradient limite la reproductibilité

  - Dérive du gradient entraîne la perte des protéines les plus acides et les plus basiques

Problèmes associés à CA-IEF:

  - Fragilité du matériel difficile à manipuler et entretenir 

  - Difficulté de traçage des échantillons

  - Coulage des gels sujet à variation

  - Capacité de dépôt d’extrait protéique limité (40 µL)

  - Migration dangereuse à haut voltage (2000V) avec tampons liquides (arcs électriques)

  - Expulsion des gels très délicate (par pression au moyen d’une seringue)

•mouvement des ions H3O
+ et OH-

•accumulation H3O
+ à la cathode

•acidifie le côté cathode (pH10 biaisé)

•idem côté anode

H3O
+pH 3 pH 10

cathode « - »

pH 8pH 4

anode « + »
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Acrylamido buffers: Immobiline®

CH2=CH-CO-NH-R,

R contains a carboxylic 

or a tertiary amino group

IEF: immobilized pH gradient (IPG) strip

IPG-IEF: déplacement bidirectionnel 

 (−)  (+)

Immobiline Gels

(0.5 mm gel layers on film supports)
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IPG-IEF

Amersham

sens de migration des protéines
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IPG-IEF

Avantages des IPG strips:

  - Excellente reproductibilité d’un lot à l’autre

  - Gradient stable (absence de dérive)

  - Grande capacité de dépôt d’extrait protéique (500 µL)

  - Possibilité de dépôt d’extrait protéique par réhydratation

  - Les protéines les plus acides et les plus basiques sont résolues

  - Système d’étiquetage autorisant le traçage des échantillons

  - Prêts à l’emploi

  - Variété de tailles et de gradients

  - Facilité d’utilisation

Avantages de l’IPG-IEF:

  - Matériel résistant, très facile à utiliser et à entretenir  

  - Migration à très haut voltage (10000V) à sec (système Peltier) sécurisé
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IPG-IEFCA-IEF

CA-IEF vs. IPG-IEF

Non seulement plus facile à utiliser mais également bien plus performante !

1500 spots 3000 spots
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IPG-IEF: quelques paramètres

Réhydratation passive (0V) vs. Réhydratation active (50V)

Temps de focalisation

 pas assez !     trop !

0 V

30 V
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Equilibration buffer

Tris-HCl 1.5M, pH8.8  16.75 ml  50 mM

Urea    180.17 g  6 M

Glycerol (87% stock) 172.5 ml 30 %

SDS    10 g  2 % 

Bromophenol blue  trace  trace

Di-ionized water   qsp 500 ml

1er bath/ DTT (100 mg/10 ml), 10ml per strip, 15min

2nd bath / iodoacetamide (250 mg/10 ml), 10ml per strip, 15min

IPG-IEF: équilibration des strips

Une étape intermédiaire d’équilibration des strips est nécessaire entre IEF et SDS-PAGE.

Urée et glycérol minimisent les effets d’électroendosmose.

Les protéines sont enrobées de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS, cation) donc deviennent chargées négativement.

Le DTT rompt les ponts disulfures.

L’iodoacétamide (IAA) alkyle les ponts rompus pour éviter qu’ils ne se reforment; IAA élimine l’excès de DTT 

limitant le phénomène de « streaking ». 
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SDS-PAGE

2ème dimension:

(Sodium Dodecyl Sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis)
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SDS-PAGE: principe

Acrylamide solution

Acrylamide 40%   12%

Piperazine di-acrylamide/bis-acrylamide 0.5%

Tris 2M pH 8.8 0.5M

SDS (10%)    0.15%

Di-ionized water       qsp 2.5 L

TEMED    0.5%

Ammonium persulfate (10%)  2.5%

Séparation de protéines dont la charge est rendue 

négative par l’enrobage de molécules de SDS 

(d’autant plus de molécules de SDS que la protéines 

est volumineuse) le long d’un gel de polyacrylamide 

(plus concentré donc plus résolutif que les gels 

d’agarose).

ta
ille
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Tampon de migration:

Tris-HCl 25 mM

Glycine 0.2 M

SDS 0.1 M

Séparation en fonction du PM

SDS-PAGE: principe
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SDS-PAGE:

coulage des gels
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SDS-PAGE:

coulage des gels puis transfert des strips

Polymérisation de l’acrylamide: 2h minimum
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SDS-PAGE:

migration
Utilisation de bleu de bromophénol 

comme témoin de migration.

Migration: 16h à 120V
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2 gels

6 gels

12 gels

20 gels

SDS-PAGE:

migration

Multitude de systèmes.
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Révélation des protéines
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Révélation des protéines: diverses méthodes de coloration

Détection

Limite de 

détection Dynamique

Bleu de Coomassie 100ng 300

Argent 200pg 7

Fluorescence 10-100pg 10000

DIGE (pre-coloration) 250pg 10000

Autoradiographie 1pg 20

Imagerie Phosphore 0.2pg 100000
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Révélation des protéines: méthodes de coloration les plus courantes

Le bleu de Coomassie se lie aux acides 

aminés basiques (principalement 

l'arginine, histidine) et aromatiques. 

AgNO3SYPRO RubyCBB

(+) pas de saturation

(-) faible sensibilité

(+) sensibilité élevée

(-) saturation
(+) pas de saturation, très sensible

(-) onéreuse, « speckling », non visible 

(excision de spot), « photobleaching »

AgOH + NH3 → Ag(NH3)2OH

Réduction (formaldéhyde) des 

cations Ag+ en argent métal.

Les groupes amines de la 

lysine et les résidus soufre 

des cystéines et méthionines 

réagiraient avec les cations 

Ag+ . 

Fluorophore de type Ruthénium.

Interaction non-covalente 

(réversible), électrostatique et 

hydrophobe avec les protéines.

 = 610 nm

« speckles »
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50 μg

250 μg 500 μg 1000 μg

Nitrate d’argent (AgNO3)

Bleu colloïdal (Coomassie Blue Brilliant CBB) 

Révélation des protéines: sensibilité des méthodes de coloration
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150 μg de protéines

DIGE cy5 sypro CBB

Révélation des protéines: sensibilité des méthodes de coloration
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Amélioration de la

résolution des spots
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Gain de résolution:

diminuer le gradient de pH

R
é
s
o
lu

tio
n
 d

e
s
 s

p
o
ts

Gammes de pH commercialement disponibles:
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Gain de résolution:

diminuer le gradient de pH

pH 3 10 pH 4 7

pI 3 10 NL pI

pH 3 10

pH 4 7

Narrow-range IPG strips



73

Pour les protéines basiques (pH 7-11): cup-loading

Gain de résolution:

diminuer le gradient de pH
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65000Vh 85000Vh 105000Vh

100000Vh130000Vh

10% 2-propanol

15% 2-propanol

+ 5% glycerol

Gain de résolution:

diminuer le gradient de pH

Pour les protéines basiques (pH 7-11): cup-loading. 

Effet du Vh et de l’électroendosmose inversée.
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pH 7-10 cup at anode (pH7)pH 7-10 cup at cathode (pH10)

pH 4-7 cup at anode (pH4) pH 4-7 cup at cathode (pH7) pH 4-7 in-gel rehydration

Gain de résolution:

diminuer le gradient de pH

Pour les protéines basiques (pH 7-11): cup-loading.

Effet de positionnement de la « cup ».
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3 11

Gain de résolution:

diminuer le gradient de pH

Narrow-Range IPG strips.

Résolution des spots 

améliorée et davantage 

de spots détectés.

1500 spots

4 7

2500 spots

7 11

1000 spots
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pH3-10NL

MW

(kD)

97

66

45

30

21

14

pI

Net gain en résolution des 

protéines acides.

Protéines basiques 

récalcitrantes à la 2-DE.

Gain de résolution:

diminuer le gradient de pH

Leptosphaeria maculans

pH4-7 pH7-10, cup-loading
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Gain de résolution:

diminuer le gradient de pH

R
é
s
o
lu

tio
n
 d

e
s
 s

p
o
ts

Gammes de pH commercialement disponibles:
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MW (kD)

97

66

45

30

21

14

pH4-7

pH 3.9-5.1                      pH 4.7-5.9                              pH 5.5-6.7                          pH 6.3-8.3

pH3-10NL

Gain de résolution:

diminuer le gradient de pH Micro-Range IPG strips
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MW (kD)

97

66

45

30

21

14

pH4-7

pH 3.9-5.1                      pH 4.7-5.9                              pH 5.5-6.7                          pH 6.3-8.3

pH3-10NL

Gain de résolution:

diminuer le gradient de pH Micro-Range IPG strips
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MW (kD)

97

66

45

30

21

14

pH4-7

pH 3.9-5.1                      pH 4.7-5.9                              pH 5.5-6.7                          pH 6.3-8.3

pH3-10NL

Gain de résolution:

diminuer le gradient de pH Micro-Range IPG strips
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Gain de résolution:

augmenter la taille des gels

11 cm 18 cm

7
 c

m

1
8
 c

m
Grands gels en routine:

24 x 20 cm

Possibilité de faire des très grands 

gels (mais pas en routine !):

70 x 20 cm 
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Gain de résolution:

utiliser des gels à gradient
4%

20%

12%

Objectif: 

récupérer les protéines de 

PM très hauts (>100kD) 

et très bas (<10kD).

Toutefois, dans ce cas, ce 

n’est pas efficace.
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Avantages et

limites de la 2-DE
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Avantages et limites de la 2-DE

Limites:

Faible représentation des protéines de haut PM (> 100 kD)

Faible représentation des protéines de bas PM (< 10 kD)

Faible représentation des protéines hydrophobes et/ou basiques

1

10

100

1000

2 4 6 8 10 12 14

theoretical pI

M
r 

/ 
k
D

a

Avantage: 

Permet de séparer les isoformes de protéines si les modifications affectent la charge et/ou le poids.

4 7

15

100

7 11

Arabidopsis thaliana
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Modification post-traductionnelle (PTM): 

modification chimique d’une protéine, le plus souvent 

effectuée par une enzyme, après sa traduction.

1-Addition d’un groupe fonctionnel 
l'acétylation, soit l'addition d'un groupe acétyl, généralement en N-terminal d'un 
protéine ; 
l'alkylation, soit l'addition d'un groupe alkyl, méthyl ou éthyl ; 

la méthylation est l'addition d'un groupe méthyl, généralement sur les 
acides aminés lysine ou arginine. 

la biotinylation, qui est l'acylation d'une lysine par un groupement biotine. 
la glutamylation, qui est la liaison covalente d'un résidu d'acide glutamique sur la 
tubuline ou un autre protéine. 
la glycylation, qui est la liaison covalente d'un ou plusieurs (jusqu'à 40) résidus 
glycine sur la partie C-terminale de la tubuline. 
la glycosylation, soit l'addition d'un groupe glycosyl sur un résidu asparagine, 
hydroxylysine, sérine, ou thréonine, produisant ainsi une glycoprotéine. 
l'isoprénylation, soit l'addition d'un groupe isoprenoïde (c.a.d. farnesol ou 
geranylgeraniol) : 

la prénylation 
la myristoylation 
la farnésylation 
la géranyl-géranylation 

la lipoylation 
la phosphopantetheinylation, ou addition d'un 4'-phosphopantetheinyl depuis le 
coenzyme A. 
la phosphorylation, qui est l'addition d'un groupe phosphate, généralement sur 
une sérine, tyrosine, thréonine ou histidine acceptrice. 
la sulfation, qui est l'addition d'un groupe sulfate sur une tyrosine. 
la sélénation. 
l'amidation en C-terminal. 

2-Addition d’autres protéine ou peptide
l'ubiquitination, qui est une liaison covalente d'ubiquitine sur une lysine 
acceptrice. 
la sumoylation, qui est une liaison covalente de protéine SUMO, généralement 
sur une lysine acceptrice. 
la Neddylation, qui est une liaison covalente de la protéine NEDD8 sur une 
lysine acceptrice. 
l'urmylation. 

3-Changement de la nature chimique des acides aminés 
la citrullination, ou déimination soit la conversion d'arginine en citrulline. 
la déamidation, soit la conversion de glutamine en acide glutamique ou de 
l'asparagine en acide aspartique 

4-Changement de structure 
les ponts di-sulfures qui résultent dans la liaison chimique des groupement SH3 
de deux cystéines. 
Les clivages protéiques par une protéase d'un lien peptidique. 

Avantages et limites de la 2-DE:

isoformes de protéines

http://fr.wikipedia.org/wiki/Ac%C3%A9tyl
http://fr.wikipedia.org/wiki/Alkylation
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9thylation
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9thyl
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Biotinylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Glutamylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Glycylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glycosylation
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Glycosyl&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hydroxylysine&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Isopr%C3%A9nylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/wiki/Pr%C3%A9nylation
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Myristoylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Farn%C3%A9sylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=G%C3%A9ranyl-g%C3%A9ranylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Lipoylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Phosphopantetheinylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphorylation
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Tyrosine_sulfation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Amidation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ubiquitination
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ubiquitine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sumoylation
http://fr.wikipedia.org/wiki/Neddylation
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Urmylation&action=edit
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Citrullination&action=edit
http://fr.wikipedia.org/wiki/Citrulline
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=D%C3%A9amidation&action=edit
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Glycoprotéines: Pro-Q EmeraldPhosphoprotéines: Pro-Q Diamond

CBB Pro-Q emerald

Sypro

Pro-Q diamond

Avantages et limites de la 2-DE:

isoformes de protéines, cas des phospho- et glycoprotéines.
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Variations dues aux fournisseurs:
même extrait, IPG strip pH 4-7, 24 cm

Répétitions biologiques/techniques

re
p

. te
c
h

.

rep. biol.

Avantages et limites de la 2-DE: quantitatif mais reproductibilité limitée
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- Extraction de protéines (broyage plus ou moins fin, réchauffement possible, 

resolubilisation plus ou moins complète)

- Stockage (-80°C, échantillon peut se dégrader au cours des mois)

- Dosage de protéines (pipetage)

- IEF (pipetage, fabricants, lots, réhydratation)

- SDS-PAGE (coulage,temps de polymérisation, temps de migration)

- Coloration (AgNO3 en particulier, temps de développement)

Solution: 

Difference In Gel Electrophoresis (DIGE)

Avantages et limites de la 2-DE: sources de variation à l’origine du manque de 

reproductibilité
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Marquage des protéines

2-D DIGE

(Two-Dimensional

Difference in Gel Electrophoresis)
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2-D DIGE: principe (minimal labelling)

Cy2   Cy5  Cy3
434D    466D    464D

lysine

Marquage du groupe amine des lysines

1 lysine/protéine est marquée

1-2% du spot est marqué

Pas de changement de charge 

(substitution équivalente)

Faible augmentation du PM (0.5kD)

Très onéreux !
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2-D DIGE: principe (minimal labelling)

Cy2

Cy3

Cy5

Comparaison:

Cy3/Cy2  Cy5/Cy2
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Effet du 

temps 

d’exposition

Gel 7

DIGE

CyDye2

Gel 8

DIGE

CyDye3

Gel 9

DIGE

CyDye5Résolution

100 µm

10 sec 5 sec 3 sec 2 sec2-D DIGE
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Interférence 

entre 

CyDyes

Gel 7

DIGE

CyDye2

Gel 8

DIGE

CyDye3

Gel 9

DIGE

CyDye5

Résolution

100 µm

2-D DIGE  488/520  532/580  635/670
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Sensibilité

Gel 2

(tech rep gel1)

DIGE

50 ug/CyDye

Gel 12

AgNO3

50 ug

Gel 2

Ruby Sypro

150 ug

Résolution

100 µm

2-D DIGE
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2-D DIGE

Cy2
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2-D DIGE

Cy3
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2-D DIGE

Cy5
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2-D DIGE

Cy3/Cy5
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Cy2 Cy3 Cy5

2-D DIGE: « dye swap »
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Acquisition et

analyse d'images
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Acquisition de l’image 

Calibration (visible seulement):

    conversion en DO

    proportionnelle aux quantités

Résolution de l’image (24x20cm)):

    visible, 300 dpi

    fluo, 100 µm

Nombre de niveaux de gris de l’image:

image 8-bit, 256 niveaux 

image 16-bit, 65536 niveaux

visible

fluorescent
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Traitement d’image 

Mesurer les quantités de protéines.
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8 Bit (256 niveaux) vs. 16 Bit (65536 niveaux)

Une profondeur plus importante permet à un pixel d’être représenté par un plus grand nombre de couleurs ou de 

niveaux de gris. 

Plus les niveaux de gris seront élevés, meilleure sera la séparation des spots du bruit de fond, et meilleure sera la 

détection/quantification. 

Traitement d’image: effet de la profondeur 
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Une résolution plus élevée signifie que plus de pixels et donc plus de données sont disponibles pour l’analyse .

100dpi 300dpi

Traitement d’image: effet de la résolution 
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Chevauchement: 

• Mauvaise reproductibilité de détection

• Mauvaise quantification

• Multiples protéines dans le même spot (« cross-contamination », identification MS) 

Favoriser:

 - grands gels

 - gamme de pH étroite

Révélation: pas de saturation (AgNO3)

Traitement d’image: effet de la résolution 
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En optimisant la dynamique, il est  important d’éviter les effets de saturation

– la saturation apparaît lorsque les niveaux de gris atteignent le maximum

– aucune donnée quantitative valable ne peut être générée à partir d’un spot saturé

– il y a un effet sur la normalisation. 

Traitement d’image: 

effet de la saturation, optimiser la dynamique 

0

65535

Dynamique de l’image

Utiliser au maximum la dynamique de l’image sans aller jusqu’à 0, ni 100%
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Traitement d’images: exemples de gels inexploitables
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Traitement d’images: les différents logiciels

Procédure

Alignement des images

(Conversion des pixels en DO)

Elimination du bruit de fond

Détection des spots

Quantification des spots

Appariement (« matching ») des spots

Normalisation

Exportation des quantités pour analyses statistiques
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avant Après

Traitement d’images: alignement des gels

Etape semi automatisée.

Progenesis
SameSpot
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P
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p
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o
id

e
s

Variations qualitatives (absence/présence)

et quantitatives (augmentation/diminution).

Ex.: variations entre espèces

Traitement d’images: alignement des gels

Etape semi automatisée.

Progenesis
SameSpot
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T
é

m
o

in

S
tr

e
s

s
é

Traitement d’images: alignement des gels

Variations qualitatives (absence/présence)

et quantitatives (augmentation/diminution).

Ex.: variations entre traitements

Etape semi automatisée.

Progenesis
SameSpot
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Contrairement à la transmission, 

la densité optique (DO) est 

proportionnelle à la concentration 

en protéine.

DO=-log(I/Io) 

DO(A+B)=DO(A)+DO(B)

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

5

0 50 100

O
D

Transmission

Traitement d’images: conversion en densité optique (DO)
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Gel 1

(low background)
Gel 2

(high background)

100%

60%

20%

40%

80%

T
ra

n
s
m

is
s
io

n

OD: 0.92

OD: 0.36

0
.5

6

OD: 0.69

OD: 0.22
0
.4

7

OD: 0.36

OD: 0.00

0
.3

6

100%

60%

40%

80%

OD: 0.36

OD: 0.00

0
.3

6

0.00

0.51

1.61

0.92

0.22

0.00

0.51

0.92

0.22

O
D

I II

III IV

La conversion en DO 

doit être faite avant la 

soustraction du bruit de 

fond.
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Inconsistance de la détection

Cela tend à augmenter la variance du volume du spot, avec pour conséquence:

• Réduction de la puissance statistique

– Accroissement du nombre de faux négatifs

Problème 1: Quantification incorrecte des spots

Gels
N

o
rm

. 
V

o
l.

Traitement d’images: détection/quantification

Etape complètement automatisée cependant l’utilisateur peut éditer (ajout/suppression, modification 

des contours) les spots. 

Comporte une étape d’élimination du bruit de fond.
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Les répétitions sont nécessaires pour distinguer les vraies différences d’expression des fluctuations dues 

au hasard mais plus de répétitions signifie plus de données manquantes à cause des erreurs de 

détection et d’appariement.

Gels (répétitions)

S
p
o
ts

Problème 2: Faible nombre de répétitions

Traitement d’images: détection/quantification
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Analyse traditionnelle Analyse SameSpots

Application de la même bordure de spot à tous les gels: SameSpot

Progenesis
SameSpot

Traitement d’images: détection/quantification
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Traitement d’images: appariement

Gel 1

Gel n

appariement à réaliser plus ou moins de manière automatique.

Aucun logiciel n’est meilleur que l’œil humain !

Cependant, étant donné le nombre de spots considérés 

(2000 x 50), l’assistance informatique est indispensable.

Gel-objet

Progenesis
SameSpot

Progenesis :

tous les gels présentent la même 

« grille » rendant l’appariement inutile.

Gel référence

« master »
gel fictif ou 

co-migration



118

Corriger les variations de charge du gel (mauvais contrôle de la concentration de protéine déposée ou de la 

coloration).

=> Les volumes des spots sont normalisés, en général division  par un facteur traduisant le niveau de coloration 

du gel.

Plusieurs méthodes de normalisation:

1. Prise en en compte du volume de la totalité des spots détectés, appariés ou non. 

Pb: Le rectangle dans lequel cette somme est faite doit être défini de manière identique dans tous les gels. 

Possibilité de déterminer une zone de calibration différente de la zone de détection par programmation hors 

logiciel 2D.

2. Prise en compte de tous les spots présents dans tous les gels. 

 Avantage: a priori seulement de vrais spots, mêmes spots pour tous gels. 

Pb: risquent d’être peu nombreux dans les analyses à grande échelle.

Traitement d’images: normalisation

3. Normalisation par rapport à une liste de spots connus d’avance.

Pb: ne doivent pas être trop peu nombreux.

4. Normalisation par rapport à un gel de référence: 

pour tout gel-objet, calcul de la médiane ou moyenne du rapport volref/volobj pour tous les spots appariés 

dans les 2 gels.

Avantages: 

- ne dépend pas de la précision de la délimitation de la zone d’intérêt. 

- permet un calcul sur un grand nombre de spots. 

- sélection possible des spots ni trop gros ni trop petits pour la calibration.

- ne prend pas en compte les spots à variation qualitative.
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Traitement d’images: exportation des données

Une fois normalisées, les quantités de protéines peuvent être exportées sous forme tabulée pour les 

analyses statistiques.

Spot 1

Spot n

Master    Gel 1      Gel n
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Statistiques

appliquées à la 2-DE
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➢ Variations techniques

• Variations liées à la migration 1D et 2D: dépendent de la série

• Variations de coloration : dépendent de la série (AgNO3)

• Variations liées à la préparation de l’échantillon: peuvent dépendre de la série aussi (solutions, 

tampons, centrifugations…)

➢ Variations biologiques

• Variations entre individus subissant le même traitement

• Variations entre individus subissant des traitements différents

La variation liée à la série est importante: en tenir compte dans le dispositif

Idéal: tous échantillons dans la même série.

Possible seulement si les séries sont grandes: pouvoir faire au minimum des séries de 12 gels

Les sources de variation

Statistiques: dispositif expérimental

Si l’expérience impose plus de gels que de gels possibles dans une série

Ex: 10 traitements A…J, 3 réplicats par traitement

A B C 

D E F 

G H I 

J

Série 1 Série 2 Série 3

A B C 

D E F 

G H I 

J

A B C 

D E F 

G H I 

J

Tous les traitements sont représentés dans chaque série

- S’il y a un effet série, il ne sera pas confondu avec l’effet traitement

- On pourra tenir compte de l’effet série lors de l’analyse statistique
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Effet série indissociable de l’effet traitement

 si A, B, C et D sont différents des autres, est-ce dû à la série ou à ces traitements ?

A A A 

B B B 

C C C 

D D D

Série 1 Série 2 Série 3

I I I 

J J J

E E E 

F F F 

G G G 

H H H

Statistiques: dispositif expérimental

Dans la pratique:

- Accidents, gels ratés… souvent cette situation idéale n’est pas atteinte

- Nombre de traitements supérieur au nombre de gels dans une série.

Règle générale: maximum de traitements représentés dans chaque série

En cas de série supplémentaire contenant des gels ratés dans les précédentes, les accompagner 

d’autres gels.

A B C 

D E F 

G H I 

J

Série 1 Série 2 Série 3

A B C 

D E F 

G H I 

J

A B C 

D E F 

G H I 

J

X X
X

Série 4

E E A    
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Tests statistiques: répétitions requises

Répétitions: estimation de la variance résiduelle: la variation non contrôlée.

Effet traitement significatif :

         variance liée au traitement > variance résiduelle.

Répétitions techniques:

 gels provenant du même individu (voire de la même extraction)

Répétitions biologiques:

 chaque gel provient d’un individu différent

La variation entre répétitions biologiques contient à la fois la variation technique et la variation biologique: 

nécessairement plus grande que la variation technique.

Les tests statistiques sont plus significatifs avec les répétitions techniques mais les variations entre plantes 

sont dans la variance traitement et pas dans la résiduelle.

 Sans répétitions biologique, à quoi est due la signification ? 

 Variations individuelles ? 

 Variations liées à l’extraction ? 

 Variation liée au traitement ?

=> Utiliser les répétitions biologiques: teste l’effet du traitement

Statistiques: répétitions nécessaires
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Réduction de la variation causée par les variations individuelles

Chaque extraction faite à partir de plusieurs individus

Idéal: plusieurs répétitions biologiques, chacune composée d’un mélange de plusieurs plantes

Nombre de répétitions

Important : nombre de gels qui serviront à estimer la variance résiduelle.

Empiriquement:

Pas moins de 3 répétitions/traitement

Pas moins de 5 répétitions/traitement s’il n’y a que 2 traitements

Statistiques: répétitions nécessaires

Répétitions non nécessaires quand le facteur 

analysé est quantitatif 

(corrélations, régressions)

Attention: 

- Nombre de points

- Relation linéaire 

Pas de répétition biologique

Pas de linéarité

=> Perte de résolution
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Les spots reproductibles ne sont pas présents partout: peuvent être absents dans un ou plusieurs traitements.

Combien de données manquantes tolérer ?

A partir de quand décider qu’un spot est présent ou absent dans un groupe?

Traitement A Traitement B Traitement C

Spot 1

Spot 2

Spot 3

Spot 5

Spot 6

Spot 7

Spot 4

reproductibles

acceptables ?

non reproductible

Statistiques: spots reproductibles et variations quantitatives

Critères pouvant être utilisés

1) au niveau du groupe

« est présent dans un groupe de n gels tout spot présent au moins n-x fois » (x=1)

« est absent dans un groupe tout spot présent au plus y fois » (y=0)

2) au niveau de l’expérience
Spots reproductibles

« Est reproductible dans l’expérience avec G groupes tout spot trouvé au moins G-z fois présent ou absent au niveau du groupe ».

Spots qualitativement variables

« Est qualitativement variable dans l’expérience tout spot reproductible dans l’expérience et absent dans au moins un groupe ». 
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Différentes questions

- Y a-t-il des phénomènes généraux qui affectent simultanément de nombreuses protéines ?

- Ces phénomènes, s’ils existent, peuvent-ils être expliqués par des variables biologiques ?

- Peut-on mettre en relation la fonction des protéines identifiées avec les regroupements de spots 

apparemment co-régulés ?

Matrice des corrélations

Analyse des composantes principales

Classification hiérarchique

- Comment identifier les protéines qui répondent à un traitement donné

Analyses de variance

Statistiques: spots reproductibles et variations quantitatives

Les analyses multivariées (ACP, « clustering ») donnent des informations sur la structure des données en 

isolant des groupes de protéines présentant des profils d’expression similaires ou opposés.

Les analyses univariées (ANOVA) testent chaque protéine indépendamment les unes des autres. On perd 

donc les corrélations entre protéines mais cette analyse est bien plus robuste.

Analyses multivariées et univariées sont complémentaires.
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Statistiques: matrice de corrélation

S_Sev_2_2_jm139
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Permet de vérifier la qualité des données.
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C.Con 
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C.Med 

C.Sev 
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Statistiques: Analyses en Composantes Principales (ACP)

Interprétation des CP.

Représentation des variables (conditions expérimentales).
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PC1 (36.4%)

Interprétation des CP.

Représentation des individus (protéines).

C S
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Statistiques: Analyses en Composantes Principales (ACP)
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• 850 protéines (lignes)

• 70 conditions :   

  segment/stade/trtmt

  (colonnes)

Down-regulation

Up-regulation

http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm

Statistiques: Analyse en Classification Hiérarchisée (HCA, « clustering »)
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T1 T2 T3 M S1 S2

Statistiques: Analyse en Classification Hiérarchisée (HCA, « clustering »)
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L’analyse de variance est une comparaison de moyennes.

Cas le plus simple: analyse à un facteur (ex: le traitement)

L’ANOVA permet de dire s’il existe une différence significative entre au moins la plus petite et la plus grande 

moyenne.

Quand il y a plus de 2 traitements, il est nécessaire de faire d’abord une ANOVA avant toute comparaison 

individuelle. Même si un Student est significatif entre deux moyennes, la différence ne doit pas être considérée 

comme significative si l’ANOVA ne l’est pas.

Même si le t de Student est 

significatif entre les 

traitements D et E, l’ANOVA, 

en estimant la variance 

résiduelle sur l’ensemble des 

moyennes, peut indiquer 

qu’aucune différence n’est 

significative dans cet essai.

Statistiques: analyse de variance (ANOVA)
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L’analyse de variance à deux facteurs

Ex:  analyse de l’effet du traitement dans deux 

expériences différentes.

L’analyse à deux facteurs permet non seulement 

de savoir s’il existe un effet expérience, mais 

aussi de mettre en évidence l’effet traitement, qui 

serait noyé si on ne tenait pas compte de 

l’expérience.

Statistiques: analyse de variance (ANOVA)

L’interaction entre plusieurs facteurs

Ex:  analyse de l’effet du traitement dans deux 

génotypes

On choisit un modèle avec interaction: 

Intensité = Trait + Géno + Trait*Géno

0

5
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A B C

Traitement

In
te

n
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é

Génotype 1 Génotype 2

Les effets principaux (traitement, génotype) et 

l’interaction vont être testés par l’ANOVA.

Une interaction significative signifiera que les 

deux génotypes ne réagissent pas de la même 

manière aux traitements
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Très nombreux modèles possibles

➢ 1 facteur: effet du traitement

➢ 2 facteurs: effet du traitement + effet de la série

➢ 2 facteurs avec interaction: effet du traitement + effet de la date + interaction date/traitement

➢ Etc…

Résultat 

Effet significatif à 1% (P < 0,01) 

=> Différence significative au moins entre la plus petite et la plus grande moyenne

Comparaisons entre moyennes

Faire ensuite des comparaisons de moyennes suivant la question posée:

Comparaisons multiples (groupes), comparaisons à un témoin (Dunnet), contrastes…

Attention

 - L’ANOVA ne tient pas compte des variations qualitatives

 - Ne pas remplacer les données manquantes

 - Toujours vérifier les effectifs quand on a autorisé des données manquantes

Statistiques: analyse de variance (ANOVA)

Risque alpha=1%

Test sur 1000 spots
Environ 10 spots seront significatifs même si le traitement n’a aucun effet.

Bonferroni:

Diviser le risque pris pour chaque spot par le nombre de spots analysés

Très sûr mais perte de beaucoup de vrais significatifs

méthode FDR (False Discovery Rate, Benjamini et Hochberg, 1995):

Accepter que 1% des spots déclarés significatifs soient des faux positifs

Comparaisons multiples
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Statistiques: vérification par observation des profils de protéines

T1         T2                 T3 M                  S1           S2

témoin stress

Ex. spot 456. 

Effet significatif pour traitement.
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Statistiques: liste de spots d’intérêt

pI

PM

Les analyses statistiques fournissent une liste de spots d’intérêt.

A ce stade, que connaît-on des protéines ?

   - pI

   - PM

   - présomption de PTM

   - intensité (quantité)

   - variation en fonction de divers facteurs

Mais ces protéines demeurent inconnues !
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Identification

des protéines
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Identification des protéines: excision
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Identification des protéines: excision

Les spots à exciser sont définis soit manuellement soit 

automatiquement par le logiciel d’analyse d’image.

L’excision ne doit pas être réalisée à sec (film d’eau 

recouvre le gel pour éviter qu’il ne sèche ce qui modifierait 

sa taille –donc la position des spots- et l’abîmerait).

Il est important de ne pas contaminer les échantillons 

successivement excisés. Il faut donc soit changer de cône 

de pipette (excision manuelle) à chaque nouveau spot, soit 

soigneusement rincer les cônes ou l’aiguille (robot).

La taille du cône ou de l’aiguille peut être adaptée à celle 

des spots à exciser.

Il faut exciser au centre du spot, dans la zone la plus 

intense, afin de limiter les contaminations par les spots du 

voisinage (plus ou moins chevauchant) et de maximiser la 

quantité de molécules excisées. 

Il est possible d’exciser le même spot sur différents gels afin 

d’augmenter sa quantité, en particulier lorsque la coloration 

est très sensible (AgNO3) et que le nombre de molécules 

par spot est réduit par rapport à une coloration moins 

sensible (CBB).

Il est important de porter gants, masque et charlotte afin de 

limiter les contaminations par kératine.
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Spot picker

Camera and 

light assemblyPicker head

Gel tray

Rinse station

MPs and 

racks

Identification des protéines: excision automatique
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Identification des protéines: méthodes de clivage

Clivages enzymatiques:

Trypsine   →  lysine K et arginine R

Endoprotéinase Arg-C  →  arginine R

Endoprotéinase Lys-C  →  lysine K

Endoprotéinase Glu-C  →  acides glutamique E et aspartique D

Endoprotéinase Asp-N →  acide aspartique D et cystéine C

Chymotrypsine

Thermolysine

Elastase…

Clivages chimiques:

CNBr  →  methionine M

Acide formique (70%) →  proline P et acide aspartique D 

CNBr + HFBA →  méthionine M et tryptophane W

Hydroxylamine →  glycine G et asparagine N

L’efficacité de la digestion dépend de la composition en AA de la protéine à identifier.

On peut ainsi essayer diverses méthodes de clivage si une protéine s’avère récalcitrante à la méthode 

utilisée en routine.

La digestion à la trypsine est la méthode la plus fréquemment employée.



142

Identification des protéines: digestion à la trypsine

1 - Décoloration

En cas de coloration au CBB, décolorer les bandes sous agitation douce dans environ 150 µl d‘Ammonium Bicarbonate ( AmBic 25 

mM)/acétonitrile (ACN 50%)  jusqu’à complète décoloration (1 à 4 h selon l’intensité de la coloration).

En cas de coloration au AgNO3, décolorer les bandes sous agitation douce dans environ 150 µl de Ferricyanide de potassium (2% w/v) et 

du Thiosulfate de sodium (3,2% w/v) jusqu'à complète décoloration. Rincer dans 150 µl d’eau environ jusqu’à complète décoloration en 

renouvelant si nécessaire.

2 – Déshydratation avec ACN

Enlever la solution précédente puis ajouter 150 µl d’ACN.

Agiter doucement pendant 10 min jusqu’à ce que le gel devienne blanchâtre.

3 - Séchage

Enlever l’ACN et sécher 5 min au speedvac ou 20 min à température ambiante.

4 – Digestion à la trypsine (coupe lysine K et arginine R)

Reprendre 20 µg de trypsine dans 200 µl d’HCl 1 mM et répartir en 4 tubes de 50 µl.

Noter la date et stocker à -20ºC pendant 2 semaines maximum.

Avant utilisation, diluer la trypsine ainsi préparée dans 450 µl d’AmBic 50 mM froid.

Recouvrir le gel de trypsine à 10 ng/µl (10 à 25 µl selon les cas) et laisser gonfler pendant 10 min à 4°C.

Si nécessaire, centrifuger 30 sec pour faire descendre les morceaux du gel au fond du tube puis enlever l’excès de trypsine.

Si nécessaire, ajouter 5 µl bicarbonate d’ammonium 50 mM.

Incuber une nuit à 37°C.

5 - Récupération Des Peptides Hydrophiles

Ajouter 10 µl d’AmBic 50 mM (ou plus si nécessaire) au mélange de digestion et incuber 10 min sous agitation.

Si nécessaire, centrifuger 30 sec.

Récupérer le surnageant dans un tube ou une microplaque propre.

6 - Extraction Des Peptides Hydrophobes

Ajouter 10 µl de tampon d’extraction (ou plus si nécessaire) au culot et incuber 10 min sous agitation.

Récupérer le surnageant et le réunir avec le précédent.

Ajouter 10 µl de tampon d’extraction (ou plus si nécessaire) au culot et incuber 10 min sous agitation.

Récupérer le surnageant et le réunir avec le précédent.

Ajouter 10 µl de tampon d’extraction (ou plus si nécessaire) au culot et incuber 10 min sous agitation.

Récupérer le surnageant et le réunir avec le précédent.

7 – Séchage et acidification

Réduire le volume par évaporation au speed-vac à température ambiante jusqu’à obtenir environ 25 µl puis ajouter 0,06 µl d’HCOOH par 

µl. En cas de volume inférieur, compléter avec de l’eau + 0,1% HCOOH.
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Identification des protéines: analyse par spectrométrie de masse (MS)

Les deux outils les plus fréquemment employés:

MALDI-TOF/TOF nLC-ESI-MS/MS

+
+

++
+

+

+
+ +

+

pulsed
UV or IR laser
(3-4 ns)

detector

high vacuum

strong 
electric 
field

Time Of Flight tube

peptide mixture
embedded in 
light absorbing 
chemicals (matrix)

cloud of
protonated
matrix and
peptide molecules

accV

vacuum

1.8kV

200°C
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chromatogramme

spectre

Identification des protéines: interrogation des banques de données

Identification tributaire des niveaux d’exhaustivité des banques de séquences et de la qualité d’annotation 

des séquences.

Absence de « hit »  mauvais spectre (faible spot, pb digestion, protéine incompatible avec MS)

   séquence non existante

Que faire si la séquence protéique est absente des banques de données?
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Identification des protéines: séquençage de novo

Interprétation manuelle des spectres de masses.

Nécessite beaucoup de temps et une grande expertise.

MS

MS/MS
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Identification des protéines: dégradation d’Edman

Edman P., 1949 « A method for the determination of amino acid sequence in peptides. » 

Archives of Biochemistry 22(3):475. 

phenylisothiocyanate

AA terminal non chargé

dérivé 

phenylisothiocarbamoyl 

cyclique

pH alkalin

pH acide

dérivé 

thiazolinone

solvant

Organique

CF3COOH

pH acide

Principe: Résidu aminé N-terminal étiqueté puis clivé du reste de la protéine sans affecté les autres liaisons 

peptidiques. Processus itéré séquentiellement. En routine, 2 à 3 peptides comprenant 10-15 AA sont 

séquencés par protéine.

Limite: parce que ce procédé s’amorce à l’extrémité N-terminale d’une protéine, il échouera si l’AA N-terminal 

a été chimiquement modifié, ou bien caché au sein de la protéine et alors non accessible. Les ponts 

disulfures sont déterminés par une autre procédure.

dérivé PTH-AA

identifié par chromatographie.

ATZ-AA
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Identification des protéines: 

signification biologique des résultats glycolysis and gluconeogenesis
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Identification des protéines: 

signification biologique des résultats

Voie des 

flavonoïdes
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Merci de votre attention
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