Chapitre3: Les protéines
. LES ACIDES AMINES

1. Définition
 La structure commune de (presque) tous les acides aminés peut s’écrire :

:: COOH = function ocide carbasylique

' rl-l ) MH, = fonchon aming prmare

Ir- = chafre Intérake wirichie

 Le carbone a est asymétrique. Il existe donc deux stéréoisomeres.
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- La masse de chaque aa dépend de la chaine latérale. La masse
moyenne est d’environ 120 Da.
» Les protéines ne contiennent que des L acides aminés.

o o - . ” WWW.SNV18.CU.CC /
2. Classification des acides aminés SNV_LMD@HOTMAIL.COM / ISLAM

- |l existe 20 acides aminés naturels entrant dans la composition des
protéines. On peut répartir les acides aminés selon la nature de leur
chaine latérale en 3 classes:

a chaine aliphatique : glycine, alanine,

acides aminés apolaires , proline
a chaine aromatique :

. — : a fonction alcool : sérine, . tyrosine
acides aminés polaires

a fonction soufrée : cysteine
neutres f f Y

a fonction amide : glutamine, asparagine

acides aminés polaires a fonction acide : acide glutamique, acide aspartique

ionisables a fonction basique : : , arginine




- |l existe des codes a trois ou une lettre extrémement utilisés pour les

séquences protéiques.

glycine, Gly, & methionine, Met, M Cysteine, Cys, C shenylalanine, Phe, F

dlanine, Ala, A Proline Pro, P glutamine, 6in Q Tryptophane, Trp, W

valine, Vol 'V serine, Ser, 5 Azparagine, Asn, N histiding,  Hiz, H

leucine, Leu, L threoning, The, T acide glutemique, Glu, E lyzine, ll.;*fs, K

I Tyr, ¥

3. Propriétées spécifiques des acides aminés
3.1. Acides aminés apolaires:

isoleucing, Ileu, Tyrezine, acide azpartique, Asp, b Arginine,  Arg, k

fi‘:{‘]l-t.".'r— CO0 [r‘UD COO~ CO0" flzt‘-r_‘.i"
H L: - 'Illl —H H. N_{lg —H Hﬂﬁ_'{ﬁ —H Hr-.N—#—H H3I<T—C—H H a}F—t?—H
el CHs cH e H-C—CH, CH,
S CH e CH,
CH; CHy SR CH;
CH, CH, |
CH;
CHj




Remarques:
* La glycine n’a pas de C asymétrique.
 La proline posséde une chaine latérale liée a la

fois au C et a I’ azote.

COO
H:N—C—H
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3.2. Acides aminés polaires neutres

COO

HEI:J—ill —H
(|3H




?oo—
H.N—C—H

lonisation a
pH7

__ a
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<F()(>-
H;}&—(E—H

lonisation a

pH 7

pnction guanidinium

pKa (R) = 6,0  pKa (R) = 10,5 pKa (R) = 12,5
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4. Propriétés ioniques des acides aminés
- En solution aqueuse (=dans tout systeme biologique), les acides aminés
sont ionisés. L’état d’ionisation dépend du pH environnant.

o Forme ionisee S
Forme ionisee Forme ionisee

. a pH 6 :
o a pH 1 9 (Z:ifl'er'iun} e apH 12
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« La titration d’un acide aminé
On peut titrer un acide aminé et déterminer les pK des fonctlons
carboxylique et amine =

équivalcn?: OH-

Propriétés ioniques dez AA
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« Egquation d’Henderson-Hasselbalch
 Onalaréaction: AH — A- + H* telque K =[A][H*]/[AH]

* Isolons le parametre [H+]: [H*] = K,[AH] / [A-]

* Prenons le logarithme: log [H*] =log K, + log ([AH] / [A1])
Ou
log (1/[H*]) =log (1/ Ka) + log ([A]/ [AH])

Or, de méme que pH=log (1/[H*]), le pK,=log (1/K,)

Ainsi, _ Equation d’Henderson-Hasselbalch

+ si(NH) =(NH;*) —  pH=pK, +log (1) = pK,
donc : pK, = pH de 1/2 dissociation
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* Le pH isoélectrique d’un acide aminé

Un acide aminé simple, mono-aminé et mono-carboxylique tel que la glycine (G) :
NH,-CH,-COOH est un diacide dans sa forme pleinement protonée :

NH,*-CH,-COOH
Il peut donner deux protons durant sa titration avec une base :

NH,*)-CH,-COOH — NH,*-CH,-COO®" + H* | K_ = [aa *][H*]/ [aa*]............ 1
NH;*-CH,-COO() — NH,-CH,-COO0® + H* /| K,= [aa][H*]/ aa*]
| [aa*™] =[aa][H*) kg --eeunvnennnn. 2

Remplacons I’équation 2 dans I’équation 1 on obtient:

K.= [aa][H*] ! k, .[H*] / [aa*]

a pH ; les charge (-) = (+) — [aa] =[aa"]
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Exemple de la lysine et I’ac.glutamique a R ionisable:

Il y a 4 formes ionisées différentes. Le point isoélectrique se calcule par la
moyenne algébrique des pKa des fonctions ionisables de part et d'autre de la
forme de charge nulle.

EX1: Le pH; de la lysine

EX2: Le pH; de I’acide aspartique

C
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» valeurs des pKA des fonctions ionisables
» zones de pouvoir tampon = zones ou le pH varie faiblement = zones de pKA

@ La mobilité électrophorétique :

a pH = pHi, AA neutre et ne migre p Bande Goutte contenant

a pH < pHi, AA positif et migre vers de papier  le mélange d'acides
la cathode filtre amines

a pH > pHi, AA négatif et migre vers

’'anode
Cations—-»

Aussi, plus le est éloigné de
plus la charge augmente et donc

: “hambres pour le tampon
plus la distance parcourue lors Cathode

de la migration est grande.

@ La chromatographie d’échanges ioniques:

C’est un tube rempli de particules de petite tailles portant des groupements

s’ionisant en fonction du pH.
WWW.SNV18.CU.CC
SNV_LMD@HOTMAIL.COM / ISLAM



-

Tampen d'¢lution
(phaze mobile)

cehantillen

Séparation selon la charge

Billes fonctionnalizees
(Phase fixe)

direction du flux du solvant

e saa)

= ‘o @
g .. Yoy
& @ LR bille chargée
8 3 * - positivement
2. ©® ‘e
i
h 9 molécule lide

TR .’” ® ¢chargée
négativement

L 3 + . |
o .+ v e molecule libre

o -,. @' chargée
@ .‘ positivernent

CHROMATGGRAPHIE PAR ECHANGE D'IONS




 En sortie de colonne, on fait une réaction colorée (ninhydrine) pour doser les
acides aminés par spectrophotométrie.

 L'ordre d'élution est fonction du pHi.

pH 4,25, 0.2 N-citrate de sodium —3

Colonne de 150 cm Colonne de 15 cm
}-———- pH 3,25 Koo pH §,28 ——
0.2 N-atrate de sodium 0,35 N.citrate de sodiu

Thréonine Methignume
Acice S 1 Tendearrinn Lysine
nane | yiine

tque

$' ¥

. ~ . \"
ASpar J' Acide Glycocolls uim'.' |Leucine  Tyrosine 1“13“"’”"
g

tuzammign !.M.nniu + 1 l ’th';l lNui
lalmine v Angini
¢ d

240 260 J& 3% 370 410 450
Effuent, ol

- > >
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5. PROPRIETES CHIMIQUES

Lorsque I'acide aminé est libre, il a au moins deux groupements fonctionnels
sur le méme carbone a et pour certains un troisieme sur la chaine latérale.

1. Estérification par les alcools:

0 AA + Alcool — éther, pour faciliter leur séparation par CPG
d AA+P, — AA-P, aaactive lors de la synthése des pep

2. Décarboxylation:

Cette réaction est présente dans les organismes vivants pour produire a partir
des aminoacides des dérivés (amines) qui peuvent étre des précurseurs d'autres

molécules. ((OOH Décarboxylase

R—C1 —>»  R-CH,-NH, 4+ 0

NH, AMTINE
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- Sérine — éthanol amine (pour phospholipide)

- Histidine — Histamine ( vasodilatateur intervient dans l'inflammation et
I’allergie)
- Acide glutamique — 4-aminobutanoique ou (GABA), (neurotransmetteur)

1. Addition de carbonyle:

+ Les fonctions a-aminés des aminoacides réagissent réversiblement avec
les aldéhydes pour donner des bases de Schiff qui sont relativement labiles,
sauf la proline qui n’a pas une primaire.

+ Un des moyens trés sensibles de détection des aminoacides utilise cette
réaction : I'aldéhyde utilisé est le 1, 2-dialdéhyde benzénique. Le produit
d'addition est tres

COOH COOH HO,  COOH
R-CH-N/  Wc—R —» R—CH-N-C—R' > R—CH-N=C-R

7 refb--d4--
H H 4 H 0

aldéhyde — temeeees hase de Schiff
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2. Arylation ( méthode de Sanger)

Cette réaction a I'aide d'un dérivé aromatique activé a permis a Frederik SANGER
(1953) d'établir la premiére structure primaire d'une proteéine :

NO,
.} ~
—CH-COOH —= H‘J—xk 1_‘»1 CH-COOH
H

.-",..f"‘"-

0N — K
. \ J,:,

luoro-2, 4-dinitrobenzene 2, 4-dinitrophény] aminoacide
FDNB (réacuf de Sanger) DNP aminoacide
Couleur jaune
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3. Acylation:

Le réactif de Sanger a été supplanté par un réactif donnant un produit plus
stable et fluorescent permettant une plus grande sensibilité dans la détection :
c'est le (1-diméthyl-amino-naphtalene-5-sulfonyle).

CH;
l

! i
____N-CH-COOH —» (H, = R
Q| j a—arh -N—CH-COOH

"F—"uf’i"t 1 H
'-.._,.f‘;‘r 1_|i

F

Iy
LN

Chlorure de dansyle dum}i] ot e
(DNS C1) DNS aminoacide
Fluorescent

Dans les cellules, aprés leur biosynthése, nombreuses sont les protéines qui
subissent une acylation sur leur extrémité - NH2 par I'acide acétique "activé« ,
dans le but de protéger leur structure sinon le N-terminal est trés réactive.
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4. Carbamylation (méthode d’Edman)

« La carbamylation avec le phénylisothiocyanate (PTC), a un pH basique de 9,
donne des dérivés qui absorbent dans l'ultraviolet et facilement séparable par
chromatographie.

« laréaction avec lI'acide aminé terminal d'une protéine libere le dérivé d'addition
et une protéine amputée de son aminoacide N-terminal : en itérant le processus,
la détermination de la structure primaire de la protéine sera possible (dégradation
récurrente d'Edman).

:\J —(CH-=COOH

phénylthiocarbamy] aminoacode

phénylisothicyanate PTC-aminoacide
PTC (réacuf d'Edman) Absorbe dans 1'UY

 Dans le cas d'un peptide de n aminoacides, le PTC-peptide va subir une
cyclisation et une coupure a un pH légérement acide, libérant un
phénylthiohydantoine-aminoacide identifiable (PTH-aminoacide), qui absorbe
dans I'UV, et un peptide de (n-1) aminoacides.
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« Dans le cas d'un de n aminoacides, va subir une
et une coupure a un pH légerement acide, libérant un
(PTH-aminoacide), qui absorbe
dans I'UV, et un

peptide (n-1)

Phénylthiohydantoine-aminoacide
C=( PTH-aminoacide
PTC-peptide 7 Absorbe dans I'UV
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5. Désamination

» Les aa subissent une désamination avec oxydation qui produit un acide a-

cétoniques

R—CH—COOH ——>
NH,

acide aming

« La réaction avec la
a un produit pour les
pour les
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R—flflJ—CDDH — R—flfll—CDDH + NH;
NH O

acide c-iming acide o-cétonique

est I'une des plus connue et utilisée, elle aboutit
et a un autre

0 ;
CHO

I
H-N $CH—E‘.DDH

I OH N, ;:“ I
Yy |

H
HO

ninhydrine NH;

e

produit violet




Les groupes latéraux réactifs des aminoacides sont :
* les carboxyles et amines : ils sont de réactivité identique a celles des groupes a
 les chaines latérales contenant du soufre, des groupes imidazole ou aromatique

autre que le phényle inerte.

Ex,: Le groupe thiol de la cystéine est tres réactif : son oxydation permet la
formation des ponts disulfures que I'on trouve dans les protéines (pont intra-
chaine ou intra- chaines polypeptidiques).

N-erminyl ————————————(:{ermml
) Pont disulfure

| . boucle

| —?— | ][.I[f[-t.huilﬂfh A c L
Neermingl (el intrachgine P p——

EX,: Les chaines latérales alcools et amides
Ces groupes sont peu réactifs :
- la sérine intervient dans des mécanismes de catalyse enzymatique
- la sérine, la thréonine et la tyrosine sont des sites potentiels de phosphorylation
- la sérine, la thréonine et I'asparagine sont des sites potentiels de O et N-

glycosylations
- I'hydroxyle de la tyrosine donne au noyau phényle une réactivim




2. LES PEPTIDE

1. Définition
Un peptide c’est le produit de la covalente des aminoacides par
une . Les peptides difféerent par le nombre, la nature et I'ordre

des aminoacides.

- enchainement d'un nombre d'aminoacide inférieur a 50. Parmi
ceux-ci, on parle d'oligopeptide pour un nombre d'aminoacides inférieur a 10 et de
polypeptide pour un nombre supérieur a

- : enchainement d'un nombre d'aminoacides au-dela de

1. La liaison peptidique

La liaison peptidique est le ciment de base de toutes les structures
protéiques, est une liaison covalente qui se forme par condensation du
groupe a-carboxyle (acide) d’'un acide aminé avec le groupe a-aminé d’un
autre acide aminé et élimination d’eau.

a-carboxyle

H
|
NH, - € -

liaison peptidique
(liaison amide particuliere)




* Dans cette liaison les électrons 1 du groupe etle

libre de sont trés proches. La résonance de ces électrons
donne au groupe peptidique des structures intermédiaires entre deux formes
mésomeres.

» Cette liaison est intermédiaire entre une simple et une double liaison qui
implique les propriétés suivantes :

la structure du groupe peptidique est rigide : les 6 atomes sont
coplanaires. Les angles des liaisons pour le carbone et pour I'azote avec leurs
substituants sont de 120°.

les 2 carbones Ca se placent de part et d'autre du pont C-N dans la
configuration trans la plus favorable thermodynamiquement.

de part et d'autre de cette structure rigide, les rotations des groupes des
liaisons Ca-N et Ca-C sont libres et seulement limitées par I'encombrement
stérique.

Les atomes d'oxygéne et d'hydrogéne d'une liaison peptidique sont
d'excellents accepteurs et donneurs de liaisons hydrogene.
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@ : angle de rotation autour
d'une liaison C o-N

W angle de rotation autour
d'une liaison Co-C

plan de 1a liaison pep[idquue

. CR .
(1 Angstrom (A)= 10 ""m)

Vers lexirémi. S d S 2 N Vers Vexirémité
N-terminale % ' C-terminale

* La liberté de rotation de I’angle ®(phi) autour de la liaison entre le Ca et I’azote
amidique
* La liberté de rotation de I’angle W (psi) autour de la liaison entre le Ca et le

“groupe carbonyle WWW.SNV18.CU.CC /.
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Terminologie

* Les acides aminés liés sont des "résidus d'acides aminés"

- I'aa portant le groupement NH, est dit "N-terminal”

 L'aa portant le groupement COOH est dit "C-terminal”

* Par convention d'écriture, on met le N-terminal a gauche et le C-terminal a droite
 Exemple d'un tétra-peptide:

NH,- Ala - Thr - Phe - Leu — COOH

alanyl-threonyl-phénylalanyl-leucine

: .CU.CC
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3. Détermination de la structure d'un peptide

La détermination de la structure primaire d'un peptide est conduite en deux
étapes :

1) détermination de la composition en aminoacides

2) détermination de I'ordre des enchainements des résidus.
Ces deux étapes ont comme point commun I'hydrolyse de la liaison peptidique.

La liaison peptidique est trés stable, son hydrolyse spontanée est quasiment
nulle.

@ Hydrolyse chimique compleéte:

_ L'action de I'acide chlorhydrique (HCI) 6M sur un peptide, a ébullition pendant au
moins 24 heures, aboutit a un hydrolysat contenant les aminoacides

* Le est entierement détruit avec cette hydrolyse acide.

 Les amides ) sont hydrolysées en ammoniac et acides correspondants
).

« Certains aminoacides ( ) peuvent étre partiellement détruits (un temp

d'hydrolyse plus faible permet de résoudre le probleme).

— T
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@ Hydrolyse chimique spécifique:

Certains réactifs hydrolysent une liaison peptidique avec une spécificité sur un
des aminoacides participant a la liaison:

 Le bromure de cyanogéne ) hydrolyse la liaison peptidique du coté
carboxyle de laméthionine : cette derniere devient alors un résidu C-terminal
transformé en résidu homosérine lactone.

* Le 2-nitro-5-thiocyanobenzoate ( hydrolyse la liaison peptidique du co6té
amine de la cystéine.

@ Hydrolyse enzymatique

L'hydrolyse des liaisons peptidiques peut étre réalisée par des enzymes
protéolytiques, protéases. On les classer en deux groupes :

- : L'enzyme n'hydrolyse que la premiére liaison peptidique
(amlnopeptldase) ou la dernieére liaison peptidique (carboxypeptidase) en libérant
I'aminoacide terminal. aminopeptidase
—

H,N

COOH
; -
Carboxvpeptidase
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L'enzyme hydrolyse des liaisons peptidiques internes entre deux aminoacides
(i+1). Il peut étre spécifique du résidu en position i ou (i+1). L'hydrolyse d'un
peptide par une donnera plusieurs fragments peptidiques : sion a

coupures ( peptidiques hydrolysées), le peptide sera dégradé en
( ) fragments peptidiques.

Exemples d'endopeptidases avec leurs spécificités:

Enzvine Source residu i residu (1) | particularite
| trypsine (aprés Faq) | pancréas de boeul Arg, Lys

chymotrypsine pancréas de boeuf

Sa protéase Staphvlococcus
aurens

Fm protéase Flavobacterium

meningosepticuni

thenmolysing Bacillus Ala. Val Eeu

avant ’aa f.fi';';"}j]f__l H'l'.rﬂ-'.!"..llr"i'ﬂ:l' yIA) “L‘, hit.,‘[
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3. LES PROTEINES
3.1. La structure des protéines: De I’aa a la macromolécule

@ Structure primaire: Elle est définie par la composition et
I'enchainement des aminoacides dans une seule chaine (monocaténaire).

« La séquence des acides aminés (structure primaire) détermine la structure
tridimensionnelle.

» La séquence des acides aminés (structure primaire) est déterminée par les
genes.
* Une structure primaire donnée conduit a une structure tridimensionnelle

donnee Structure I: Chaine Principale

X L C-ter Libre
Chaine Lateraic




@ Structure secondaire:

hélice hélice
gauche droite
3 x F’_’
- e
N ¢

t'\ z".’

}
./ \ ~ ‘ .
sens du /4 é;q )\
peptide ,-"\ . o ,._}»A.__
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Structure répétitive et compacte
Stabilisée par les liaisons hydrogene de I'atome d'oxygene (C=0 d'une
liaison peptidique i avec I'atome d’'hydrogéene (N-H) de la liaison peptidique (i+4).

Les radicaux des résidus sont a I'extérieur de I'hélice, ce qui minimise les
encombrements stériques.

les plans des liaisons peptidiques sont paralléles a I'axe de I'hélice et forment
le squelette de I'hélice.

la liaison hydrogene C=0-------- N-H, d'une longueur de 0,286 nm, est presque
paralléle a I'axe de I'hélice.

Certains résidus déstabilisent I'hélice par la présence de charge dans leurs
chaines latérales (Asp, Glu, Arg et Lys).

La proline est un point de rupture d'une hélice pour deux raisons :
- Il n'existe pas de.NH pour‘une liaison hydrogéene

- -le cycle rigide pyrrolidone engagé dans la liaison peptidim
rotation, détruisant la continuité de I'hélice.



Les liaisons hydrogéne des atomes d'oxygéene (C=0) et d'hydrogéne (N-H) d'une
liaison peptidique se répétent non plus sur une portion continue de la chaine
peptidique mais entre des segments différents qui peuvent appartenir a la méme
chaine ou a des chaines différentes. Cela implique que nous pourrons avoir une

structure en feuillet 8 plissé.

brins antiparalleles
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Certaines régions protéiques ne sont pas structurées dans des conformations
périodiques. Toutefois leurs structures sont semblables par le fait qu'elles
imposent un changement brusque de direction de on les appelle

Cette structure peut étre réalisée de différentes manieres, toutefois on peut dire :
- c'est un court segment peptidique de 2 a 4 résidus
- une ou deux liaisons hydrogene se forment entre le premier et le dernier résidu
du coude
- la configuration de la proline est telle qu'elle provoque un changement de
direction et peut donc étre presque a elle seule un coude.
- La lettre B rappelle qu'ils sont indispensables pour des feuillets de chaines anti-
paralléles.

Liaison pepudigue impliguant une proline

0
I

—C

Conformaton frans Conformation ois

Coude P a 4 résidus



Certaines régions protéiques ne sont pas structurées dans des conformations
périodiques comme l'a-hélice ou le feuillet plissé B.

@ Structure tertiaire

L'arrangement spatial des structures secondaires locales aboutit a une forme
globale spécifique de la protéine maintenue par des interactions qui peuvent étre
de nature différente :

» Liaison covalente : pont disulfure

» Liaisons ioniques entre groupements chargés de signe opposé (pont salin) et
entre dipdles permanents faisant une liaison hydrogeéne, le cas le plus répandu

» Attractions hydrophobes (force de Van der Waals entre groupes apolaires
subissant des forces de répulsion par I'eau, ce qui favorise leur rapprochement)

» Interactions des chaines latérales des résidus avec le solvant : dans l'eau, les
chaines latérales polaires pourront étre exposées au solvant, alors que les
chaines latérales apolaires auront tendance a "s'enfouir” dans des poches
hydrophobes de la protéine.

- WWW.SNV18.CU.CC /
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structure primaire — —————)  stpycture tridimensionnelle

Ligizons _

hydrogenes

Rézidus /

hydrophobes

(ﬁ /ﬁ’ ’Q\—Ww 1‘
\ Résidus
hydrophilsz
exterieur
hydrophile

pont disulfure

---- |liaison hydrogéne
N-terminal ) H entre chaines latérales

|\H-__-_-_____ I
pont salin

attraction €lectrostatique

C-lerminal

-1

Les liaisons ou interactions entre chaines latérales des résidus,
impliguées dans la structure tertiaire des protéines




» Cette structure tertiaire est le parameétre fondamental dont dépend I'expression
de ses fonctions biologiques qu'elles soient structurales ou dynamiques
(protéines des membranes ou du cytosquelette ou etc, récepteurs, enzymes,..)

» Cette structure est tres dépendante des interactions que nous venons de
décrire.

» Ces interactions subissent I'influence du milieu dans lequel elles se trouvent
(solvant, température, pH, force ionique, agents détruisant ces interactions, etc ).

« La conformation native de la protéine est la structure tertiaire qui correspond a
celle qui exprime sa fonction biologique dans les conditions physiologiques.

* Un traitement détruisant cette structure qui a pour conséquence de supprimer
sa fonction est appelé dénaturation : elle aboutit a un état plus désorganisé de la
molécule.
» |l existe deux grands types de protéines sur le plan structural:
+ Protéines fibreuses: Kératine (torsade de dimeéres en hélice a) et feuillets
B plissés
+ Protéines globulaires: Elles peuvent comprendre des motifs de structure

a-hélice ou feuillets plissés f.
| feui plisses (3 -~
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@ Structure quaternaire

C’est I'organisation des protomeres qui définit la structure quaternaire d'une
protéine formée de multimeres. Il faut savoir ce qui suit:

- des permettent a ces protéines
d'avoir des fonctions de signalisation ou de contréle (I'enzyme protéine-kinase
dépendante de I'AMP cyclique)

- (sous-unités) est un moyen tres précis de
régulation : phénomeéne coopératif de fixation de ligands, enzymes allostériques,
récepteurs membranaires

- des protéines : elles ont les mémes fonctions, toutefois leur
structure est dépendante du tissu soit au niveau du nombre de dans
I'association soit une

> y 7 B
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Structure secondaire Structure tertiaire Structure quaternaire ...

A4

é 2}_\
o

Hélice alpha @:J

coude

:'5':':q :

Feuillet béta

3

.. les motifs structuraux 'organisation interne .. 'organisation complexe
de base : d 'une protéine monomérique d'une protéine multimérique
hélice alpha, feuillet béta, (ou d 'une sous-unité) (au moins dimérique) :
tours et coudes
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3.2. Roles et Etude des protéines:

» Les protéines : premiéres actrices du monde vivant, Il n’existe pratiquement pas
de processus biologique non régi par une/des protéine(s).

« Comprendre le fonctionnement d’une protéine, c’est donc comprendre in fine la
logique du vivant.

* Les protéines assurent I'ensemble des fonctions suivantes du vivant:

Créer et maintenir une structure Les protéines du cytosquelette
Les protéines des tissus de soutien.
Reconnaitre et se défendre Les immunoglobulines
Transporter les molécules.
Transformer: Les enzymes catalysent I’essentiel des réactions chimiques
du vivant.
Bouger-se déplacer:
@ Les protéines a fonction motrice.
@ Les protéines des mouvements intracellulaires.
@ Informer-signaler.
@ Les récepteurs et leurs ligands
@ Les «interrupteurs moleculaires».
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Les étapes a suivre seront :

Exemple : on sintéresse a la chymotrypzsine,
enzyme pancréatique secretée dans le tube digestif,
responsable d 'une étape de digestion des protéines

imgntaires : RN
El[n glnspnse d'une méthode de mesure de l'activité de
I'enzyme qui va permettre de suivre | ‘ensemble
du processus

. isoler le tissu pancréatique ou collecter les séerétions
isoler l'organite (RER) par centrifugations différenticlles et ultracentrifugation
extraire les protéines totales
séparer les protéines par chromatographie et électrophorése
isoler et purifier I'enzyme par affinité
découper la protéine en petites unités (peptides)
analyser la composition chimique des peptides (acides aminés)
déterminer la sequence de la protéine entiere
* ¢tudier la structure 3D de la protéine
* déduire son mécanisme d'action

WWW.SNV18.CU.CC
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# izoler le fissu pancréatigue ou collecter les sécrétions
# isoler l'orgonite (RER: Reticulum Endoplasmique) par centrifugation différenticlle

Centrifugation Centrifugation Centrifugation Centrifugation
basse vitesse moyenne vitesse haute vitesse tres houte vitesse

(1000xg. 10 min) (20 000xg. 20 min) (80 000g. 1h) (150 000xg. 3h)
|

iy Clegmilt

gy Elaihy

..'-I: — ."'_r' - Eee———— &
.

L}
..;# [
x

Rt et A

w &

Homogénat Le culot contient  Le culot contient  Le culot contient Le culot contient
cellulaire cellules entieres mitochondries MICrosomes ribosomes
noyau lysosomes petites vesicules  virus
cytosquelette PErOXYSOMES macromalécules

de grande taille
Le surnageant
contient le cytosol
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Solubilité dans les solutions salines

@ Une protéine soluble dans un solvant peut perdre sa solubilité en ajoutant
des sels a son milieu ( le sel dammonium ), et a concentration donnée une
cette protéine peut étre relargée par sa solution et précipiter au fond, le salting
out. Le salting in c’est plutét I'inverse

@ Méme phénomene se passe avec les solvants organiques et a un pH
équivalent a pHi de cette protéine.

: 18.CU.CC,
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@ Une protéine porte des charges positives et négatives au niveau des
chaines latérales des résidus d’acides aminés. Ces charges dépendent du o [
la solution et leur somme algébrique définit

@ |l existe toujours un pour lequel le nombre de
: la charge globale est
alors nulle. Ce pH s’appelle de la protéine (pl). C’est la base
de la séparation des protéines

Séparer les protéines par chromatographie grdce & leur migration

différenticlle @ travers un systéme compozé de deux phases, une
phase fixe et une phase mobile.
On peut ainsi séparer les protéines en utilizant leurs différences

de taille,

de charge

d'ad=orption =pécifique




Séparation selon la charge

Séparation selon la taille

Séparation par adsorption
specifique

direction du flux du solvant

bille charaée
- positivamant

molécule liée
chargée
négativement

molecule librg
__chargeée
positivernent

CHROMATOGRAPHIE PAR ECHANGE D'IONS

direction du fiax du solvant

CHROMATOGRAPHIE FAR FILTRATIGN SUR GEL

——— hilles poreuse

petite molécule
retardée

9 grosse molecule
non ratardée

direction du Aux du solvant

Lok

(‘ bitle avec
A a('&' 4 ___ un substrat
@ ,\ é i'é de fagon
- covalante
@ ~'0 0\5 molécule
\ O  denzyme
'4 \0 4 @ “ lige
@ ~ a& las autres
@@ i A e protéines
@ A" passent
£y
CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE
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