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Introduction. La démarche du cours : de la fonction a la structure

Les protéines : premiéres actrices du monde vivant
> « protéine » vient de mpotelov (proteion) = qui occupe le premier rang.
> 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 |'ensemble des fonctions du vivant

Créer et maintenir une structure o . Transformer
Les protéines du cytosquelette _\___ ‘ . \ Les enzymes catalysent
Les protéines des tissus :.R““m e ‘_ ' .~—5 l'essentiel des
de soutien Y Y L réactions chimiques du vivant

. ( [Bouger-se déplacer
| | Les protéines a fonction motrice
]Les protéines des mouvements

Reconnaftre et se défendre
Les immunoglobulines

Transporter S / " intracellulaires
Les transporteurs de petites -
molécules dont I'oxygene | <
% = \\ /'-J Les récepteurs et leurs ligands
Les transporteurs Lo/ W
trans-membranaires Y - Les « interrupteurs moléculaires »

Introduction. La démarche du cours : de la fonction a la structure

Puisque les protéines sont les effectrices des fonctions biologiques, nous allons :

- survoler les fonctions biologiques essentielles,

- identifier les protéines qui sont responsables de | ‘exécution de fonctions spécifiques,
- analyser la structure de ces protéines pour

- comprendre les mécanismes moléculaires de leur fonctionnement

- modéliser et quantifier ces mécanismes.




Chapitre 1. Stratégies pour | ‘étude des protéines

1.1. Isoler la/les protéine(s) responsable(s) d ‘une fonction
1.2. Analyser la composition chimique de la protéine
1.3. Découvrir la structure spatiale de la protéine

1.4. Corréler la structure a la fonction de la protéine

1.1. Tsoler la/les protéine(s) responsable(s) d 'une fonction

Exemple : on s'intéresse a la chymotrypsine,
enzyme pancréatique sécrétée dans le tube digestif,
responsable d ‘une étape de digestion des protéines
i t i ’ L) e e ’
8;|m§@p<gggsd’une méthode de mesure de l'activité de
I'enzyme qui va permettre de suivre | ‘ensemble

du processus

Les étapes a suivre seront :
. isoler le tissu pancréatique ou collecter les sécrétions
- isoler I'organite (RER) par centrifugations différentielles et ultracentrifugation
- extraire les protéines totales
- séparer les protéines par chromatographie et électrophorese
- isoler et purifier I'enzyme par affinité
- découper la protéine en petites unités (peptides)
- analyser la composition chimique des peptides (acides aminés)
- déterminer la séquence de la protéine entiére
- étudier la structure 3D de la protéine 6
- déduire son mécanisme d'action




> isoler le tissu pancréatique ou collecter les sécrétions
> isoler |'organite (RER; Reticulum Endoplasmique) par centrifugation différentielle

Centrifugation Centrifugation Centrifugation Centrifugation
basse vitesse moyenne vitesse haute vitesse trés haute vitesse

(1000xg, 10 min) (20 000xg, 20 min) ‘ (80 000xg, 1h) l (150 000xg, 3h)
-‘ J e bt | i

= B —
L ]
|.- - @

w / '-,{';;iwx'
Homogénat Le culot contient  Le culot contient  Le culot contient Le culot contient
cellulaire cellules entieres mitochondries microsomes ribosomes
noyau lysosomes petites vésicules virus
cytosquelette peroxysomes macromolécules

de grande taille
Le surnageant
contient le cytosol

> isoler | ‘organite (RER) par ultracentrifugation en gradient de densité

f,-:.-rs'r.-f.@r-.-f:q

Collection : les fractions les

N / ‘\_/ Gy plus lourdes sortent en

0 premier...
Dépét de I'échantillon ~ Centrifugation 8
sur un gradient de courte (1-2h) et & 0
saccharose trés haute vitesse i i i
Tube n° 6 5 4 3 2 1

gradient progressif Densité AA/T

ex : 5%-20% 8




Extraire les protéines totales & partir de la fraction subcellulaire
purifiée

L'extraction des protéines totales repose sur leur propriétés
d'insolubilité dans des solutions salines

Séparer les protéines par chromatographie grdce & leur migration
différentielle a travers un systéme composé de deux phases, une
phase fixe et une phase mobile.
On peut ainsi séparer les protéines en utilisant leurs différences

de taille,

de charge

d'adsorption spécifique

Charge globale d'une protéine et point isoélectrique

> Une protéine porte des charges positives et négatives au niveau des
chaines latérales des résidus d'acides aminés (voir chap. 2). Ces
charges dépendent du pH de la solution et leur somme algébrique
définit la charge globale de la protéine.

> Il existe toujours un pH pour lequel le nombre de charges positives
portées par une protéine est égale au nombre de charges négatives: la
charge globale est alors nulle. Ce pH s'appelle le point isoélectrique de
la protéine (pI). C'est la base de la séparation des protéines par
électrofocalisation (voir électrophorése bi-dimensionnelle)
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Les trois grands types de chromatographie
utilisés pour purifier les protéines

Séparation selon la charge

Colonne de chromatographie

Séparation selon la taille

Tampon d'élution
(phase mobile)

échantillon

Billes fonctionnalisées
(Phase fixe)

ﬂ

Séparation par adsorption
spécifique

direction du flux du salvant

R et e

o "o %e ,
® o Al bille chargée
o, o o 1’ * ____ positivement
pEE
& A L @
.‘ ® -
+ a7 @ pe molécule lige
. A .'F A chargée
. O & .9 négativement
o v .i + @
¥ + e molécule libreg
o - o ;
* o' @ __ chargée
@ o positivement

CHROMATOGRAPHIE PAR ECHANGE D'IONS

direction du flux du solvant

TS

direction du flux du solvant

B4 b1

L ] ™ @
x = Qe c@ \ O bille avec
- e e \ ﬁ s _ un substrat
. b —_— s
e ——— billes poreuses @ 9 lié de fagon
® ® ° ..- covalente
e = I &
c® o o@ 0 molécule
e ° T : : e N ﬁ' 3 %, _ d'enzyme
PR < petite molécule l{ v, OV
e ® - = retardée o % 5hs
® ) es autres
@ D ~ @ grosse mnt:ecu]e % é‘-xiﬁ_‘ protéines
) ® non retardée o &~ ’ N A~ passent
\

CHROMATOGRAPHIE PAR FILTRATION SUR GEL

CHROMATOGRAPHIE D'AFFINITE

Chromatographie échangeuse d

A N

‘jons

Chromatographie de filtration sur gel

Chromatographie d ‘affinité

Profil du gradient

Bl Activité enzymatique spécifique

Quantité de protéine dans les fractions
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électrophor‘ése (SDS-PAGE) 3 A s cen e,

Electrophorése mono-dimensionnelle

Protéine avec 2 Protéine simple (C)
sous-unités (A et B)

P @

Coupure des ponts
disulfure covalents
(B-mercapto-éthanol)

traitement par le SDS tampon <~
(sodium dodécyl sulfate)

Electrophorése mono-dimensionnelle

Cathode |

: } 100 kDa

1 : homogénat cellulaire

: apreés ultracentrifugation

f
5
&

3 : aprés chromatographie échangeuse d ‘ions
4 : aprés chromatographie par filtration sur gel

5 : aprés chromatographie d ‘affinité

<+<— 15 kDa

1 2 3 4 5 14




Electrophorése bi-dimensionnelle

voir et analyser TOUTES les protéines d ‘une cellule

Premiére dimension: électrofocalisation (pI)

gradient de pH

—_—
CHARGE H10
BHS. - — : APPROCHE PROTEOMIQUE
- 'F T —
- e - --i = -
9 i el - b [ T |
c - - - = e —r =1 -
.g 2 1 -r;. o = o & . I-"- _..‘ Er ‘?. .'*' i n |
£ 5 R AL - e
- - i - r= ‘- - % |
£ 9 = F o P -
o rQL) - i i _-;; 4- S
y 3 B e S A
2 8 i - L L - -
§ £ )= s T + A /On “peu’r isoler  cette
v 3 = - L '_@ ~« protéine et analyser
"o L R | directement sa composition
g\‘" - - = par spectrométrie de
=, . masse.
- [ S
...toutes les protéines d ‘une souche de E. Coli
1.2. Analyser la composition chimique d'une protéine
—* découper la protéine en petites unités (peptides)
Protéine « native » Protéine clivée

Clivage enzymatique I e,
(trypsine...) =) fﬁk‘ 0,
¢ '
o

Clivage chimique
Chaine polypeptidique (CNBr) peptides Acides aminés

NB : nous verrons la structure précise des acides aminés plus loin. Retenez simplement
ici que la structure commune de (presque) tous les acides aminés peut s'écrire :

NH, R = chaine latérale
H - (I; - COOH COOH = fonction acide

||2 NH, = fonction amine

— Attention : ne pas confondre la composition d'une protéine et sa séquence 16




1.2. Analyser la composition chimique d'une protéine
découper la protéine en petites unités (peptides)
—> analyser la composition chimique des peptides (acides aminés) par spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse renseigne sur la masse précise d'une molécule

La spectrométrie de masse permet la détermination de la composition des peptides

Cette masse ne peut correspondre
qu'a une seule composition précise
d'un peptide. Dans cet exemple
théorique, on sait qu'il s'agit d'un
peptide qui comprend 10 acides
aminés (aa) : aal, aa2, aa3, aa4,
aab, aab, aa7, aa8, aa9, aalo,
dont la masse précise est connue
is_dont it I
séquence (l'ordre).
Masse/charge

Abondance

I I [
500 1000 1500

17
NB : le Dalton (Da) est l'unité de masse. La masse d'un Dalton correspond a la masse d'un atome d'hydrogéne.

1.2. Analyser la composition chimique d'une protéine

—* déterminer la séquence de la protéine entiére

La spectrométrie de masse permet également la détermination de la séquence (structure
primaire) des peptides par fragmentation.

En prenant I'exemple du peptide de 10 aa, on obtient des fragments contenant 1, 2, 3, 45, 6, 7, 8 ou 9
acides aminés. Chaque fragment a une masse précise et la différence de masse entre deux fragments
correspond a la masse d'un acide aminé.

aza 3 7 i 10 Nb Masse Masse aa | Nom aa

. aa 5 aa 9 «aa aa | fragment libéré libéré
. 4 406 aa 10 | 1394,61 | 165,20 Phe
@ | gqa 9 1229,41 155,17 His
8 1074,24 204,24 Trp
7 870,00 132,10 Asn
§ 6 737,90 146,16 Gin
3 5 | 591,74 89,10 Ala
é 4 502,64 119,13 Thr
3 383,51 119,13 Thr
2 264,38 117,16 Val
1 147,22 - Glu

La séquence est donc
I I GIu—VaI—Thr‘—Thr'—AIa—GIn—Asn—Trp—His::Phe
500 1000 1500 Masse/charge




1.2. Analyser la composition chimique d'une protéine

La spectrométrie de masse permet également d'identifier une modification de la composition
d'un peptide due a une mutation associée a une pathologie

Abondance

Différence 28,06 Da

—
3149,50

Masse/charge

GKWERPEEWKDTEEEDEHVDQWTTVK

Peptide normal

N 3121,44
1

Abondance
*

|
I

W20 IO AR60 A

300 MM Ylan 1080 380 3F00 1220 3290 3260 JEkd 3S00 ™

Masse/charge

GKWERPEEWKDTEEEDEHADQWTTVK

f

Peptide mutant
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1.3. Découvrir la structure spatiale d'une protéine

Diffraction des rayons X

Protéine
purifiée

A =1,54

Source

rayons X

Cristal de
protéine

;h+

A

'P;+++

Profil de
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Reconstruction
informatique
des données
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1.4. Corréler la structure a la fonction d'une protéine

Arrivé a ce stade, nous savons :

Que la plupart des fonctions biologiques sont réalisées par des protéines

Qu 'il est possible d'isoler la/les protéine(s) responsable(s) d'une fonction

Que cette protéine est un enchdinement (polypeptide) d'unités de base (acides aminés)

Que les acides aminés se succedent selon une séquence spécifique
Que cette séquence spécifique constitue la structure primaire de la protéine

Que la protéine adopte une structure spatiale, accessible par diffraction X

Nous sommes pratiquement préts a entreprendre I'étude des mécanismes moléculaires
du fonctionnement des protéines

21
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2. Structure des protéines: de |'acide aminé a la macromolécule

2.1. Les forces impliquées dans la structure des protéines
2.1.1. Liaisons covalentes et non covalentes
2.1.2. L 'eau est polaire, cohésive et solvate les molécules polaires

2.1.3. L 'environnement aqueux génére 4 types de liaisons (forces) non covalentes
qui sont centrales pour tous les processus biologiques
2.1.4. L'eau est légérement ionisée et participe a | 'équilibre acide-base

2.2. Les éléments de bases des protéines : les acides aminés
2.2.1. Caracteéristiques générales
2.2.2. Etats d'ionisation des acides aminés
2.2.3. Classification des acides aminés
2.2.4. Propriétés spécifiques

2.3. La liaison peptidique
2.3.1. La liaison peptidique est le ciment de base de toutes les structures protéiques

2.3.2. La liaison peptidique et la nature des résidus amino-acides imposent des structures
spatiales trés particuliéres aux chaines polypeptidiques

2.3.3. Les chaines polypeptidiques sont constituées d'un nombre variable de résidus
amino-acides et possédent une structure spatiale spécifique

23

2. La structure des protéines, de I'acide aminé a la macromolécule

2.4. Les structures secondaires
2.3.1. L'hélice alpha et les autres hélices
2.3.2. Feuillets béta
2.3.3. Boucles et coudes
2.4.4. Les angles W et ® caractérisent les structures secondaires
2.4.5. Prédiction de structure et bioinformatique

2.5. La notion de domaine fonctionnel
2.6. Structures primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire

2.7. Structure et pathologie.. le mystére de la vache folle !

24




2.1. Les forces impliquées dans la structure des protéines

2.1.1. Liaisons covalentes et non covalentes

Une liaison covalente est formée par la mise en commun d'au moins une paire
d'électrons entre deux atomes adjacents.

Les liaisons covalentes sont les c-C 82 C-N 70
ligisons les plus fortes : C-H 99 c-0 84
(en kcal/mole) O-H 110 N-H 94

Ils existent dans les molécules biologiques des interactions moléculaires non covalentes
facilement réversibles.

Ces liaisons sont considérablement affectées de fagons différentes par la présence de
I'eau dans les milieux biologiques

25

2.1.2. L 'eau est polaire, cohésive et solvate les molécules polaires

région
électropositive

région
électronégative

Hydrogen bond
0.177 nm =

)
&

1 Covalent bond )
0.0965 nm =




2.1.3. L ‘environnement aqueux génére 4 types de liaisons (forces) non covalentes
qui sont centrales pour tous les processus biologiques

Q Les liaisons électrostatiques (= ioniques, salines) se forment entre molécules chargées

Loi de Coulomb : E=k.q,q,/Dr 5
E= énergie de liaison q= charge D=constante diélectrique -CHz-cf v NH3-CH,-
r = distance entre les 2 atomes. O- 28 A

énergie de liaison = 1,4 kcal/mole

Q Les liaisons hydrogénes se forment entre molécules polaires (chargées ou non)

_O_H ..... N_ _N_H ..... O_ ) . d I . i
donneur accepteur donneur accepteur energle de lialson =
D «——> 3 a 7 kcal/mole
2,88 A 3,04 A

27
Q Les liaisons de van der Waals dépendent de la distance inter-atomique
panneaadl Il existe des forces répulsives et attractives
$ e . . vdw cov.
2 Ces forces sont faibles : 0,5 a 1 kcal/mole
8 H 1,2 0,3
B i C 2,0 0.8
g — Exemples de rayons de van de Waals (en A) | 15 07
@ 5 A comparés aux rayons de liaison covalente. o) 14 0.7
\ Ces rayons définissent en pratique la
AB distance minimale entre deux atomes.
Distance between centers of atoms B es.l. IG dis.l.qnce de COﬂ'l'OC"' de VGn der‘
Waals.

Q Les liaisons hydrophobes sont principalement dues a la forte affinité de |'eau

pour elle-méme
Les molécules apolaires interagissent entre elles pour laisser le plus de liaisons hydrogéne
possible entre les molécules d ‘eau (penser a deux gouttes d 'huile dans de | ‘eau)
Dans un environnement biologique, les protéines exposent leurs résidus hydrophiles a
I'extérieur et les résidus hydrophobes a | ‘intérieur
Cette regle est pratiquement générale, a I'exception notable des protéines
transmembranaires, et constitue | ‘une des bases principales pour la mise en place de la
structure tri-dimensionnelle des protéines 28




2.1.4. L'eau est légérement ionisée et participe a | ‘équilibre acide-base

Tonisation de | ‘eau

H,0 <= H* + OH- en fait, la réaction est  2H,0 <= OH- + H,0*

proton ion hydroxyle ion hydroxyle ion hydronium

En raison des liaisons hydrogéne,
le proton est trés mobile

H H H
La constante d'équilibre de cette dissociation est donnée par
g - [HIOH]
7 o

La concentration de |'eau étant tres grande (55,5M), elle est peu modifiée par l'ionisation,
on peut simplifier

Kw = [H*]J[OH"]

Kw est le produit ionique de | ‘eau.
Kw = 10-14a 25°C

29

Equilibre acide-base

On définit le pH = -log [H*] = log1/[H"]

Dans les milieux biologiques, il n 'y a pas d 'acide fort ou de base forte
mais des acides et des bases faibles, ¢ 'est a dire qu 'ils ne sont que partiellement ionisés
dans la gamme des pH biologiques

Un acide est un donneur de proton, une base est un accepteur de proton
—p + -

HA <= H +A avec la constante d'équilibre Ka _ (H*)AY)

acide proton Base Ka= "~ 4

conjuguée

On définit le pK = -logKa = log1/Ka

On peut tirer des équations précédentes une relation entre le pH et le pK

IogmI

P

Equation de Henderson-Hasselbalch pH = pKa +

30




2.2. Les éléments de bases des protéines : les acides aminés

2.2.1. Caractéristiques générales

La structure @ COOH = fonction acide carboxylique
commune de Carbone o

(presque) tous les H -@ NH, = fonction amine primaire
acides aminés peut

s'écrire :

R = chadine latérale variable

Le carbone o est asymétrique. Il existe donc deux stéréoisoméres.

Les protéines ne contiennent que des L acides aminés.

La masse de chaque aa dépend de la chaine latérale. La masse moyenne
est d'environ 120 Da.

2.2.2. Etats d'ionisation des acides aminés

En solution aqueuse (=dans tout systéme biologique), les acides aminés sont ionisés.
L'état d'ionisation dépend du pH environnant

COOH COO- COO-
I I I
NH,*- IC -H NH,*- IC -H NH,- IC -H
R R R
_ Forme ionisée .,
Forme ionisée a pH 6 Forme ionisée
apH1 g (Zwitterion) e a pH 12
On peut titrer un acide aminé et déterminer les pK des fonctions carboxylique et amine
12
11+ pK,=9,7
10
9
. 0-6
pPH 77T

6 pH 6.0 ,
@ (8]
AT [/ pK=2,3
31/
21/
v ©-0 .

0.5 1 15  Equivalents OH-




2.2.3. Classification des acides aminés

Il existe 20 acides aminés naturels entrant dans la composition des protéines
On peut répartir les acides aminés selon la nature de leur chdine latérale en 3 classes :

acides aminés apolaires

[« %4

chaine aliphatique : glycine, alanine, valine, leucine, isoleucine,
méthionine, proline
phénylalanine, tryptophane

o

chaine aromatique :

acides aminés polaires
neutres

a fonction alcool : sérine, thréonine, tyrosine

a fonction soufrée : cystéine

a fonction amide : glutamine, asparagine

acides aminés polaires
ionisables

a fonction acide : acide glutamique, acide aspartique

a fonction basique : histidine, lysine, arginine

Acide aminé essentiel = non synthétisé par I'homme

Il existe des codes a trois ou une lettre extrémement utilisés pour les séquences protéiques

glycine, Gly, 6 méthionine, Met, M Cystéine, Cys, C phénylalanine, Phe, F
alanine, Ala, A Proline Pro, P glutamine, 6In Q Tryptophane, Trp, W
valine, Val, V sérine, Ser, S Asparagine, Asn, N histidine, His, H
leucine, Leu, L thréonine, Thr, T acide glutamique, Glu, E lysine, 3I§ys, K
isoleucine, ILieu, I Tyrosine, Tyr, ¥ acide aspartique, Asp, D Arginine, Arg, R
2.2.4. Propriéetés spécifiques
acides aminés apolaires a chaine aliphatique
(|?00 C|300 . {’|JOG (|j:oo- ?00_ ?OO_
H,N—C—H | HN—C—H HoHCa ) et H,N—C—H BN CH
I|I (|315[3 /Cg ?Hz Hu(I‘J—CHE CH,
CH; CH; el CH, CH,
CH; CH, (|3H,-,
CH,;
@M valine leucine isaleucine
Pas de
carbone COO™
0N~ e
Hzfll «(i}H2 Chadine latérale liée a
m la f‘ois: au carbone a
proline
N——

34




2.2.4. Proprietés spécifiques

acides aminés apolaires a chaine aromatique acides aminés polaires neutres a fonction alcool

CO0 COO ?UO ?00 2 COO
+ | + - + 4

H.!I —(lj—H HEN--(::—H HiN—{]]—H HEN—?—H HgN—(lj—H

CH,, ?Hz CH,OH H—(IJ—C}H CH,

C=CH
C
NH Hs
OH

phenylalanin tryptophane GD m @
~NS———— \/

acide aminé polaire neutre a fonction soufrée

COO
NG
CH,
SH
cystéine 35

Trois acides aminés a chaines latérales aromatiques

OO COO Coo Les cycles aromatiques
| + v | contiennent des électrons =«
H.N—C—H H;N—C—H  HN-C—H L .

| | [ délocalisés qui absorbent

CH, CH. ?’Hﬂ fortement dans ['ultraviolet ce
(}=C\H qui permet le dosage des

NH protéines en solution.
OH

phenylalanine

tyrosine tryptophane

Groupe indol

36




. . . . COO COO~ COO
Trois acides aminés - 2ol »
H,N—C—H H;N—C—H H.N—C—H
a fonction alcool | | |
CH,OH I-I—{IJ—GI—I CH.
CHs
OH
sérine thréonine tyrosine

Chacune de ces trois fonctions
alcool peut fixer un groupement
phosphate.

Cest le principe de |Ila
phosphorylation des protéines
qui constitue I'un des modes les
plus fréquents de la régulation
de la fonction d'une protéine

8] R 0 R
MHN\[)LN)\’_(L/‘\ MHN\[)J\N)YA
H
CH, 8] CH, H 8]

tyrosine

OH

37

Cystéines et pont disulfure

Pont disulfure

oxydation chtine

38




2.2.4. Propriétés spécifiques
acides aminés polaires ionisables

acides aminés polaires neutres a fonction acide

a fonction amide Etat d'ionisation a pH 7,0
CO0~ (EDO_ ?00_ ?0(}_
¢ fimed 4 + +
HgN_{lj_H H;N—C—H HSN—(E—H HBN——(I}—H
1
{leg (IJHs {|3H,g (IJHE
C CH, CO0~ C
1N~ Yo é ;H2
AN COO~
H.N O

pKa (R) = 3,9 pKa (R) = 4,1
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2.2.4. Proprietés spécifiques

acides aminés polaires ionisables a fonction basique

Etat d'ionisation a pH 7,0

| + 4
(|JH2 ?Hg ?HZ
—il5] CH, CH,
\ | |

‘| é‘CH CH, ?Hf‘

=N E
=
+1~|IH3 C=NH,
NH Fonction guanidinium
N~—__— N~ __— N~~~

pKa (R) = 6,0 pKa (R) = 10,5 pKa (R) = 12,5
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2.3. La liaison peptidique

2.3.1. La liaison peptidique est le ciment de base de toutes les structures protéiques

La liaison peptidique est une liaison covalente qui se forme par condensation du groupe
a-carboxyle (acide) d'un acide aminé avec le groupe o.-aminé d'un autre acide aminé
et élimination d ‘eau

H o- car'boxyle ,;{ | ,I_|
@ @)\l C COOH —» NH,- CI—C—ITJ-CI-COOH+ H,0O
R H R,
a-amine

liaison peptidique
(liaison amide particuliere)
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2.3.1. La liaison peptidique est le ciment de base de toutes les structures protéiques

La liaison peptidique est une liaison amide particuliére
Elle est un « hybride de résonance » entre deux formes extrémes

B
o— @i

Ca H
e oo
& .- li‘/‘it’______, — N §-—020

e Ca
Premiére forme extréme Seconde forme extréme Forme hybride
La liaison € O est une double liaison  La liaison C O est une simple liaison Les électrons sont partagés
La liaison € N est une simple ligison  La liaison C N est une double liaison entre les atomes O, C et N
L'azote de I'amide posséde L'oxygéne de l'acide posséde et sont distribués sur une
une paire d'électrons non partagés une paire d'électrons non partagés orbitale moléculaire =

qui recouvre les 3 atomes
En conséquence, la liaison peptidique possede trois propriétés fondamentales

Elle est plane Elle est rigide Elle est polaire "




2.3.1. La liaison peptidique est le ciment de base de toutes les structures protéiques

La liaison peptidique présente des dimensions pratiquement fixes

‘ carbone ‘ oxygéene
‘ azote Q hydrogéne

Il existe cependant 3 angles qui peuvent prendre des valeurs variables :q

- Chaine latérale

2.3.2. La liaison peptidique et la nature des résidus amino-acides imposent des structures
spatiales trés particulieres aux chaines polypeptidiques
On définit Q, angle de torsion autour de la liaison C-N. Cet angle ne peut prendre que 2 valeurs

Vers le
C-terminal

Vers le

N-terminal

Vers le
C-terminal

La liaison peptidique prend presque toujours une configuration trans, plus stable
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2.3.2. La liaison peptidique et la nature des résidus amino-acides imposent des structures
spatiales trés particuliéres aux chaines polypeptidiques =~ e

Dans une chdine polypeptidique, il n 'existe
que deux types de liberté de rotation

qui permettent de modifier la conformation
spatiale

Vers l'extrémité
C-terminale

¢ =0°
W = 180°

Vers l'extrémité
C-terminale

Vers l'extrémité
C-terminale

Vers l'extrémité
N-terminale

Vers l'extrémité
N-terminale

Ca

@ = 180°
Wa=0°

La liberté de rotation de | ‘angle ® (phi) autour de la liaison entre le Co et | ‘azote amidique
a5

La liberté de rotation de | ‘angle W (psi) autour de la liaison entre le Ca et le groupe carbonyle

2.3.3. Les chdines polypeptidiques sont constituées d'un nombre variable de résidus
amino-acides et possédent une structure spatiale spécifique

N-terminal -. . a3 P> ™ C-terminal

Par définition une chaine polypeptidique commence par | ‘acide aminé qui a sa fonction amine
libre (extrémité N-terminale, que | ‘on place a gauche) et se termine par | ‘acide aminé

. Y

NB : Par définition on appelle un oligopeptide un enchainement de quelques acides aminés
(de 2 a une dizaine).

« Polypeptide » et « protéine » sont pratiquement équivalents. Cependant on réserve

généralement le terme polypeptide a des structures de moins de 10 kDa.
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2.4. Les structures secondaires

L 'hélice alpha droite est la structure
2.4.1 L 'hélice alpha et les autres hélices secondaire la plus fréauente

EC-O ointent hélice héli.ce

Liaison
hydrogéne

1 tour =
3,6 résidus
5,41 A
Liaison
Hydrogéne
R1->R5

32713 atomes (1-13) forment Vue de
une boucle fermée par

. dessus
une liaison H

2.4 .2 Feuillets béta: 2 types de feuillet béta: anti-paralléle (plus stable) et
paralléle (moins stable).

,km cEN
hoL D :
o S /.

2 1S kN
\.!,J\I.',. i CéinN3)&l""‘

~g— .
ql .
- : 6}
U\l A& -
Y 7 g Gr

feuillet béta paralléle
vu de dessus

feuillet béta anti-paralléle feuillet béta paralléle
vu de cote vu de cote 48




2.4.3 Boucles et coudes
Les boucles et les coudes sont des structures non réguliéres, non répétitives permettant
des connections entre les structures secondaires.
Les coudes ou tours ne possédent que quelques résidus
Une boucle peut atteindre une vingtaine de résidus.

Exemple de coude B (type I)

Contrairement aux structures secondaires
réguliéres, les boucles ont tendance a se
situer vers |'extérieur des protéines et a
engager des liaisons hydrogenes avec

2.4.4. Les angles W et ® caractérisent les structures secondaires

+180°

6raphiques de
Ramachandran

- Hélice du collagéne
[ feuillet B antiparalléle

-~ feuillet B paralléle

Hélice a
gauche

H o

-180°

[

—Hélice 3,,
- Hélice o droite

- Hélice n

Chaine totalement déroulée

0° +180°

2 N




2.4.5. Prédiction de structure et bioinformatique
Ces propriétés spécifiques font que chaque acide aminé préfére un environnement
conformationnel donné. Les nouveaux outils bioinformatiques permettent de faire des prédictions

o B b structure primaire
1 -GHRFTKENVRILESWFAKNI
T T 21-ENPYLDTKGLENLMKNTSLS
41-RIQIKNWVSNRRRKEKTI
N\ N\ 21
A GP 7/ 2 Hélice 2
DN
Q C >
E o Prédiction de structure 3D——p -
! H 1 - BBappaaBpacaaBoaaoBa B - | Hélice 1
o—W LM TC 21-oBBBaBBaBooBoooBfBaB  COOH Lo o 3 N 7 NH,
¥ 2 K 41-aooocoBpoaBBaooooafo ///"]g/
5O
N @ (&) Proposition d'un modéle

N éventuellement associé a
une fonction

Comparaison dans les

banques de données
51

0,5

2.5 La notion de domaine fonctionnel

Au cours de | ‘évolution des structures essentielles pour la réalisation d ‘une fonction
spécifique ont été conservées, méme si les protéines ont divergé.
Exemple : séquences de deux protéines « homéobox » ayant divergé depuis un milliard d ‘années

Wi

Hélice 1 Hélice 2 Hélice 3

drosophilek

Identité : 17 aa conservés sur 60 = 20%

Ces deux protéines conservent cependant

une structure spatiale proche.
Les mutations n ‘ont pas affecté les résidus

importants pour la structure spatiale

La délétion de certain résidus conduit a la
suppression d ‘une boucle qui conduit a son tour
a modifier les propriétés de la protéine

d ‘une espece par rapport a | ‘autre

C 'est la notion de domaine fonctionnel.




2.5. La notion de domaine fonctionnel

Domaine Fab reconnait |'antigéne

« motif » immunoglobulinique

53

2.6. Structures primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire

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

Une structure primaire donnée conduit a une
structure tridimensionnelle donnée

La séquence des acides aminés (structure primaire)
est déterminée par les génes

structure primaire === structure tridimensionnelle

Liaisons
hydrogénes

Résidus
hydrophobes

Résidus
hydrophiles :

Coeur extérieur 54
hydrophobe hydrophile




2.6. Structures primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire

On appelle
Structure secondaire Structure tertiaire Structure quaternaire ...

N .

1

Hélice alpha

_— e P2
p \ ' Iy
coude ¢ € )

& fh' ol

Feuillet béta

.. les motifs structuraux I'organisation interne .. 'organisation complexe
de base : d ‘une protéine monomérique d'une protéine multimérique
hélice alpha, feuillet b&ta,  (ou d ‘une sous-unité) (au moins dimérique) :
tours et coudes 55

2.7. Structure et pathologie.. le mystére de la vache folle !

La modification de la structure d'une protéine particuliéere, le prion, peut lui conférer
un rdle pathologique

j@ )‘W ‘
q Conversion
' 3/ Auto-propageable

Protéine prion normale Protéine prion infectieuse
PrPc « scrapie » PrpPsc

56




3. L 'exemple du transport de I'oxygéne : myoglobine et hémoglobine

3.1. Introduction : place du transport de | ‘oxygéne dans les processus biologiques

3.2. Myoglobine

3.2.1. La myoglobine a une structure compacte et riche en hélice alpha

3.2.2. L'oxygéne est fixé sur la myoglobine grdce a I'héme, un groupement prosthétique
3.2.3. La liaison de I'heme a la myoglobine dépend principalement de deux résidus histidine
3.2.4. La liaison de I'oxygene a la myoglobine suit une courbe hyperbolique

3.3. Hémoglobine

3.3.1. L'hémoglobine est composée de 4 sous-unités de structure proche de celle de la
myoglobine

3.3.2. L'hémoglobine adulte contient 2 chaines alpha et deux chaines béta, identiques deux
a deux. Cette structure confére a la molécule des caractéristiques de protéine allostérique
3.3.3. L'hémoglobine est parfaitement adaptée pour la captation, le transport et la
libération de | ‘oxygene dans les tissus : modulations de | ‘affinité pour O,

3.3.4. L'analyse tridimensionnelle de | 'hémoglobine permet de définir le mécanisme
moléculaire de son fonctionnement

3.3.5. I'hémoglobine sert de modéle pour les protéines allostériques
3.3.6. I'hémoglobine sert de modéle pour | ‘étude des pathologies moléculaires 57

3. L ‘'exemple du transport de I'oxygene : myoglobine et hémoglobine

3.1. Introduction : place du transport de | ‘oxygéne dans les processus biologiques

La création d'énergie disponible pour les processus biologiques est le premier impératif
du vivant.

On extrait 18 fois plus d'énergie a partir du glucose en présence qu 'en absence d'oxygene
Chez les vertébrés deux protéines sont chargées du transport de |'oxygéne :

La myoglobine est une protéine simple et fixe | ‘oxygéne avec une forte affinité
L 'hémoglobine est une protéine complexe et fixe I'oxygéne avec une affinité modulable

Le contexte biologique du transport de I'oxygéne chez | 'homme
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3.2. La myoglobine

3.2.1. La myoglobine a une structure compacte et riche en hélice alpha

Extrémité
C-terminale

Extrémité
N-terminale

Schéma simplifié Modéle en cylindre Modele a haute résolution

Structure 3D de la myoglobine de cachalot par diffraction X
Protéine de 153 résidus, de forme globulaire (« sphérique ») de 45x35x25 A.

59

3.2.2. L'oxygéne est fixé sur la myoglobine grdce a I'héme, un groupement prosthétique

méthyle

B4 O

Cycle pyrrole

Unité de base

groupement prosthétique =
molécule non peptidique
nécessaire a la fonction
apoprotéine = protéine
dépourvue de groupement
prosthétique

propionate

HEME = protoporphirine IX +fer

Cette molécule est plane et polaire




3.2.2. L 'oxygéne est fixé sur la myoglobine grace a I'héme, un groupement prosthétique

Le fer joue un rdle majeur dans cette fixation

Le fer est sous forme ferreuse Fe?* (ferromyoglobine) et dispose de 6 liaisons de coordination

L'oxydation du fer en forme ferrique Fe3* (ferrimyoglobine) rend la molécule inactive

Dans le cas de | 'hémoglobine ces formes s'appellent respectivement ferrohémoglobine (Fe?*)
et ferrihémoglobine ou methémoglobine (Fe3*)

A B

" His F8
Edge view proximale

His F8
proximale

Histidine Plane of
residue  porphyrin
ring system

La fixation d'oxygene déplace I'atome de fer par
rapport au plan de I'héme 61

3.2.3. La liaison de | ‘'heme a la myoglobine dépend principalement de deux résidus histidine

f}gH

Modéle a haute résolution ||
C—N
H

Noyau imidazole




3.2.3. La liaison de | 'heme a la myoglobine dépend principalement de deux résidus histidine

Le monoxyde de carbone CO se lie au fer de fagon compétitive avec I'O, avec une affinité
beaucoup plus forte

\% \C\\
His
e g '.}c/ £
HC— ~N
H H
0
l A ‘fo
i [
e [ ST o FREE E— Fr =
1 l N
N N e
He” cH H{”:/ \(I%H s HGT e
A N—¢ F8 N—C
A ! B c

L 'histidine distale limite la fixation du CO

Sur | 'héme isolée (hors de la protéine), le CO a une affinité 25 000 fois plus forte que
| ‘oxygeéne.
L ‘encombrement stérique du a | 'histidine distale E7 réduit cette différence a 200 fois.
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3.2.4. La liaison de | ‘oxygene a la myoglobine suit une courbe hyperbolique
Elle traduit la trés haute affinité de la myoglobine pour I'oxygéne
tissus oumons

la myoglobine n'est pas
adaptée pour le transport
et la libération de
I'oxygéne dans les tissus

Saturation (Y)
o
ol

0,0 L ] . . . .

0 20 40 60 80 100
Pression partielle en oxygéne, pO, (en torr) 64

1 torr = 1mm Hg 1 torr = 0,13 kPa




3.3. Hémoglobine

3.3.1. L'hémoglobine est composée de 4 sous-unités de structure proche de celle de la
myoglobine

TEITOTATTST [T IS OTT 7 T77-

140

Myoglobine Chaine 8 de I'hémoglobine
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3.3.2. L'hémoglobine adulte contient 2 chaines alpha et deux chaines béta, identiques deux a
deux. Cette structure confére a la molécule des caractéristiques de protéine allostérique

protéine allostérique = protéine,
comportant généralement plusieurs
sous-unités, possédant plusieurs sites
de liaisons pour un/des ligands et telle
que la liaison d'un ligand sur un site
modifie la liaison des autres ligands

L ‘évolution de la myoglobine vers I'hémoglobine
confere a cette derniére des propriétés
remarquables :

- coopérativité de la liaison de O,

- possibilité de modulation physiologique de la
Molécule d ‘'hémoglobine avec 2 chaines alpha fixation de l'oxygéne : pH, CO2, BPG...

et deux chdines béta maintenues par des

interactions non covalentes. Chaque chaine

posséde un héme et un site de liaison de I'O,

NB : on note I'hémoglobine adulte HbA o,f,. Il existe de nombreuses autres chaines
possibles pour I'hémoglobine, comme par exemple I'hémoglobine foetale HbF oy,




3.3.3. L'hémoglobine est parfaitement adaptée pour la captation, le transport et la

libération de | ‘oxygéne dans les tissus :

1,07

Saturation (Y)

0,0

L'affinité de Hb pour 02 est plus faible que celle

tissus

| ‘effet coopératif
oumons

ligand

On peut quantifier I'effet
coopératif grdce a I'équation de
Hill. Cette équation exprime la
relation entre la quantité de

lié (ou saturation, Y) en

fonction de la quantité totale de
biemndle cas de | ‘hémoglobine, le

40

Pression partielle en oxygene, pO, (en torr)
1 torr = 1mm Hg 1 torr = 0,13 kPa

0 20

de Mb et modulable
Cette courbe traduit un effet coopératif.

ligand est O,
Cette équation s'écrit :
log 1.y = nlog pO,- nlog Ps,
n est le nombre de Hill
T T Myoglobine
p— n=10
80 100 Ot \
> '\
ie) Hémoglobine
n=28

log (pO,)

3.3.3. L'hémoglobine est parfaitement adaptée pour la captation, le transport et la

libération de | ‘oxygene dans les tissus :

1.0

Saturation (Y)

0,5+

pH 7,6
A\

H* libere O,

e

0

20 40 €0 80
Pression de O, (pO, en torrs)

Lungs

Poumons, pH 7,4, pO2 100 torrs
Muscles, pH 7,4, pO2 20 torrs:
Muscles, pH 7,2, pO2 20 torrs:
Muscles, pH 7,2, pO2 20 torrs, pCO2 40 torrs

modulations de I'affinité pour O,

Effet BOHR

Other tissues

66% capacité libérée
77% capacité libérée
90% capacité libérée




3.3.3. L'hémoglobine est parfaitement adaptée pour la captation, le transport et la
libération de | ‘oxygéne dans les tissus : modulations de | ‘affinité pour O,

Hb purifiée
1,0
Fsgns BPG

Le DPG (= BPG: bis phosphoglycérate) est un
intermédiaire de la glycolyse, libéré dans les tissus

périphériques et présent dans les hématies a la
méme_concentration-gue I'Hb (2 -mM)

Avec BPG En absence de BPG, I'hémoglobine perd ses
e propriétés de coopérativité. ..

Saturation (Y)
(=)
5]
L

Hb dans les hématies

Globules rouges

feetaux \

1 1 | !

0 20 40 510 80 100
Pression de Oz (p0O:z en torrs)

™ Globules rouges
P50=20 ; maternels

supérieure a celle de I'hémoglobine maternelle
(HbA =a,B,).

Saturation (V)

O, passe de
I'oxyhémoglobine
maternelle a la
désoxyhémoglobine foetale

Cette différence d'affinité HbF>HbA est liée a
la plus faible affinité de la chaine y de HbF pour
le DPG combarée a la chaine B de HbA

Pression de O, (pOs)

3.3.4. L'analyse tridimensionnelle de I'hémoglobine permet de définir le mécanisme
moléculaire de son fonctionnement

3.3.4.1. Lors de l'oxygénation, I'atome de fer se déplace vers le plan de I'héme

89
FGI

85
Ce mouvement est transmis a ['histidine
proximale et a I'ensemble de la chdine
polypeptidique par déplacement de proche
en proche

—— En | 'absence d 'O,

His B7 ey 83
FG5 = F4

——  Apres fixation de O,




3.3.4.2. Les déplacements générés sur une sous-unité sont transmis a une sous-unité associée

Les interactions entre
chdines adjacentes sont
principalement réalisées
par des ponts salins
entre résidus chargés.

Contact o, B,

Modeéle a basse résolution indiquant les zones de contact o
71

3.3.4.2.Les déplacements générés sur une sous-unité sont transmis a une sous-unité associée

La résultante globale est un mouvement du dimére al1f1 par rapport a a2f2

72




3.3.4.4. La comparaison des structures de | 'oxyHb et de la desoxyHb indiquent | ‘existence
de deux états moléculaires distincts.

Etat relaché R Etat tendu T

Le 2,3 DPG bloque | ‘hémoglobine en position T en se fixant dans | ‘espace libre
entre les 4 sous-unités. C ‘est pourquoi il interfére avec la coopérativite.

3.3.5. | 'hémoglobine sert de modeéle pour les protéines allostériques
Il existe deux modéles pour la « transition » allostérique de I'hémoglobine

Considérons pour simplifier deux états de I'hémoglobine

Etat tendu T Etat relaché R

la « transition » allostérique peut suivre deux voies :
Modéle du tout ou rien ou modéle symétrique

N R Rozo2 RO, 0,0, O,
RREER RBER RBNo. R QO O,

Modéle séquentiel
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Sans BPG

|
100

Pression de Oz (p0O:z: en torrs)

30

40

20

(A) uoneines
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3.3.6. | 'hémoglobine sert de modeéle pour | ‘étude des pathologies moléculaires

L ‘exemple de la drépanocytose (anémie drépanocytaire, Sickle cells anemia)

sy 5
|
|
e
I
I

Demny A
[ 1
|
--+4
I
|




3.3.6. | 'hémoglobine sert de modéle pour | ‘étude des pathologies moléculaires

L'exemple de la drépanocytose (anémie drépanocytaire, Sickle cells anemia)

Passage dans la microcirculation. )
Oxy HbS libére son oxygene et se .'
transforme en desoxyHbS. Cette Oxy Hbs
transformation est associée a un N o,
changement conformationnel qui . .

favorise la formation d'une poche
hydrophobe

desoxI

Deux exemples
de situations pathologiques:

CcO :
blocage du site actif de I'Hb

Drépanocytose:
Pas d'atteinte du site actif

e ( Hématie falciforme
Polymére de 77

desoxy HbS
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4. L 'exemple de la reconnaissance du soi : les immunoglobulines

4.1. Les immunoglobulines : un vaste répertoire de protéines capables de reconnaissance
spécifique

4.2. De trés nombreuses protéines participent a la défense contre les agressions

4.3. Les immunoglobulines ont toutes la méme structure de base

4.4. Le motif de base, « immunoglobulinique » est principalement formé de feuillets béta

4.5. Les immunoglobulines comportent deux parties fonctionnelles distinctes

4.6. La spécificité de liaison dépend de la variabilité de composition de la séquence sur un
trés petit nombre de site des régions variables des chaines lourdes et légéres

79

4.1. Les immunoglobulines : un vaste répertoire de protéines capables de reconnaissance
spécifique

Production d ‘anticorps

100

Seconde injection

de I'antigéne A de I'antigéne A Premiére injection
de I'antigéne B

T

0] 10 20 30 40 50 60 temps (jours)

10 [PPremiere]injection

Réponse AC relative (log)

Toute molécule étrangére sera reconnue par un anticorps, une immunoglobuline.

L'immunoglobuline pré-existe a | ‘antigéne. L'organisme a produit un répertoire permettant

de reconnaitre plus de 108 molécules différentes
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4.2. De trés nombreuses protéines participent a la défense contre les agressions

Récepteur des Ciasse | Classe I
lules T
cellules MHC

81
4.3. Les immunoglobulines ont toutes la méme structure de base
Vi ViL
Exemple de I'IgG
N
Vi (AT i) VH
\ s s _J-’/
) c c
Deux chaines lourdes (H) H1 Y
Deux chdines légeres (L) Chaine H (446 résidus) = 50 kDa
reliées entre elles par des N Chaine L (214 résidus) = 25 kDa
ponts disulfure inter- C 5 \ ¢ Ig 6 = 150 kDa
L caténaires | H ] H2

Chaque type de chaine (H et L)
D ‘autres ponts disulfure contient une partie de
intra-cateénaires composition constante (C) et

I C. A= >
| stabilisent la structure | H3 ¢ H3 une partie variable (V)

Ces domaines présentent entre
eux une tres forte homologie
structurale




4.4. Le motif de base, « immunoglobulinique » est principalement formé de feuillets béta

4.5. Les immunoglobulines comportent deux parties fonctionnelles distinctes

Le clivage par la papaine libére deux fragments Fab et un fragment Fc
Les fragments Fab présentent la capacité de lier les antigenes

Le fragment Fc présente des fonctions « effectrices » (complément, etc...)

\ Anﬁgéry
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4.6. La specificité de liaison dépend de la variabilité de composition de la séquence sur un
trés petit nombre de sites des régions variables des chaines lourdes et Iégéres

CDRI

CDR3

domaine constant domaine variable
(chaine légére) (chaine légére) 85

4.6. La spécificité de liaison dépend de la variabilité de composition de la séquence sur un
trés petit nombre de sites des régions variables des chaines lourdes et Iégéres

La reconnaissance antigéne-anticorps dépend d'un petit nombre de liaisons non covalentes

Chaine L
région variable
Vi

Chaine H
région variable

Vi >
5 A

Liaison d'un dérivé de la vitamine K a son AC spécifique
86




5. L ‘'exemple des protéines motrices : actine, myosine et les autres...

5.1. Corréler les structures anatomique et histologique a la composition biochimique

5.1.1 La structure d'un sarcomére en microscopie électronique montre |'existence
de filaments fins et épais
5.1.2 Les filaments fins sont principalement composés d ‘actine. Les filaments épais

sont principalement composés de myosine
5.1.3 Un modéle simple permet de corréler les données anatomique et biochimique

5.2. Comprendre le mécanisme de transformation d'énergie chimique en énergie mécanique
5.2.1 Les filaments d ‘actine (microfilaments) sont composés de polyméres d'actine globulaire
5.2.2 La myosine est une protéine complexe de trés grande taille
5.2.3 La « téte » de la myosine (S1) est responsable de |'activité motrice
5.2.4 L'interaction de la myosine (S1) avec I'actine est réversible et dépend de la

fixation de | 'ATP et de | ‘activité ATPase

5.3. Etudier un exemple de régulation de l'activité des protéines par leur environnement
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5. L ‘'exemple des protéines motrices : actine, myosine et les autres

Myofibrils

Cisternae of
sarcoplasmic reticulum

muscle

Sarcoplasmic reticulum

Transvarse tubules
(sarcolemmal invagination)

Openings into
transverse ftubules

Corréler la structure anatomique a la composition biochimique

Comprendre le mécanisme de transformation d ‘énergie chimique en énergie mécanique

Etudier un exemple de régulation de | ‘activité des protéines par leur environnement

88




5.1. Corréler les structures anatomique et histologique a la composition biochimique

5.1.1 La structure d ‘un sarcomere en microscopie électronique montre | ‘existence
de filaments fins et épais

Myofibrille au repos
< Bande I > Bande A Bande I

A
v
A

4

épais /fins + épais

5.1. Corréler les structures anatomique et histologique a la composition biochimique

5.1.2. Les filaments fins sont principalement composés d'actine.
Les filaments épais sont principalement composés de myosine

Un filament d'actine est un polymeére Les molécules de myosine sont regroupées en
constitué de sous unités (monomére) faisceaux desquels émergent des « ponts »

90




5.1. Corréler les structures anatomique et histologique a la composition biochimique

5.1.3 Un modele simple permet de corréler les données anatomique et biochimique

Siasment Les filaments fins d'actine
« coulissent » sur les filaments épais

de myosine

Les lignes (disques) Z sont
principalement composés d'une protéine
particuliere la myomésine

Dans le muscle, de trés nombreuses
unités (sarcomeres) sont juxtaposées

Relaxed

91
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5.2. Comprendre le mécanisme de transformation d 'énergie chimique en énergie mécanique

5.2.1. Les filaments d ‘actine (microfilaments) sont composés de polyméres d ‘actine globulaire

Le monomére d'actine, actine 6 (43 kDa)
présente une polarité qui permet la
formation du polymere

Le monomere d ‘actine est composé de
deux domaines.

Chaque domaine présente plusieurs types
de structures secondaires

hélices alpha

feuillets béta

coudes et boucles

Chaque monomere contient une
molécule d 'ATP et un ion Ca?*.




5.2.2. La myosine musculaire est une protéine complexe de trés grande taille

N-terminal
chadines

2 hélices o y
f legeres
;ﬂ’

Super-enroulées

70

5.2.2. La myosine est une protéine complexe de trés grande taille

La myosine (520 kDa) est une protéine polymérique composée de deux chaines lourdes
(220 kDa) et de deux paires de chdines légéres (20 kDa chacune)

La digestion enzymatique de la myosine génére des fragments qui permettent | ‘étude de
sa structure et de ses fonctions

La méromyosine légére isolée est capable
de former des filaments mais ne se
combine pas a | ‘actine

La méromyosine lourde isolée est capable
de se lier a | ‘actine, d 'hydrolyser | 'ATP,
mais pas de former des filaments

papain

La méromyosine lourde est clivée en deux
fragments par la papaine S2 et S1 ou téte
de la myosine
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5.2.3. La « téte » de la myosine (S1) est responsable de | ‘activité motrice

La myosine est une ATPase qui catalyse la

réaction qui produit de | ‘énergie : sifs do o

a l'actine

ATP + H,0 ' ADP + Pi + H*

L 'hydrolyse de | ‘ATP entraine un
changement conformationnel
(bras de levier)

Chaines
legeres

.y e RIC 95

5.2.4. L 'interaction de la myosine (S1) avec | ‘actine est réversible et dépend de la
fixation de | 'ATP et de | ‘activité ATPase

Le mouvement de bras de levier de la téte de la myosine peut €tre transmis au filament d ‘actine

téte de la myosine

filament d 'actine
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5.2.5. La coordination de | ‘hydrolyse de | ‘ATP, du changement conformationnel et de la
fixation a | ‘actine permet le mouvement : le cycle actine-myosine est une superbe mécanique

o filament d'actine

extrémité {
moins

\ Extrémité
) plus

téte de myosine

ATTACHEE

GENERATRICE

filament épais 'DE FORCE

de myosine

Hydrolyse
de | 'ATP
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5.3. Etudier un exemple de régulation de | ‘activité des protéines par leur environnement

Comment contrdler la contraction musculaire ?

Il existe un complexe de protéines régulatrices : la troponine et la tropomyosine
fixé sur les filaments d ‘actine : notion d'édifice macromoléculaire

la troponine est une protéine sensible aux ions Ca?* . Elle change de conformation en présence
de Ca?* et la tropomyosine est déplacée.

Troponine Ce déplacement permet la fixation de la myosine
A P P Y

B
J Myosine

Actine Tropomyosine

C = calcium binding T = tropomyosin binding I = inhibitory

. . a1 . . 98
La contraction musculaire est donc sous le contrdle direct de la concentration en ions Ca?*




5.3. Etudier un exemple de régulation de | ‘activité des protéines par leur environnement
La mécanique moléculaire de la contraction musculaire est hautement contrdlée

a | ‘échelle cellulaire Influx , .
nerveusx / Canal Ca?* sensible au voltage
—
*®  Influx
. . ~+
[ o ® de Ca2*
107 o
.‘_..-'. " ¥
/- <4— Sécrétion d'acetylcholine

Membrane plasmique

. SR N :: -
4 E ;E z z
. g . = ,
—— actine
f-- Tubule T +g ) ‘ 7 myosine
B ) + - T Protéines
i protéine sensible | régulatrices
] au voltage R - e s o)
A Y REL—Te & - ¢ '
A ] . ¢ ]
;. ™ ) @ r i
‘%@ Canal Ca?*7 H @ ] ‘ ’ o’ 4
iy, ® o0 _ Yoo ¢ o v 4
\._-\_.\s - ) . ! -.‘i‘&%ﬁﬁgﬂ
e Ca?* ATPase g
e T T I A R A e T AT
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Myocyte

6. Un exemple de protéine membranaire, le récepteur nicotinique de
I'acétylcholine

6.1. C'est une protéine intégrale de la membrane plasmique

6.2. C'est un canal cationique régulé
6.3 C'est une protéine pentamérique
6.4 C'est la structure du pore qui détermine la sélectivité ionique

6.5. Ce canal ionique est aussi un récepteur: il lie spécifiquement un
neuromédiateur, |'acétylcholine

6.6. La fixation de deux molécules d'acétylcholine induit |'ouverture du pore
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6. Un exemple de protéine membranaire: le récepteur nicotinique de I'acétylcholine

6.1. C'est une protéine intégrale de la membrane plasmique

c'est-a-dire une protéine immergée dans la
bicouche lipidique et entrant largement en
interaction avec les chaines hydrocarbonées et
hydrophobes des lipides.

entrée du pore

Extracellular

C'est une protéine transmembranaire
comprenant 3 domaines

1 domaine extracellulaire,

1 domaine intramembranaire

1 domaine cytoplasmique (intracellulaire).

sortie du pore
filtre de sélectivité
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6.2. Cest un canal cationique régulé C'est une protéine contenant un pore
réalisant un pont aqueux entre les faces
e intfra- et extra-cellulaires de la

A Pore Site de liaison
de I’acétylcholine

membrane plasmique.
C'est une protéine-canal ou plus
simplement un canal.

Le pore laisse passer les molécules
d'eau et certains ions. On parle de
canal ionique.

Le récepteur de |'acétylcholine est
sélectif pour les cations,

Na+, Ca++ et K+.

C'est un canal cationique.

Le pore peut exister dans au moins
deux conformations,

une conformation fermée

une conformation ouverte
Le passage d'une conformation a
Structure tridimensionnelle du récepteur nicotinique | l'autre est sous le contrdle de la
fixation d'un ligand, I'acétylchdlihe,
sur un site spécifique




6.3 C'est une protéine pentamérique

Le récepteur nicotinique est constitué de 5 sous-unités
(monoméres) dont deux sont identiques (sous-unités o)

218 1~ 18
€—2p, Y, 326

.

Les cing sous-unités présentent une organisation générale
commune;

Chaque sous-unité contient 4 hélices (ou segments)
transmembranaires. Ces hélices ne sont pas des hélices
a;

Le récepteur nicotinique contient donc au total 20 hélices

“fransmembranaires.

Les 20 hélices constituent la région transmembranaire qui
forme le pore a travers la double couche de lipides

> Les régions des hélices qui sont en contact avec les
chaines lipidiques sont riches en résidus hydrophobes.

> Les régions des hélices qui constituent la paroi

du pore sont hydrophiles.

U

6.4 C'est la structure du pore qui détermine la sélectivité ionique

Deux paramétres controlent la sélectivité pour

les cations:

> Le diametre du pore dans sa partie la
plus  étroite
sélectivité » :

> Les 5 hélices M2 qui forment la paroi
interne du pore contiennent des acides

« filtre de
9-10 Angstroms

entrée du pore

Extracellular

aminés dont les chaines latérales portent P e eSOy

des charges
repoussent les anions et permettent au

négatives: ces charges sortie du pore

filtre de sélectivité

contraire le passage des cations. Il y a
trois anneaux de charges négatives.
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6.5. Ce canal ionique est aussi un
récepteur: il lie spécifiquement un
neuromédiateur, |'acétylcholine

o

Yoz W14g Y190
C1g2

Il porte deux sites de
liaison, un sur chaque
ité a

Chaque site est situé sur la face interne de
I'entrée du pore et constitue une sorte de
poche ou vient se fixer la molécule

L'acétylcholine est libérée par la
terminaison du motoneurone dans la

fente synaptique

6.6. La fixation de deux molécules d’acétylcholine induit I'ouverture du pore

La fixation de 2 molécules
d’acétylcholine sur les 2 sites de
liaison induit un changement

i conformationnel de la protéine qui se
G traduit par une ouverture du pore &
la fois au niveau de la région
M” transmembranaire et au niveau du
domaine cytoplasmique (sortie du
pore).

Synapyic cleft

L'ouverture du pore dans le

domaine intra-membranaire est le
résultat d’'une rotation des hélices
M2 qui forment la paroi interne du

pore. Chaque hélice a la forme d’'un
fermé ouvert coude.
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Conclusions:

Le récepteur nicotinique de I'acétylcholine assure 3 fonctions:

1. La réception d'un signal spécifique porté par la molécule d'acétylcholine

2. Le transport passif et sélectif de cations a travers la membrane de la

cellule

3. La régulation de ce transport par [I'acétylcholine a travers un

changement conformationnel

Chacune de ces fonctions est assurée par des régions précises et
limitées au sein du récepteur-canal.

Les mécanismes élémentaires responsables de ces trois fonctions se
retrouvent dans de trés nombreuses autres protéines membranaires.
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Une pathologie humaine touchant le récepteur nicotinique,

Une maladie neuromusculaire

- Se traduit sur le plan clinique
par une fatigabilité musculaire

-Production d'auto-anticorps
anti-récepteur nicotinique
(maladie auto-immune)

-Blocage et internalisation des
récepteurs

- Diminution de la transmission
neuromusculaire

la myasthénie

Blocage du récepteur par des auto-anticorps

motoneurone motoneurone

R_cepteurs 5 .
hicotiniques
q 9 L *,
w

R_cepteurs nicotiniques
internalis_s et d_grad_s
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