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SV-D-2-4 Acides aminés et protéines

e
OBJECTIFS D’APPRENTISSAGE

Les acides alpha-aminés possedent une fonction acide carboxylique, une fonction
amine et un radical de nature variable, reliés a un méme carbone alpha. Leur état
d'ionisation dépend du pH de la solution.

Les protéines sont des polyméres d'acides aminés. La liaison peptidique unit deux
acides aminés selon une géomeétrie qui conditionne les structures d’ordre supérieur.

Les propriétés physico-chimiques de la liaison peptidique et des radicaux des acides
aminés permettent aux protéines d’acquérir une structure tridimensionnelle
secondaire, tertiaire et quaternaire.

La structure d’une protéine peut étre étudiée par des méthodes physico-chimiques.

La fonction d’une protéine dépend de son affinité et de sa spécificité pour un ligand
au niveau d’un site d’interaction. L’affinité et la spécificité d’un site d’interaction
sont liées a sa structure tridimensionnelle et a la nature des acides aminés

constitutifs.

La séquence en acides aminés et la structure tridimensionnelle des protéines
peuvent leur conférer des propriétés mécaniques.

Les macromolécules protéiques sont des structures dynamiques du fait de la labilité
des interactions faibles, ce qui participe a leur fonction.

La coopérativité est permise par les changements conformationnels des protéines
(allostérie).

Certaines protéines peuvent subir des modifications

(glycosylation, phosphorylation).

post-traductionnelles

Les connaissances sur 'affinité et la spécificité des interactions protéine-ligand ont
permis de mettre au point des techniques de purification et d’en d’évaluer
Pefficacité. D’autres approches expérimentales permettent de déterminer la
localisation et la fonction d’une protéine.

- Regrouper les acides aminés selon leur radical et leurs principales propriétés associées

- Interpréter un profil d’hydropathie

- Réaliser une électrophorése de protéines en conditions natives

- Exploiter les résultats d’'une électrophoreése en conditions natives ou dénaturantes.

- Regrouper les acides aminés selon leur radical et leurs principales propriétés associées.

- Interpréter un profil d’hydropathie

- Réaliser une électrophoreése de protéines en conditions natives

- Exploiter les résultats d’'une électrophoreése en conditions natives ou dénaturantes.

- lllustrer les notions d’affinité et de spécificité sur un exemple.

- Relier la structure fibrillaire de certaines protéines vues par ailleurs dans le programme
(protéines du cytosquelette, collagene) a leurs propriétés mécaniques

- Analyser des résultats expérimentaux utilisant des techniques d'extraction et de purification de
protéines comme la chromatographie d'affinité.

- Analyser des données expérimentales sur les interactions entre une protéine et un ligand.

- Exploiter des données de modélisation moléculaire.

- Analyser et interpréter des résultats expérimentaux utilisant les techniques de western blot ou
d’immunomarquage, de mutagenése et de transgenése.
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INTRODUCTION Part des protides datj‘s une cellule

(% masse de matiére séche)

. L, Protides
Acides aminés —
Peptides et Protéines Bacterie >0
Mammifére 60

Ou les trouve-t-on ?

Poissons et
viandes %
(muscles) %

CEuf (blanc)
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SV-D-2-4 Acides aminés et protéines

I.  Les protéines: des polymeéres d’ acides a-aminés
associés par une liaison peptidique

A.

© N & U K~ W N

Les acides a-aminés précurseurs des protéines
Deux fonctions
Chiralité et isomeres
Nomenclature
Un carbone central portant un radical variable
Une charge dépendant du pH
Propriétés physiques des AA
Réactivité chimique des AA

Réaction de formation des liaisons peptidiques

II. Des polymeéres séquencés d’acides a-aminés ;
notion de structure primaire

A.
B.

Définition de la séquence primaire

Un ordre déterminé génétiquement

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Iv.

Structure tridimensionnelle des protéines

A.

B
C.
D

La structure secondaire
La structure tertiaire
La structure quaternaire

Des modifications post-traductionnelles
conditionnent la conformation et les propriétés des
protéines

Les protéines : des polyméres a conformation
dynamique essentielle a leur fonctionnement

A.

La conformation des protéines peut participer aux
propriétés mécaniques des cellules et de leur
environnement

Les protéines participent aux échanges de matieres
entre la cellule et son environnement et entre
compartiments cellulaires

Les protéines participent a la communication et a la
transduction cellulaire

Les enzymes sont des protéines catalysant les
réactions du vivant



Acide aminé ou amino-acide (n.m.) :
e , o . )
l. Les protéines : des polyméres d’acides Molécule quaternaire = constituée de C,H, O, N (£9) ;

. - . - . e . Acide carboxylique portant une fonction amine.
aminés associés par une liaison peptidique
A.LES ACIDES «AMINES : PRECURSEURS DES PROTEINES

= On distingue 3 catégories d’acides aminés (AA), selon la position de la fonction amine :

Nom Fonction Diversité Role
amine
Acide a- -NH, sur le C, > 200 * Constitutifs des peptides et protéines
aminé * Précurseurs de biomolécules
* Intermédiaires du métabolisme
Acide B- -NH, sur le C; I pB-Alanine :
aminé * Constituant de dipeptides antioxydant (muscle, cerveau)
* Précurseur de provitamine B5
Acide y- -NH, sur le Cv | GABA (acide y-aminobutyrique) : neurotransmetteur
amineé inhibiteur
Acide a-aminé Acide B-aminé Acide y-aminé

)
O
HoN \)J\ Q C
2 C T on H N/CB\)'I\ I_lzN\/‘{)J\OH
a 2 H
c & o c, C
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I. Les protéines : des polymeres d’acides aminés associés par une liaison peptidique

A.LES ACIDES a«AMINES : PRECURSEURS DES PROTEINES

Chaine latérale = E&
Tous les acides a-aminés ont une structure Radical

commune.

Le carbone alpha (C,) est relié a : H\
» | groupe acide carboxylique N—C
» | groupe H/ | a
» | chaine latérale (radical) variable H
» | atome d’hydrogene Groupe Groupe acide
amine carboxylique
primaire

La chaine latérale (le radical) caractérise 'AA et
lui confere ses propriétés particulieres.

. . geges . Structure générale d’un acide aminé
—> 20 acides a-aminés différents dans les protéines s

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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I
A.LES ACIDES a«AMINES : PRECURSEURS DES PROTEINES

C, = carbone asymétrique (*).
Exception :la Glycine ou R = -H

Pour tous les acides a-aminés (sauf la
Glycine) 2 énantiomeres au niveau du C
> Formes D et L

Dans les protéines, uniquement AA de la
forme L.
-> acides L-aminés

'énantiomérie a des conséquences
importantes :

» Enzymologie : Les enzymes reconnaissent

spécifiquement soit la forme D soit la forme L.

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Méthode pour déterminer 'énantiomérie d’un AA

Modele 3D Représentation de
de I’Alanine Cram
de I'Alanine

COOH
HoNm—C*=H
A

Convention
Dans la projection de Fischer quand :
- le groupe carboxyle (-COOH) est en haut, vers
I'arriere
- le radical est en bas
* Si-NH, est a droite = forme D (dextro- = droite)
 Si-NH, est 2 gauche 2 forme L (iévo- = gauche)

7
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A.LES ACIDES a«AMINES : PRECURSEURS DES PROTEINES v

AA protéinogenes
= Parmi les acides a-aminés, 22 AA sont constitutifs des protéines (22)

- AA protéinogénes* AA standards
‘ : (20)
Parmi eux, 20 AA sont codés par le code génétique AA essentiels

- AA standards* 9)
(les 2 autres sont rares : sélénocystéine et pyrrolysine)

lE» Parmi eux, quelques AA (9 chez 'Homme) sont
nécessairement fournis par I'alimentation
- AA essentiels* Chaine latérale =
Radical

“ On les classe selon les propriétés de leur chaine latérale

" cf. partie Il
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]
A.LES ACIDES cAMINES : PRECURSEURS DES

PROTEINES

= 20 AA protéinogenes symbolisés par un code a | ou 3
lettres &

= Classés en fonction de leur « hydropathie » | {5}
Acide glutamique |[Glu| E Leucine Leu| L
Acide aspartique |[Asp| D Lysine Lys | K
Alanine Ala| A Méthionine Met | M
Arginine Arg| R Phénylalanine Phe| F
Asparagine Asn| N Proline Pro| P
Cystéine Cys| C Sérine Ser| S
Glutamine GlIn| Q Thréonine Thr{ T
Glycine Gly | G Tryptophane Trp | W
Histidine His | H Tyrosine Tyr| Y
Isoleucine lle | | Valine Val | V

Liste des 20 acides a-aminés et leurs abréviations

6 11 I
£ S
R drgr
2 0. b
c
—_2-
Hyd'r'o e I |
-philie M Z T P R S A A A

Il v L FCMAGT SWY PHEIQIDNINIKR
c-aminoacides

L’échelle d’hydrophobicité des radicaux des acides acides a-aminés seion kyte & Doolite

Cas a part
i Sérine Thréonine Asparagine Glutamine
. (S, Ser} (T, Thr) (N, Asn) (Q, Gin)
@ Gy = =
< HN=C=H HN=C=H [ HN-C=H ‘HN-C-H
Coor
| CHZ0H CHOH CHz CHg
*HaN=C=H | 1 |
1 CH3 ’{;\\ CHa
H HaN o !
SR
HaN o
Hydroxyl- Amido-
Acide glutamique Acide aspartique Lysine Arginine Histidine
(€, Glu) (D, Asp) (K, Lys) (R, Arg) (H, His)
*ng-a:!:—H *thl—r.’_l:—H *|-|3N-|;I:—H 'H;,N—tit—H 'H;,N—(;,-H
CH3 CHz CHg CHg CHy
| 1 | [ I
CHo coo CHz CHy C - NH
| I | ” ™ eH
coo- CHa CHy r
I J C-N*
CHs NH H H
1 (R
HaN * C = NHy
Négativement "I‘Hz Positivement
Méthionine Cystéine Tryptophane Phénylalanine Tyrosine
(M, Met) (C, Cys) (W, Trp) (F, Phe) (Y, Tyr)
'1'300' 'f°° coo coo coo
1 1 [
THH=C=H *HaN=C=H "H3N—(I'.—H "HgN-(i:—H ‘HgN—(?—H
?Hz ?Hz CHa CHy CHy
CHy 5H (I; =CH
|
? \NH
CHg OH
Contenant du soufre Aromatiques
Alanine Valine Leucine Isoleucine Proline
(A, Ala) (v, Val) (L, Leu) (1, e} (P, Pro)
?DD' ?OO‘ ?OO' ?DO' ?OD'
‘H3N+fi'-"'|'| aﬂgﬂﬂ?uu oHauL,-l_:+H ‘HSN“"-I-"‘“H /HN*.;I;FH
CH3 CH CHz HC-CHy  HaC CHz
A0 ! | Ny
CHy CHg /CH\ ?Hz
Aliphatiques CHy  CHy CHs

Représentation des 20 acides a-amine::;s




Non chargé

Hydroxyl (-OH)

Sérine Thréonine
(S, Ser) (T, Thr)
?00' coo"

]
*HaN=C=H  *H.N=C —
3N Y H3N ? H
CHZ0H CHOH

|
CH3

Amide (-N-C=0-)

Asparagine Glutamine
(N, Asn) (Q, Gin)
tI:OO' (elo o)
I
THN=C=H| |THeN=C=H
CHZ CHz
! |
/C\\ CHy
H2N (o] I
/C\\
HN O
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Polaire
Chargé
Charge -
Acide aspartique Acide glutamique
(D, Asp) (E, Glu)
coo" C|:OO"
|
THN=C=H (= =H
CHap CHy
I I
coo" <l:H2
coo
Charge +
Lysine Arginine Histidine
(K, Lys)@ R Arg)  (H His) @
COO" C':OO‘
l |
'H3N—(':-H H3N-(i':—H ‘Hsn-c':-u
CHy CHy CHy
[ I I
CHy CHy C-NH
I I I N
CHy CH2 Y 4
| I -N
CHy NH HH
! [
HaN * C=NH
I
NH2

Classification des AA en fonction des propriétés de leurs chaines latérales
G AA essentiels (Homme adulte)

Aliphatique
Alanine Valine Gl|
(A, Ala) (v, val) hH
coo" coo I
+ - ' “
H3aN—-C - H3N-<|: =H |
CH3 0
/ \ h
CH3z CHa I
I
Leucine Isoleucine
|
L, Le I, lle !
(L, Leu) 1)@
?OO' ?OO‘ I
‘HN=C=H [HN=C=H I
CHy HC -CHj I !
| |
CH\ CHy |
rd ' !
CH3 CHj3 CH3 0 :
1
____________ g
Glycine Proline
(G, Gly) (P, Pro)
COoO" ?OO'
"H3N-(':-H HN-(':—H
[
H HaC CHa

Nl

Apolaire

Aromatique

Phénylalanine Tryptophane :,
EPI@ T @ |

coo- coor !

. I 1 N

“3"'?-" 'HaN“i"" N

CHz CH2 ll

C= !

cn |'

NH

Tyrosme !

4§ Tyr) !

!

!

’H3N-c|— !

CHy !

!

!

N

N

—_, . _ ______ al
Cas

particuliers

Méthionine |
(M, Met)
COoO"
- I
HaN=C = H
CH2
I
CH2
!
s

i
CH3

Cystéine
(C, Cys)
co0o"

A I
H3N-(|:-H
CHy
|
SH



D, Amino Acids with Hydrobhobic Side Chain

.f-.il.nnlne 'I.I'?:Ir‘lﬂ I:E;I::ur_mr_- Leu_clne me:hmnme FF::nylalanlnn Tyrosine Tryptophan
-Jn:l:-a I I“ Il o LR B 21l m el o 1Tyl 0 LTrpl @
A.LES ACIDES aAMINES : PRECURSEURS N . i h
DES PROTEINES b Mo o .
‘%I{a:\‘_ﬂ %’ D G NH‘
D M-le a4
0 “"|_| '*:NHj LT
#%1 7] ——
n , . S Ay
Chaines latérales des AA apolaires \
hydrophobes mais a des niveaux
variables GLUCDSE
» Met,Trp, Pro partiellement
polaires

Parties

Acides aminés apolaires
transmembranaires

» alintérieur des protéines solubles

Intracellular

> dans les parties transmembranaires (*% n NH;’ odele de | SRR
T A ’ odele de la permease au
des protéines enchassées dans la glucose (transport facilité)

membrane.
Longueurs et formes des chaines latérales

Glissiére a leucine 20006GRI000RY st saane

: ¢ (Leu en rouge) s EE faime ey [T
variables : A o
» Ala,Val, Leu = petites chaines latérales > "o sncuea 1)
structure compacte riepete ‘
v' Ex :Glissiére a Leucine (Leu zipper) dans m "R Eg - 2 S
certains facteurs de transcription Constituants ' - (15:20 nm)
= Phe,Tyr, Trp = chaines latérales moléculaires d’une
" %ﬂ?&@g%@}ﬁmzﬁ‘m‘écw res volumineuses jonction adhérente |

g
dimére de cadhérines



B, Amine Acids with Polar Ulncharged Side Chams

Serine Threonine Asparaging Glutamine
-!5-‘.'9 (Thr] o s m -!ﬁln'r@
= AW AR] gialn |'.I'.l ] Fia XN
= Chaines latérales polaires non chargées impliquées o
d d | . H ol ; pila KmE - ol B il %00
ans des liaisons H NH, NH, NH, NH,
> au sein des protéines HO
> entre protéines et autres molécules o
v" Ex :interaction entre lysozyme et son substrat OH £ o
a2
NH,

= Fonctions amine de Asn réactive et cible de

glycosylation
» N-Glycosylation dans RER et Golgi sur —
radical Asn Insulin b receptor

PIP,

COO0000C orott'ﬁ\o‘ooooo!ota m
N
[

-oota OOO0000000LO0LOOOO00OQOOOOO0000
) PDKI
- (PIPs-dependent
protein kinase)

* Fonction hydroxyle de Ser et Tyr réactive et cible
de phosphorylation
> Phosphorylation de maturation dans le

Golgi
» Phosphorylation d’activation (ou &g Prosphoiosiice
) 3-kinase

d’inhibition) dans une cascade de > 0
réaction @ ¢ )
ATP ADP ®r

Le récepteur a linsuline, a activité P
BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE tyrosine kinase

.ﬂrrl\mtpd Alet



I1l. LES CELLULES : DES SYSTEMES THERMODYNAMIQUES OUVERTS TRAVERSES cf SV-C-1 slide

PAR DES FLUX .

A.DES FLUX DE MATIERE

2. Les principales étapes du processus sécrétoire et la coopération inter compartiments

| {ob

I Glycosylation : n.f. ajout de sucres sur une protéine par liaison covalente

“ Role des glycosylations :

= Types de glycosylation:
YP 8Ty cosy » Structuration méme des protéines

> N-glycosylation = sur Asn

» O-glycosylation = sur Ser,Thr ) L . o
» Protection vis a vis du milieu extérieur :

Ex : protéines sécrétées dans l’intestin par la CAP >

N-LINKED GLYCOSYLATION O-LINKED GLYCOSYLATION . - |
Protection contre [’action des protéases
_proteinbackbone . protein backbone .
| |
e . » Reconnaissance
| reonine .
(|:=0 Asparagine L& Ex : groupes sanguins
NH Ex : ZP3 de la zone pellucide dont les oses sont
HO:EC N reconnus par un récepteur du spermatozoide
H : .
N-acetylglucosamine N-acetylgalactosamine
OH H
o A 7 » Adressage
| H NHCocH, el H  NHCOCH;, Ex : étiquette de Mannose-6-P des protéines
oligosaccnaride ) . N
/ l side chain adressees au lysosome dans la voie endomembranaire

remainder of
oligosaccharide side chain

BCPST | - ENCPB - S. DALAINE



A Amine Acds with Electrically Charged Side Chavns

Pasibve Megative
: .fl;'rrg;nlne .'ﬂ'.f;"dm !ﬂr:::ne : riiglamc Acid l E‘rIE;EaMK Acid
0 @ LK ® [EJ
Ny i B B0 a1
o O
= AA polaires dont la chaine latérale e e
ionisable :
» acides faibles > Asp et Glu e
~ bases faibles > Lys,Arg, His HN sl ke
#NH, i
Lysine
= Radicaux chargés souvent engagés dans des 0
liaisons ioniques... Interactions i
> au sein des protéines eélectrostatiques A
» entre protéines et autres macromolécules comme les
acides nucléiques . \
v' Ex :interactions entre histones riches en lysine (+) et ADN (-) <8 Cf SV-F "_"I;:_:' o rlr:l
i K|
Rem : Glu est responsable de la saveur umami (de umai-, Hhﬂb I "o
« délicieux », et -mi « godt ») tres employée dans la cuisine H:.“
japonaise. 0= 4

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Acide glutamique




(E)H O C. Speaal Cases
HoN : C(y:te-ne IS;Lenoqrsteme Egllwlne E‘r'?lme
OH @ ™0 G, Q
NH> pratan
= Cystéine (Cys) - formation de ponts disulfures : Hydroxylysine (Hyl) 4 o
> au sein d’'une méme protéine — ex : insuline NH,
> entre sous-unités protéiques - ex : immunoglobulines
OH 3
= Glycine (Gly) : Hydroxyproline
» le plus petit des AA - localisation a I'intérieur des (Hyp)
protéines; dans les coudes PRSP A, o O
» n’a pas de C* 2 | seule stéréoisomeére Collagéne (hélice)
Pro e
= Proline (Pro) cyclique Gly

—> coudes dans les protéines

) Tropocollagéne(triple

00000 C (‘%)(ﬁ hélice)
) AA atypiques’ Hyp et HYI’ sont nhj;y'o\\c asn) cys
abondants dans le collagene ) “-" o ii
» Liaisons H (via Hyl) qui i 2 EEEEEEE
. . Ay, _
stabilisent la fibrille Fibrille

» Liaisons osidiques Linsuline et ses ponts disulfures
Réle de Gly, Pro, Hyl et Hyp dar

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE la structure du collagéne 5



Dans la cellule (pH neutre), les AA libres
sont ionisés > zwitterion* (~neutre)

Les AA sont amphotéres (acide et
base)

Notion de pHi = point isoélectrique
: valeur de pH pour laquelle 'AA est

globalement neutre.
—> Au pHi 'AA atteint le minimum de
solubilité, de viscosité, de liaisons avec des
électrolytes, de répulsion électrostatique
minimum

Certains AA possedent en plus, sur
leur chaine latérale, un groupement

ionisable = effet sur pHi (cf TP
Biomol)

H R
+| | ,0°
H—N — — C : ?UOP ) G ..'”'. A r
\\ HalN'*= CH HaN*=CH HoN=Ci
I I O Chy CHg CHa
-4 M )
H H b |
12 - PK2 /
Acide aminé sous 10 | ,‘IL, o
. . - P 7~
rme zwitterion <
forme zwitterio pHg_ V /
6 -
4 : pK1 ,/
’ rS
2 '/),/—_J
T T T T L
0 0.5 1 15 2 2.5

cation

*H,N — CH — COOH
[
R

Titrage de l'alanine

zZwitterion

== (*H,N — CH — C00
+H* 1
R

[R-COOH] = [R-COO"]

[R-NH,*] = [R-COO]

Equivalents of OH

anion

—-H*
H,N — CH — C00
+H* |

R

[R-NH;*T = [R-NH,]



* Déviation de la lumiére polarisée

» Les énantiomeres L et D dévient differemment
la lumiere polarisée
- Application : dosage des AA au polarimétre

™\

L-Alanine \ D-Alanine
mirror

* Absorption des UV

» Tous les AA absorbent la lumiere pour A < 230
nm

» Les AA aromatiques (Tyr, Phe, Trp) absorbent la
lumiere pour A = 250-280 nm

- Application : dosage par spectrophotométrie

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

3

énantiomeres
Cellule
d'échantillon
(& analyser) -
Polarisateur [ il
{ \“l o
Source i | :
lumineuse S |
i Lumiere
Il polarisée

Lumigre

non-polarisée Dextrogyre

Plan de polarisation

iy
"||\||F’ W

Normalised Absorption

1.0

0.8 1

0.6+

0.4 4

0.2+

0.0

Rotation du plan de polariss-
tion dun angle o

Phenylalanine
—— Tryptophan

Tyrosine

2210 | 2éO | 2é0

3(|)0 320
Wavelength [nm]



Co0" COy

& ¢ i - oo N NH N NH
{‘é} h Pa - ” ,._‘,t _; r 4
J g VI8

= Certains AA portent, sur leur chaine
latérale, des groupes fonctionnels réactifs :

» Groupe acide carboxylique
V" Estérification
v" Décarboxylation

ex : histidine
S H
» Groupe amine primaire e N—C—COOH
v' ex:désamination Thr ,!! Phosphorylation
Tvr I (~P-estérification)
y OH

» Groupe hydroxyle
v phosphorylation Phosphorylation

V" Estérification
Cystéine Cystéine
» Groupe sulfhydryle HOOC e Hs’\(COOH

v ex :oxydation - ponts disulfures NH, NH,

» Noyau imidazol = échangeur de protons

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Oxydation et ponts disulfures

CHZ"'C{* p—— CHEHCHE
|
— +\\1H3 — +NH
Histidine Histamine
Décarboxylation
R R 1|z
|
acide aminé :
2 H - H,O acide
: & o-cétonique
1/20,
H
HN— % —COOH Désamination des AA en lien
R avec le jeline (catabolisme)
|
7
PO,
Cystine
, B s’s\)\COOH
Oxydation

NH,

Pont disulfure



I —
B.REACTION DE FORMATION DES LIAISONS PEPTIDIQUES

? ?
H:N'—CH-C—0 + H;N' ~CH-C—0r

= Une liaison amide, dite liaison peptidique, R, R:
peut se former entre : Acide aminé 1 Acide aminé 2
» l'acide carboxylique d’'un AA
» L'amine primaire d’un autre AA
= Plusieurs AA peuvent ainsi s’associer en ? '?2 9
polymeres +/- longs : H3N*—a$H - C—I}l —=CH—-C—-0-
~ Oligopeptide (< 10 AA) R, H
/" Dipeptide (2 AA) Résidu | | Résidu 2
V" Tripeptide (3 AA)
7 Peptide (4-10AA) Liaison peptidique

» Polypeptide (10-50 AA)
> Protéine (> 50 AA)

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE



I —
B.REACTION DE FORMATION DES LIAISONS PEPTIDIQUES

« R4 0
HO R, HHO R
AR e el d L L
________ | N == mNTL 2O = NG = NG
{?} HNCCI;ICCJNCC"‘\/H 0 2 | |
R] H H O R3 O R] H H O R3 H H O
. Oty
Le peptidyl ARNt est fixé ﬁg};r:oacyl-
) ’ . Y a I'extrémité C-terminal
- C eSt Ia reaCtlon de Synthese des ge ?axcr:::é:polsgr:;?i‘éiiwe La molécule d’ARNt
’e en croissance se libére de sa liaison
protéines (>10 AA) pepiicyle
» pendant laTRADUCTION ) e
. . ne nouvelle molecule
» au niveau des ribosomes ’ de peptidyl ARNt se fixe
\ N , . a I'extrémité C-terminale
» tres colteuse en énergie (ATP) de la chaine polypeptidique

Am.[rm-ﬂﬂy:‘

= Mais in vivo, il n’y a pas de m J' synthetase

’
libération d’eau, la réaction __C + SPECIFIC
tRNA

passe par la formation d'un ARNt

. . Activated sming acid
« active »
—> Réaction en 2 phases, dans le s
ribosome
111
AGD
Charged IRMA

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 20



Cf slide 43 de SV-C-2

Pas un organite !
Deux sous-unités

Acide aminé

Protéines + ARN(r)
Lieu de la traduction protéique

N2

Protéine en cours de synthese

Liaison peptidique

Grande sous-unité
(acide ribonucléique)

ARNt

Sens de la traduction

::}\3,

ARNmMm Se®-

Petite sous-unité
(acide ribonucléique)

Le ribosome, téte de lecture, acteur de la traduction est composé d’acides ribonucléiques

21
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2.

3.

La liaison peptidique est covalente
—> Similaire a une double liaison du fait de la
délocalisation des électrons par résonance

Elle est plane et rigide.

» Mais possibilité de rotations au niveau :
v des C,
V" des chaines latérales (R)
v" > Conséquences structurales
importantes

Configuration trans (Z) favorisée
—> Structure en zig-zag

La liaison peptidique est orientée (C > N)

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Formes limites Forme moyenne

- - 0 B
||C|)) I(IJ: :|
-~ 1
P e s s
% i <
| | L

Délocalisation des électrons par résonance: liaison peptidique
rigide et plane

AA, AA ., AA..,
1
H
@ /‘f’
) Angles de Li
. / e il iaison Cone2

\peptldlqu

Plans

Rigidité et rotations de la liaison peptidique



Liaison peptidique avec
délocalisation des e- par

résonance
Condensation R
H g ? H ' //O LN Hlp% ¢C‘,L—~(/// +HO
\ ~ — o
Nl vt N-LEETNICA,,
Nk Son W7 , LI H Ry W B
A
Hydrolyse
AA.l AA2 Liaison peptidique plane

L’établissement de la liaison peptidique: une réaction de condensation (in vitro)

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 23



SV-D-2-4 Acides aminés et protéines

L. Les protéines: des polymeres d’ acides a-aminés
associés par une liaison peptidique

A Les acides a-aminés précurseurs des protéines
|. Deux fonctions

Chiralité et isomeres

Nomenclature

Un carbone central portant un radical variable
Une charge dépendant du pH

Propriétés physiques des AA

Réactivité chimique des AA

© N & U K~ W N

Réaction de formation des liaisons peptidiques

Il. Des polymeéres séquencés d’acides a-aminés ;
notion de structure primaire

A.  Définition de la séquence primaire

B. Un ordre déterminé génétiquement

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

lll. Structure tridimensionnelle des protéines

A.

B
C.
D

La structure secondaire
La structure tertiaire
La structure quaternaire

Des modifications post-traductionnelles
conditionnent la conformation et les propriétés des
protéines

IV. Les protéines : des polymeéres a conformation
dynamique essentielle a leur fonctionnement

A.

La conformation des protéines peut participer aux
propriétés mécaniques des cellules et de leur
environnement

Les protéines participent aux échanges de matieres
entre la cellule et son environnement et entre
compartiments cellulaires

Les protéines participent a la communication et a la
transduction cellulaire

Les enzymes sont des protéines catalysant les
réactions du vivant

24



o | Part des protides dans Protides
INTRODUCTION Protides une cellule -
(% masse de matiere | Bactérie 50
Acides aminés seche) | Mammifere 60
Peptides et Protéines
Structure ? Fonctions?
Ou les s
Coronavirus ¢ ¢ ? tructure
Sars-cov2 rouve-t-on : Réserve
Catalyse (enzyme)
Poissons et — _ Transport
viandes e o Mouvement
(muscles) % o 4 Régulation
Signalisation
CEuf (blanc) Défense

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 25



I
1. DES POLYMERES SEQUENCES D’ACIDES AMINES ; NOTION DE STRUCTURE PRIMAIRE

A. SEQUENCE D’ACIDES a AMINES

" Protéines et peptides sont des polymeres d’acides aminés liés par des liaisons peptidiques

= La liaison peptidique est plane, rigide et orientée

0 0
Il I
HN'-CH-C-0-  + HiN'<CH-C 0 Ao A Al
R, R, - @
Acide aminé 1 Acide aminé 2 (€ J
(1)) Angles de Lidison
MR e \, rotation () i i'samz
HsN* = CH— C—N = CH-C- 0
R, f H

Résidu | | Résidu 2 Plans

Liaison peptidique
Formation d’une liaison peptidique

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Géométrie de la liaison peptidique



I
1. DES POLYMERES SEQUENCES D’ACIDES AMINES ; NOTION DE STRUCTURE PRIMAIRE

A. SEQUENCE D’ACIDES a AMINES

Séquence (n.f.) : ordre d’'assemblage des différents
monomeres (nucléotides, acides aminés).

C’est la séquence linéaire des

AA M FDARLWM.. L DA L @@

Grande diversité de séquences
possibles avec 20 AA

Séquence spécifique de chaque
protéine

La chaine polypeptidique est
orientée : N-terminal > C-
terminal

4 )

Extrémité N- Extrémité C-

On représente les chaines ) .
d’AA avec N-ter a gauche terminale terminale
: ’ N-ter) (C-ter)

C-ter  droite. (—
\ J

N-ter C-ter

27
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Ou se situe
Pextrémité C-
terminale de ce
peptide ?
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Ou se situe
Pextremite C-
terminale de ce

Liaison peptidique




I
1. DES POLYMERES SEQUENCES D’ACIDES AMINES ; NOTION DE STRUCTURE PRIMAIRE

A. SEQUENCE D’ACIDES a AMINES

= Certaines portions de la séquence protéique sont particulierement importantes :

» Séquence de fonction : indispensable au fonctionnement de la protéine
» Séquence spécifique : caractéristique de I'espece
» Séquence signal : adressage, rétention, fixation

Site de contact Translocator
memhbranaire

Membrane mitochondriale externe
Membrane mitochondriale interne

CYTOSOL

Peptide signal ﬁquslﬂﬂ
<

MATRICE

Précurseur \ & &
protéique Récepteur ]
protéique Protéine
/\ mature
Peptide signal clivé
Importation des protéines par la mitechondrie Biologie Molécwlaire de la Cellule 30
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I
1. DES POLYMERES SEQUENCES D’ACIDES AMINES ; NOTION DE STRUCTURE PRIMAIRE

A. SEQUENCE D’ACIDES a AMINES Protein

Méthode classique pour
séquencer les protéines :
dégradation d’Edman

= 1955 : Premier séquengage de protéine reéalisé

l Release

par Frederick Sanger a partir de I'insuline > pre-® 1. Marquage par PITC de I'AA

en N-ter de la protéine
-1 Labeling 2. Clivage de 'AA marqué

PTH—@ PTcO @SOS 9®® 3. |dentification de 'AA par

méthode chimique |

Frederick Sanger

chromatographie (HPLC:
' Rel
PEI.X .Nnglsge l l =8 Chromatographie en phase
chimie (1958) ::E -0 SBOO@S®®  iguide 2 Haute Performance)
(5 by HPLC ! |

PITCD) Next cycle of
PITC reaction

!

PTH—@)

= D’autres techniques sont ensuite apparues : |
» Méthode physique — ex : dégradation d’Edman PTH-AA
analysis
by HPLC

* Aujourd’hui, on séquence tres peu les protéines
—> séquengage de ’ADN ou ARN puis « traduction » en AA

g 1 h’i’l\‘:il:““"f’”i"“ e e

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE Séquenceur protéique3|



I
1. DES POLYMERES SEQUENCES D’ACIDES AMINES ; NOTION DE STRUCTURE PRIMAIRE

GENETIQUEMENT

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

GR normal 1 N-ter 4 GR falciforme
2 2
* Hémoglobine (Hb) : protéine de transport B 3
d’O, dans le sang 4 4
= Assemblage de 4 chaines polypeptidiques : 2 c 5
chaines a (144 AA) + 2 chaines (146 AA) 6 6
- 10 um
» Changement d’un nucléotide = changement . | ‘
d’un AA {3 Drépanocytose
» G@Graves conséquences fonctionnelles {eb
Geniegen 2 similaires mm différentes ?
Ouvrir banque de séquences g‘
Comparaisona||é|eSHb *E**.*#.F#tt*t#tt_‘*tl*t*tl#*ttt*t*tl%
(drépanocytose) (] 5 10 15 20 25 30 3 3
Charger séquences | : | §
[IHBB A  ATGGTGCACCTGACTCCTIGAG AGﬂAGiTCTiGC{ZEE'“\g
equence du gene [[JHBB S AATGGTGCACCTGACTCC ﬁGAAGiTCT?GCC;G"E
: VIHBB A ARN AAUGGUGCACCUGACUCCUGAGEAGAAGUCUGCCGL g
Séquence de 'ARNm VIHBB S ARN EﬁUGGUGEAC:CUGiACUECCU UGHAGAAGUCUGCCGL
: X [ JHBB AARN PRO  |A|Met Val His Leu Thr ProfGlu [Glu Lys Ser Ala V::
.@ Sequence de la proteéine =55 ¢ ApNPRO  [a]Met Val His Leu Thr Profval folulLys ser Ala v:}




]
1. DES POLYMERES SEQUENCES D’ACIDES AMINES ; NOTION DE STRUCTURE PRIMAIRE {o3

B. UN ORDRE DETERMINE GENETIQUEMENT
INV/E S
/ & / .&"/ - ‘
= Séquence d’une protéine déterminée par la séquence = & synthése de
. I'’ARNm dans
du gene correspondant le o ) ;
- Transmission de I'information génétique de ' /A
’ADN a la protéine
* Une modification de la séquence du gene (mutation) a = _
. . . .. — = CYTOPLASME
des consequences variables sur la sequence proteique : ~-:1-.-;a;__—_-_':;'s--
» Aucun changement ARNie
» Remplacement d’un AA par un autre ) sortie de I'ARNm
> Ajout/perte dAA par un pore nucléaire Ribosome

—> Conséquences fonctionnelles trés variables

ex : HbA, HbS €) Synthese de
la protéine selon
I'information @
Rem :Toute l'information contenue dans un géne n’est pas retrouvée transportée ®

par I'’ARNm

. . s , e o OL
dans la protéine (introns, 5’ et 3*-UTR...) Acides ahine

Polypeptide

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 33
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CAGCAGATAGAA
Brin matrice (non codant)- - - 1—I—I—I—I—I—I—I—I—I—I—I— =mm

: ADN
GT CGGT CTATCT T
Transcription (via ARN polymérase et
autres complexes enzymatiques)
GuUCGuUuUCUAUCUWU

Codon |, Codon 2 Codon 3 Codon 4

‘ ‘ | ‘ - cter  Chaine polypeptidique

N-ter -~
AA2 AA3 AA4

Traduction (via ribosomes,ARNt et
autres complexes enzymatiques)

Une protéine est un polypeptide séquencé, dont 'ordre des A.A. est déterminé par la séquence en codons de
ARNm, transcrit du brin matrice de ’ADN bicaténaire

Peptide: <10 aa
Polypeptide: 10 < < 50 aa

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE Protéine: > 50 aa 35




5 B
Il. Des polymeéres séquencés d’acides aminés ; notion de structure primaire

B. UN ORDRE DETERMINE GENETIQUEMENT

Isoformes : n.f. protéines ayant la méme fonction
mais des séquences légerement différentes

3. Cas limites

La relation entre géne et protéine ne se . Allele A
g P Geéne éProtéine XA

résume pas a « | géne = | protéine » Alleles d’un

gene Ge :L::— 6" ine XB
ene roteine
» Alléles d’'un méme géne - protéines Alléle B

de séquences + différentes
v Ex:HbA et HbS 4 _
Gene XI —(___)Protéine XI

Famille multigénique - isof, . )
Ejl'.nl e multigenique I?O orfmes Famille Gene X2 Protéine X2
: opsines des cellules photoréceptrices de multigénique

y (cone) Gene X Protéine X3

Ex : globines humaines alpha, béta, gamma,
zéta, delta, epsilon
ARNmM
—’. Protéine |

» Epissage alternatif = protéines tres ,
Epissage &/

différentes aternatf  C \ _
N N —’( ) Protéine 3

NV

Un gene peut donner plusieurs protéines, mais une protéine

donnée ne provient que d’un gene
36



SV-D-2-4 Acides aminés et protéines

L. Les protéines: des polymeres d’ acides a-aminés
associés par une liaison peptidique

A Les acides a-aminés précurseurs des protéines
|. Deux fonctions

Chiralité et isomeres

Nomenclature

Un carbone central portant un radical variable
Une charge dépendant du pH

Propriétés physiques des AA

Réactivité chimique des AA

© N & U K~ W N

Réaction de formation des liaisons peptidiques

II. Des polymeéres séquencés d’acides a-aminés ;
notion de structure primaire

A Définition de la séquence primaire

B. Un ordre déterminé génétiquement

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Ill.  Structure tridimensionnelle des protéines

A.

B
C.
D

La structure secondaire
La structure tertiaire
La structure quaternaire

Des modifications post-traductionnelles
conditionnent la conformation et les propriétés des
protéines

La conformation des protéines dépend des
conditions physico-chimiques de I’environnement

IV. Les protéines : des polyméres a conformation
dynamique essentielle a leur fonctionnement

A.

La conformation des protéines peut participer aux
propriétés mécaniques des cellules et de leur
environnement

Les protéines participent aux échanges de matieres
entre la cellule et son environnement et entre
compartiments cellulaires

Les protéines participent a la communication et a la
transduction cellulaire

Les enzymes sont des protéines catalysant les
réactions du vivant

37



I1l. STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE DES PROTEINES

* La cristallographie aux rayons X : méthode d’étude de la structure 3D des
protéines

Rayons

-.-l
L]
"
L}
L]

= Analyse cristallographique des protéines : mise en

évidence de structures répetitives
Faisceau de rayons X

—> notion de structure secondaire I | ?
Structure secondaire : repliement de la M”'“”'\

cristallisées
chaine d’AA en structures répétitives,
étirées et stabilisées par des liaisons H

it T Film
= Elle découle du caractére plan de la liaison I O,
. . . A o -'l,. L \ . " -_._.: ". .':_..-
peptidique > C_ joue le réle de charniére SR ik G LT
“l“\.““\“-‘ ."' . .
= Seules quelques conformations possibles (stables) : = BTt o
» heélices, _'Q‘\.\:-\\*_.:::
» feuillets plissés, iy i SRR

» coudes

BEPSTI ENCPE - STEPHANIE DALAINE Principe de la cristallographie au rayons X et exemple de résultat 3s



Amide plang

Side group

Amide plane

Figure 8-4 The torsional degrees of freedom in a peptide unit.
The only reasonably free movements are rotations about the
C,—N bond (&) and the C,—C bond (). The torsion angles are

both 180° in the conformation shown and increase, as is indicated,

in a clockwise manner when viewed from C,. [Tllustration, Irving
Geis. Image from the Irving Geis Collection, Howard Hughes
Medical Institute. Reprinted with permission. | .'Q,see Kinemage
Exercise 3-1

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Figure 8-6 Steric interference beiween adjacent residues, The
collision between a carbonyl oxvgen and the following amide
hydrogen prevents the conformation ¢ = —60°, i = 30°.
[[Hustration, Irving Geis. Image from the Irving Geis Collection,
Howard Hughes Medical Institute. Reprinted with permission. |
&), See Kinemage Exercise 3-1.

= Liaison peptidique plane (plan amide) — pas de rotation possible

= Seules certaines liaisons peuvent subir une rotation:

>
>

entre NTal et Ca, noté ¢ (phi)
entre Ca et le CTal noté Y (Psi)

Analyse des différentes valeurs de ¢ et  : diagramme de
Ramachandran.

rotation des liaisons C-C et N-C va déterminer les
mouvements de la chaine

V" rotation contrainte par |'encombrement stérique : les
radicaux limitent le nombre d'angles possibles au
niveau de ces liaisons

v deux conformations privilégiées : I'hélice alpha et le
feuillet béta.
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e

_\Vilayanur S. Ramachandran

y (deg)

=180 —90 L&) 90 180 = =
" _1g0 IR T I S T
Figure 8-9 The Ramachandran diagram n@miﬂue& ina —180 —80 0 S0 180
polypeptide chain. “Normally allowed™ regions are shaded in & (deg)

blue
Figure 8-F The Ramachandran diagram. It shows the sterically

allowed & and i angles for polf-T-alaning and was calculated
using the van der Waals distances in Table 8-1. Regions of
“normally allowed™ ¢ and r angles are shaded in blue, whereas

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE 40



180 N, . Les zones
¢ s '-‘e"'. s ® o v -t. t
e e i .:"i‘;': o e:ergeblﬁuemen
+ N Tt ) avorables sont
120 & R Feuillet .
- représentées par des
contours colores
60
‘p - .s.o.-'
0 A
il WY 0
. 2 N Hélice a P
- 120
T & 3,6 résidus /pas = g 7
el H) 180 4= - -
‘* (N A 480 120 60 0 60 120
Yer—N ¢

)
\
'l
<

Diagramme de Ramachandran d’une protéine
(chaque aa est représenté par un point; les croix

Hélice alpha correspondent a la glycine)

Feuille béta

Hélice alpha résulte de la succession d'angles ¢ de -57° et
d'angles  de -47°.

Feuillet béta constitué de plusieurs brins (paralleles vs anti
paralleles)

> résultat de la succession d'angles ¢ de -145° et

d'angles Y de + |45°

» Cette hélice est droitiere;

V' C'est a dire que si vous la saisissiez dans votre main droite,
elle tournerait dans le sens de vos doigts en montant dans

la direction du pouce (comme la double hélice de FADN).

» La distance entre chaque brin est de 0,7 nm.

Liaisons H sont entre brin et non au sein d’un brin
contrairement a I’hélice alpha.

L'hélice alpha s'éleve de 0,15 nm par résidu et de 0,54nm a

chaque tour. Elle compte 3,6 résidus par tour.

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE 41



I1l. STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE DES PROTEINES
A.STRUCTURE SECONDAIRE

Structure d’une
hélice alpha

Hélice dextre

= Heélice dextre

= Liaisons H intra-chaines entre -
NH du résidu n et -C=0 du
residu n+4

= Chaines latérales de ’AA vers 4 »
L Résidu n+4 —
'extérieur _
Pas de vis : e
0,54 nm | S
= Riche en AA apolaires,avec 3,6 résidus Liaison H __ A
chaines latérales courtes Intra-chaine )
> (Ex:Gly,Ala) ! |
. " el = "-j\
Exemple de I’.alpha- Représentations simpliﬁées
kératine, faite Residu n d’hélices alpha

exclusivement d’hélices
alpha

. 42
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I1l. STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE DES PROTEINES

A.STRUCTURE SECONDAIRE
@cC Liaisons H

2. Feuillets béta OH  inter-chaine
@O
Feuillets plissés faits de plusieurs eN ) _
brins béta, orientés (N-ter = R Exemple :la fibroine de la soie (vers
a soie), riche en feuillets beta
C-ter) : &

> paralleles
» antiparalléles
0,7 nm
Liaisons H inter-chaines entre -
C=0 d’un résidu d’une chaine et
-NH d’un résidu d’une autre
chaine

Chaine R alternativement au-
dessus et au-dessous du feuillets

Riches en AA apolaires

(aromatiques et aliphatiques) ~ \
Ex : Phe, Trp, Tyr / lle,Val) Feuillet antiparallele Feuillet parallele Feuilles antiparallele
BCPSTI- ENCPB - STEPHANIE DALAINE 43




0,54 nm

Structure d’une hélice

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Encombrement stérique limitant
la rotation ¢ et

Radical en
périphérie

~ Structure d’un

\5\feuiuet B

Cter Nter

Représentations simplifiées feuillet B anti parallele feuillet § paralléle

Les structures secondaires des protéines : hélice a et feuillet 5

© Georges Dolisi
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I1l. STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE DES PROTEINES i

A.STRUCTURE SECONDAIRE

Les boucles ou coudes servent de

jonction entre les hélices et les feuillets
» stabilisé par des liaisons H
» 2 a4 résidus entre les 2 AA de la liaison
H
> Riches en Pro et Gly

Formation de superstructures secondaires :

combinaisons de structures I, reliées par des
régions non structurées (mobiles et flexibles)

Motif : n.m. arrangement 3D d’au moins 2 structures
Il ayant une signification fonctionnelle ou faisant
partie d’'un domaine protéique

Domaine : n.m. sous-partie d’une protéine porteuse
d’une fonction particuliére, capable d’adopter sa
structure de facon autonome du reste de la protéine
—> module autonome et indépendant

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

CH
\

C

|

H—N =0
|
C =0t} H—N

(::H Liaison HH(::

N—H O=cC

0
AN
C:O NQ\H
/

Le Coude B, un exemple de coude

{e}

Exemples de motifs

Motif « Doigt de
zinc »

Domaine
« Tonneau
beta »

Exemples d’une protéine a plusieurs
domaines : la protéine Src

SH3

Kinase (petit)

Feuillet beta

Région non
structurée

Hélice alpha

ATP En marron :
noms des
domaines

SH2 reconnait

- Tyr phosphorylée
et SH3 des

§ peptides riches

en Pro

Kinase (large) 45
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I1l. STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE DES PROTEINES

A.STRUCTURE SECONDAIRE

=
52
e ]ﬁ 2f
&
= Prédiction d’hélices alpha par étude du §
profil d’hydropathie des protéines ==
Hydro- 8 —2r
» Profil d’hydropathie (ou d’hydrophobicité) Ph‘“el 2 , , 1 :
= Représentation du niveau d’hydrophobie 100 200 300 400
des AA le long de la séquence protéique Sequence

v Prédiction de régions hydrophobes e

v Hélices alpha transmembranaires

> Interprétation :si > 20 AA hydrophobes
consécutifs (rappel: 3,6 aa par pas de 0,54 nm
et épaisseur hydrophobe de bicouche: 3 nm)
—> hélices alpha transmembranaires

Intracellular
MH3" GLUCOSE

Profil d’hydrophobicité du transporteur facilité de glucose et
BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE interprétation 46



STRUCTURE SECONDAIRE - BILAN @@

C’est le repliement de la chaine d’AA en structures répétitives, étirées et stabilisées par des liaisons H

Helice a Feuillet

Hélice N
dextre __) Hélice dextre

Liaisons H intra-chaines entre -NH
du résidu n et -C=0 du résidu n+4

Feuillets plissés, paralleles ou antiparalleles

@ecC Liaisons H Liaisons H inter-chaines entre -C=0O d’un résidu

ng inter-chaine d’une chaine et -NH d’un résidu d’'une autre

eN

Chaine R alternativement au-
dessus/dessous du feuillet

Coude B

Chaines R vers
I'extérieur

Résidu n+4 H
R} ? \ JR®
\C’C“-N.—-'C/
AT H
N C=0
\c—o H N/
1 S
R Liaison \C/R4

Nl N

Liaisons H
Intra-chaine

< »
»

o .
~

]

3

paralléles antiparalleles
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B. STRUCTURE TERTIAIRE

= C’est forme 3D de la protéine.

= Stabilisée par :

» Des liaisons faibles (H, ioniques,VDW)

» Des liaisons covalentes : ponts
disulfures entre 2 Cys, solides mais

remodelables :
V" Oxydation = formation
V" Réduction = rupture

* La forme 3D adoptée par la protéine est la plus
stable (~minimum de répulsion avec I'eau)

» AA polaires 2 vers I’extérieur
» AA apolaires 2 vers 'intérieur

* La position spatiale d’'un AA est plus importante

que sa position dans la séquence.

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Liaison
= hydrogene

Effet
hydrophobe

Pont
disulfure

" Liaisons stabilisatrices de

la structure tertiaire

@"' =
i

"“C.\
\ =
" o‘n

AA chargés
AA hydrophobes
autres AA

Localisation des AA dans une protéines selon leurs propriétés



Liaison H entre AA
polaires neutres
Ex: ser, thr; asn, gln

Cter

Pont disulfure (par

oxydation) entre AA

soufrés r

Ex: cys "

Liaison Van der Waals (London)
entre AA apolaires
Ex: ala, phe, leu, iso

: AA apolaires au
Liaison ionique entre AA Nter /\ cceur de la protéine
polaires charges soluble
Ex: asp, glu, his, arg, lys

La conformation tertiaire d’une protéine repose sur des

interactions de faible énergie entre les résidus des AA
BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 49



Grande diversité de tailles et de formes
—> 2 grandes catégories : protéines globulaires et fibreuses

Protéine native = forme fonctionnelle, la plus stable
qui est obtenue par les liaisons faibles/covalentes

porine

5nm
S —

Protéine dénaturée = ayant perdu sa forme native
(rupture des liaisons stabilisatrices)

—> Dénaturation par :
Changements de température
Changements de pH

: . Protéines globulaires
Traitements chimiques

+/- sphériques

. Peu stables
La structure lll est non figée
re . Solubl
- les protéines « vibrent » en obles
permanence ~protéines d’interactions

Ex: Myoglobine, hémoglobine,
laminine, calmoduline, insuline

hémoglobine
calmoduline
myoglobine insuline
t"
collagéne

Protéines fibreuses
Longues chaines
Stables
Insolubles
~ protéines de structure

Ex: collagéne, kératine, spectrine






I
B.STRUCTURE TERTIAIRE

* Ribonucléase = enzyme qui hydrolyse les ARN
» 124 AA
» 4 ponts disulfures

] Expérience : forme native active forme dénaturée inactive
F 3
|. Mélange de ribonucléase + urée + - élimination de l'urée
et du B-mercaptoéthanol
A r dial i
mercaptoethanOI réoxydati%an des\{lﬁ?o?suésl’air libre
- dénaturation
—> activité ribonucléase per'due + B-mercaptoéthanol (traces} réoxvdatiﬂtzndgsmth;?ése? I"air libre
et )
). Extraction de 'urée et du B-mercaptoéthanol] ™" * e 2 rerivre élimination de I'urce par dialyse

par dialyse
- renaturation
—> activité ribonucléase retrouvée

124

—> La forme de la protéine est étroitement liée a sa fonction

- La molécule acquiert elle-méme sa structure 3D (liaisons H) TR e

Expérience d’Anfinsen et structure 3D de la ribonucléase

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 59



Urée (déstabilisation des liaisons H) +
P mercaptoéthanol (agent réducteur=> destruction des ponts disulfures)

Ty

N-ter

(O]

N-ter

C-ter
C-ter6 0 45

Forme dénaturée inactive
Forme native active

Retrait de I'urée puis oxydation des cystéines Oxydation des cystéines, puis
retrait de l'urée

P mercaptoéthanol puis

Oxydation des cystéines l

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 53



PONTAGES CHIMIQUES ET STRUCTURE TERTIAIRE

On connait de nombreuses enzymes contenant des groupements
sulfhydryles actifs au niveau des résidus cystéine.

» Ces groupements sont facilement oxydés par des ions
métalliques lourds tels que le Pb 2* ou Hg**

De telles réactions inhibent irréversiblement Pactivité
enzymatique ce qui constitue la base biochimique de
I’'empoisonnement au plomb ou au mercure.

Dans I'industrie des chapeaux en feutrine, on partait de fourrures en
poils de lapin ou de liévre que I'on transformait en feutrine avec des Le chapelier fou

sels de mercure.  _gH + Hg?* + HS- > S-Hg-S + 2 H* d'Alice :un
empoisonnement
» Les sels de mercure provoquent la rupture de la structure au plomb ?

moléculaire et les rendaient plus douces au toucher. Lair
ambiant était contaminé par les vapeurs de mercure a

Porigine de pathologies nerveuses chez les ouvriers.
BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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B.STRUCTURE TERTIAIRE

4 N

Paradoxe de Levinthal
En théorie : si une protéine devait tester,

* Toute Pinformation nécessaire pour déterminer la au hasard, toutes les positions possibles
forme native d’une protéine se trouve dans sa (rotations) pour trouver la forme la plus
séquence. stable, cela prendrait un temps quasi-infini.

Or en général c’est < | sec.

—> Le repliement ne se fait pas au hasard

—> Processus coopératif : la mise en place
de quelques motifs facilite le reste

- /

Comment les protéines acquiérent-elles leur forme ?

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 55






B. STRUCTURE TERTIAIRE

Localisation des AA selon

leur polarité
(cas des protéines AA polaire > externe Asp, Glu,Asn, GlIn, Lys, Arg, His,

globulaires hydrophiles) | AA modérément polaire Ser, Thr, Cys, Pro, Gly,Ala, Tyr
> interne ou externe

AA apolaire > interne Val, Leu, lle, Met, Phe, Trp

= Toute Pinformation nécessaire pour
déterminer la forme native d’une e
’ . , chaine latérale apolaire iaisons H avec I'eau
protéine se trouve dans sa séquence. ou hydrophone T

@ chaine latérale polaire amphiphile
ou hydrophile

loge hydrophobe

“NH,* coude

séquence amphiphile hydrophile .-

“ Le repliement est:

~ séquentiel et coopératif —
Ap7 ° . séquence
» controélé par les interactions hydrophie
hydrophiles/hydrophobes eau/AA ou AA/AA P90 = .
" rins hy rf)p obes
— moteur du repliement ) Feaenceudene ol SR ol ok oA
141 H 4 (STRUCTURE TERTWRE] IiaisonsdeVinderWaals
» La position finale des AA dépend de leur
polarité
» Obtention de la forme la plus stable (native) J ey
(___ w— Palypeptide coF:rectement "i\,‘f.
= Role des protéines chaperonnes pour les grosses S S
protéines .
ylindre
) R(A)Ie de Ia diSUIfure isomérase Les Chaperonnes Chaperonine Etapes de I'action ©) Le couvercle se fixe & cette € Le couvercle se
guident Ie r ePIiem ent {completement assemblée) ;“;: ;ZE,EZ;?;L"; ﬁ:éﬁ?é;ﬁ;oar%\%oguaﬁ:nino g%:(g:e:?r:néine
- arme linéaire entre .| indr il n replicée s'échappe
, des gmsses PrOtelnes IfJﬂf unlc cxtrémitf_t‘ :arfvfron:e?n;:nﬁ ?1;d?§puh|le dupo,flindre cr!e]Ex.
BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE du cylindre approprié au repliement
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STRUCTURETERTIAIRE - BILAN

Structure lll = structure adoptée dans I’espace par une chaine polypeptidique
lorsqu’on tient compte non seulement des liaisons H réalisées par les
éléments de la liaison peptidique mais aussi des liaisons de toute nature
que les radicaux peuvent établir entre eux et avec les molécules de leur
environnement.
Elle correspond a la conformation
biologiquement active d’une protéine.

» Les différentes unités relativement indépendantes d'une protéine sont

appelées domaines.

tridimensionnelle globale

Les études structurales comparatives ont permis de constater que beaucoup
de protéines étaient constituées de I'assemblage de motifs, portions de
chaines polypeptidiques de 20 a 3000 résidus d’architecture déterminée et
a la fonction précise. Ces structures appelées parfois supersecondaires sont
au nombre de quelques centaines. Citons en exemples :

» motif hélice — boucle ou coude - hélice : le plus simple. C’est un
site de liaison des ions Ca2+ qui est commun a des protéines de
régulation comme la calmoduline ou a des protéines impliquées dans le
mouvement comme la troponine.

> Le motif nommé « glissiére a leucine » : le domaine en hélice a est
bordé de résidus leucine. Il est présent chez certains facteurs de
transcription qui se lient a PADN en des sites particuliers. Cette
protéine agit a I'état de dimere par association de 2 hélices a grace a
des interactions hydrophobes.

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

extrémité N-terminal

¢ hélice

boucle

hélice
(a) grand sillon

double
hélice
d'ADN

zone d'interaction
ADN-hélice

> glissiére a leucine

hélice a

(b)

extrémité C-terminal
un protomeére
Structures supersecondaires associant

plusieurs motifs secondaires (J. Segarra) o8



index
d'hydrophobicite
A

Val-V [
Lieuql L
llg-l L

Figure 9.16 L'index d’hydrophobicité des vingt acides aminés.

Les acides aminés sont identifiés par leur code a une lettre et a trois lettres (D’aprés
Kyte et Doolittle).
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Feuillets béta anti-parallele
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|
Liaisons VAW entre
Interactions ioniques entre groupements hydrophobes

AA chargés
Radical interagissant S-S ponts disulfures entre AA
Liais‘ons H entre groupements spécifiquement avec unsoufres
polaires/ hydrophiles .
N ligand

Indice g'hydrophobicité /\/\
Position dans la séquen(::e S - C '; (d( SLIJrface »
. ela
enzyme cytosolique | S° 5.

EtUde deS Protéines Indice d'hydrophobicité
membranaires par profil
d’hydropathie

5 hm

5

Ll
Position dans la séquence

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE 6l



C.STRUCTURE QUATERNAIRE
e}

= Clest l'association de plusieurs
chaines polypeptidiques : les sous-
unités ou monomeres ou
protomeres

= Types de liaisons entre sous-uniteés :
» souvent liaisons faibles
» parfois des ponts disulfures

= Structure dynamique
> transconformations possibles,
sous-tendues par des modifications

de liaisons faibles
v" Ex :hémoglobine

—> Emergence de nouvelles propriétés
» Structure — Ex :anticorps
» Coopérativité — Ex : hémoglobine

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

_

~N

Types de sous-unités :

Vocabulaire

Nombre de sous-unités :

* 2 = dimeére
* 3 = trimere
* 4 - tétramere

Protéine oligomérique + Identiques : Homo-

, , * Différentes : Hétéro-
Protéine polymérique

\ ou multimérique * n > Complexe moléculaire

Site de
reconnaissance

Chaines
lourdes

Structure IV de
I’hémoglobine

Conformation
—> Libération d’'O,

Conformation R
—> Fixation d'O, 62



C.STRUCTURE QUATERNAIRE Fer | héme
{g} chainea - chaine p

Role et localisation
» Hémoglobine (Hb) : protéine de transport d’'O,
présente dans les globules rouges (hématies)

des vertébreés globule rouge
Structure IV : chaine p -. tid Caine
> 4 s.u.:2 globines a (144 AA) et 2 globines B (146 L’hémoglobine forme d'hélice
AA)

Structure I :
» Globulaire (~ myoglobine)
» Chaque s.u. est lié¢ 2 un héme
(groupement prosthétique)

= Structure Il : 8 segments (A a F) faits
d’hélices alpha, reliés par des coudes

«  Structure | : o (144AA) ;B (146 AA)

Modéle d’une globine Schéma d’une globine

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 63



CD region

Heme
@ . prn:-:\mal sita
8 Ny

S
’ PheCD1
|

C.STRUCTURE QUATERNAIRE Vo
\l \ ) ‘Ci: :b site
i 2l ;F His:;_h HusE?

* Heme (groupement prosthétique) plan et
possede un atome de fer (Fe) au centre
- fixation réversible de | O, i

C R R
& " R a
-...—'_L
R r Oz
R N R

Structure de 'héme ( / (
de ’hémoglobine HN Fixation de O, sur ’heme yp

C,
=L = L,
OH (I:)H ..............................

Fixation

= L’heme est relié aux segments E et F de
la globine .
g. . . Déplacements
= La fixation de O, par 'heme datomes liés d
s'accompagne d’'un changement de ;,,,qsnqti0n de

conformation de la globine I’héme (wurray, 2009)
BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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C.STRUCTURE QUATERNAIRE

Chaque globine peut fixer | O,
—> Fixation de 4 O, par Hb

Courbe de saturation en O, de Hb
-> sigmoide
» Transition allostérique
» Régulation du fonctionnement

Percent saturation

100

80

]

| I\/Iyoglc%—"’f _—

pd

iV

/)

| =]

— T
Oxygenated blood —
leaving the lungs

40/

/.

»!

/

+ Reduced blood
returning from

tissues

20

S
- Hemoglobin -
| l 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140

Pression sanguine en oxygene (mm Hg)

deoxy T

Coubre de saturation en O, de Hb et de la myoglobine
(Murray, 2009)

Coopération entre sous-unités lors
de la fixation d’'O,

» Deux conformations de Hb :
v R (relaché) - fixation O,
v T (tendu) - dissociation

Si | globine passe en « R » = toutes les
s.u. passent en R = T affinité pour O,

Allostérie (n.f.) : modification de la structure et
de lactivité d’une protéine par fixation d’une
autre molécule sur un site différent du site actif

BCPSTI- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Liaisons « « -
faibles ¢ ¢ ¢

B2

Forme T

Transition
allostérique

/&

C Y
B2

O,

oxy R
15°

Formes T et R de Hb

Forme R

Transition allostérique de I'hémoglobine durant I'oxygénation (daprés peycrf2004)
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/'pO2\T°C, 7pH M

S pO2,/AT°CApH
Forme T tendue P AT P Forme R relachée

Faible affinité pour O2 ?D ; ‘C(tgr Forte affinité pour O2

Désoxyhémoglobine Oxyhémoglobine

L’hémoglobine , une protéine allostérique
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C.STRUCTURE QUATERNAIRE

croissants.

68

Structure Structures secondaire Structure F .
Y - . . onction Forme des globules rouges
primaire et tertiaire quaternaire
1 'f_"'““——a R Hémoglobine Les molécules ne s'associent pas; Les cellules
@ = . normale chacune transporte le dioxygene. normales sont
© 2 remplies de
g 3 ) molécules
= ! = | d’hémoglobine
@ 4 “ 4'4 “" individuelles,
=1 5 ‘ L chacune
% 6 - 4 transportant
o} “ . du dioxygéne. ;
£ 7 L ) 1
- ’ 10 um
: (2000 x)
Région hydrophobe Hérmoglobine des Les molécules interagissent les Les fibres
1 hématies falciformes | unes avec les autres et cristallisent insolubles de
" sous forme de fibres insolubles ; la I'hémoglobine
. g 2 - capacité de transport du dioxygéne | anormale
= = 3 1 est considérablement réduite. entrainent une
25 4 déformation
% o caractéristique
59 5 des globules
g & 6 W GRS rouges : ceux-ci
@ E Sous-unité ressemblent & des 10 |
L ¥ faucilles ou a des o DD%TO



= Séquence des AA

= Structures répétitives
stabilisées par des liaisons H

= Forme 3D de la
protéine

= Association de plusieurs
chaines polypeptidiques

N-ter C-ter
IsHZHzH=HZH=HSHS
N0z e —

Vi A B

& (J _.-,\/
/\‘»)
M'i

S /5 g\r) ‘&\r \
%N

Chaines dAA

Heélices a

Feuillets B plissés
Coudes B

Motifs

Domaines

Forme 3D
native

Multimeres

La forme d’une protéine est déterminante
pour sa fonction.

On distingue 2 grands types de formes de
protéines :
globulaires (solubles, fonctionnelles)
fibreuses (insolubles, structurales)

La forme de la protéine est dictée par la

séquence des AA - Toujours la méme forme
pour une séquence (gene) donnée.

Elle résulte de la combinaison
d’éléments structuraux de plus en plus

grands, stabilisés par des liaisons covalentes
et faibles.

La structure des protéines est modulaire
et dynamique.

A chaque niveau d’organisation, de nouvelles

propriétés apparaissent > Notion
d’émergence



ju

0]
s LTI
S -+ -—C,—
N Cf"( C\DH 37 ha( \OH
R, ;5

0 Re 0
] / B
— NG (’ < Non
gt P\A p, }-\

O

N

Réaction de condensation: mise en place de la liaison peptidique planaire

> X3
3

Structure quaternaire,
modification de
conformation accentuée
par l'allostérie

Structure tertiaire
séquence dépendante,
liaisons faibles (H, ioniques,
VdW) et fortes (ponts

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

disulfures)

:

0,54 nm

Structures secondaires
associées aux résidus apolaires
et reposant sur des liaisons
H

70




Figure 3.22 Levels of protein structure. The primary
structure of & protein is its amino acid sequence. Secondary struchare
resulis from hydrogen bonds forming between nearby amino acids. This
produces two different kinds of structures: beta (3 pleated sheets, and
coils called alpha {o) helices. The tertiary strocture is the final 3-D
shape of the protein. This determines how regions of secondary strocture
are then further folded in space to form the final shape of the protein.
5 Quaternary structore is only found in proteins with multiple

The o : e Bl polvpeptides. In this case the final structure of the protein is the
m'nwﬂ“mm .ﬁ:ﬂ:.'ﬂi arrangement of the multipie polypeptides in space.
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Cf SV-C-2

|
D. DES MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES

N-LINKED GLYCOSYLATION O-LINKED GLYCOSYLATION
CONDITIONNENT LA CONFORMATION ET LES PROPRIETES _ ;
DES PROTEINES {iprotenbackbone _(lz _______ JNOtGTH backbone _T ______
(|:H2 H,C —I.’|:H
, o < . g . . s ’ Threonine
transfert d’'un oligomeére glucidique sur un acide aminé d’une CIZO N 5
rotéine. — glycoprotéine. NH
P glycop @ HOH,C
{o} H }—0
endant la traduction H N-acetylglucosamine N-acetylgalactosamine
OH H
o) H
. : L H  NHCOCH inderof H NHCOCH
souvent protéines membranaires ou sécrétées dans MEC ! ’ cigesaccharisie ’
f I side chain
Deux types de glycosylation des protéines : remainder of

oligosaccharide side chain
Figure 35 : les deux types de glycosylation selon les résidus
(Asn vs Ser-Thr)

ratio de masse protéine/glucide N/
» protéine > glucide : glycoprotéine
» protéine < glucide : protéoglycane

» N-glycosylation (sur Asn) dans le REG (et Golgi)
» O-glycosylation (sur Ser,Thr) dans le Golgi

Voie cytosolique Voie endomembranaire

Pratéines

Peptide signal 1 Peptide signal

chaperonnes

Principales conséquences biologiques des glycosylations des protéines ..

< Ribosame associé au Ri

= : & _(_’359—/—]
> Structuration de la protéine A NS o T
»  solubilisation des protéines transportées dans le milieu intérieur i . @b ) e R s e
NS A 4 Jatama rotéine mature o (‘Sfﬂ;;;fﬂﬂ ﬁ;‘
» macromolécules  hydrophiles formant un gel hydraté e i -
, C—=2EET D
(prOteoglycanes) Mitochondries & Peroxysomes »/NG,M@M dsa O-Glycosylation ™
N A . . . ) ol el ’ (2 peptides signaux pour  Chloroplastes i e
» role protecteur par diminution de I'accessibilité aux protéases s récepteurs M o %
A\ A . 4 . . . L) isnu:ah’onL' = 2 @ _/‘
» role important dans les mécanismes de reconnaissance cellulaire e o c‘!ﬁT "
(glycocalyx) " el g g
A\ . by o . 7. Sécrétion contrdlée (ex: 1.—(.3-;?* § ///
» aide a la stabilisation de la structure Il des protéines tvpsinogine () B
(reconnaissance par protéines chaperonnes). ' s ey e mont

'S
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S
DES MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES CONDITIONNENT LA CONFORMATION

D.
ET LES PROPRIETES DES PROTEINES

Glycosylation dans le REG |. N-glycosylation co-traductionnelle
Transfert oligo-saccharide (sucre) depuis le dolichol (terpénoide, lipide)

vers un résidu Asn de la protéine par la glycosyltransférase

2. Maodification de l'oligosaccharide post-traductionnelle

o
—-I'- —'r i —1- Y .:;c;_
Golgi
(Man)glGlcMNAc)

(Glc)ziManlgiGlcNAc),
ER lumen

Dol = Dolichol @ =Mannosa

E =N-Acatylglucosaming & =Glucose

Maodifications post-traductionnelles des protéines : cas d’'une N-Glycosylation (.odish)
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Cf SV-C-2

D. DES MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES CONDITIONNENT LA CONFORMATION ET
LES PROPRIETES DES PROTEINES

I Glycosylation : n.f. ajout de sucres sur une protéine par liaison covalente I

Types de glycosylation:

» N-glycosylation = sur Asn
» O-glycosylation = sur Ser, Thr

N-LINKED GLYCOSYLATION

protein backbone

NH
HOH,C
H O
H - .
OH H N-acetylglucosamine
8] H
| H  NHCOCH,
|
/

remainder of
oligosaccharide side chain

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

O-LINKED GLYCOSYLATION

protein backbone c

Threonine

remainder of
oligosaccharide
side chain

Role des glycosylations :

= Structuration méme des protéines

Protection vis a vis du milieu

exterieur :

>

Ex : protéines sécrétées dans 'intestin par la CAP
—> Protection contre 'action des protéases

Reconnaissance
Ex : groupes sanguins
Ex : ZP3 de la zone pellucide dont les oses sont
reconnus par un récepteur du spermatozoide

Adressage

Ex : étiquette de Mannose-6-P des protéines
adressées au lysosome dans la voie
endomembranaire
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Cf SV-C-2
e

D. DES MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES CONDITIONNENT LA CONFORMATION ET
LES PROPRIETES DES PROTEINES

) N-fcetylglicosamine Sialic acid
V' Mannose # Fucose
A Galactose

1 2] 3] 4] (5] (6

Glycosylation dans le Golgi
2

Modifications de la N-glycosylatiol : +
réalisée dans le RE : ¥ ‘S (:; V v v V

v > élimination d’oses = L cMomosidase| I GeNoc— I oMamosidasel | Gethe— 1 Fucosyk& L Sa "i.j
déglycosylatlon cis IZIQd i Cis éolgi medl'ald Golgi me::ﬁaIJGol I n'mdiall Gu!,:J:anSferasestrans Golgi trans Gol i
v greffe de nouveaux oses grace a E sEilCog ) g i Gl g )
I‘action d’enzymes membranaires. ' .
O-glycosylation (sur Ser et Thr) par N-glvcosvlation dans le Golgi kar)
des enzymes membranaires ou solubles. i
i '
Le Golgi est une chaine de montage ; o a GEa - I
chaque dictyosome est spécialisé dans CTMEMM::::T::“ "“’““"’"’“’E'i"/;)ﬂ-} .
un nombre d’étapes de déglycosylation | O e i i Gt ) | ol | Sol
et glycosylation. ;;:‘:::::::ﬂ:::‘::::m e
Qs = S S |
Réle des différents dictyosomes f 1 \

lysosome pia;ma secretory
BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE dans la glycosylation (erts) siebeme: [ieelne
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D. DES MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES CONDITIONNENT LA
CONFORMATION ET LES PROPRIETES DES PROTEINES

B, AminoArids with Polfar Uincharged Side Chams®
Serine Threanine Asparagine Glutamine

= Les fonctions hydroxyle de Ser,Thr et Tyr sont "o "o O '@

s Fra3an FHaTER FEATHE

réactives et cibles de phosphorylation

= sérine/thréonine protéine kinase est une
protéine kinase qui catalyse la phosphorylation de
protéines sur certains de leurs résidus de sérine
ou de thréonine (S

&}

* La phosphorylation d’une protéine peut

Pactiver ou au contraire l’inhiber [
Insulin
Sérine kinase PIP,
O L I I X &\}oob nnnnnnnnnnnnnnnn . . w
O CI)H O nﬂnn «Wm. v PIP; 11

~ | i)

:P\ ..... APANANANNIAANAL ..l*.f..t.t ..... AN
HO O HO O/\[/U\OH P OF oSG - > i —
N H2 N H \ _® protein kinase)
L. ATP AD P 2 '; :: —@O Phospt;omosmde
3-kinase
Sérine O-phosphosérine : v -

Le récepteur a linsuline, a activité I ) m mp )

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE Acti uatad alt

tyrosine kinase



ATP ADP
[ Glycogene \/‘ Glycogene | Inactivation de la synthése de
synthase a synthaseb glycogeéne
[ Protéine kinase A ] Activation [ Protéine kinase A ]
AMPc dépendante par '’AMPc AMPc dépendante

—

Dette ATP ADP
éneriétique-‘ [ Phosphorylase ] [ Phosphorylase ]_@
AAMPc . .
kinase Activation kinase
par le Ca®*
ATP ADP
Glycogene _&_Z> Glycogene
Enzymes actives et activation phosphorylase a hosphorylase a

Enzymes inactives et inactivation

v
Dégradation du glycogéne

La phosphorylation d’une enzyme peut l'inhiber (ex: glycogéne synthase) ou

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

I'activer (Ex: glycogéne phosphorylase)
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I
E. LA CONFORMATION DES PROTEINES DEPEND DES CONDITIONS PHYSICO-
CHIMIQUES DE CENVIRONNEMENT

Activité (en % de Activité (en % de
I'activité maximale) I'activité maximale)
) A
= >
Température (°C) pH

Influence de la température et du pH sur I'activité des protéines enzymatique
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Activité (en % de

I'activité maximale)
4

Courbe
d’activation

o e s = e e

% protéines non
N
\ dénaturées

\

. . Température (°C
Domaine thermique P ( )
d’activite optimum

\\"Mﬁm-

Activité (en % de
I'activité maximale)

Trypsine

Pepsine | A”?YI?Sé'
gastrique | salivaire pancréatique
| .

Influence de la température et du pH sur I'activité des protéines enzymatique

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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SV-D-2-4 Acides aminés et protéines

L. Les protéines: des polymeres d’ acides a-aminés
associés par une liaison peptidique

A Les acides a-aminés précurseurs des protéines
|. Deux fonctions

Chiralité et isomeres

Nomenclature

Un carbone central portant un radical variable
Une charge dépendant du pH

Propriétés physiques des AA

Réactivité chimique des AA

© N & U K~ W N

Réaction de formation des liaisons peptidiques

II. Des polymeéres séquencés d’acides a-aminés ;
notion de structure primaire

A Définition de la séquence primaire

B. Un ordre déterminé génétiquement

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

lIl. Structure tridimensionnelle des protéines

A.

B
C.
D

La structure secondaire
La structure tertiaire
La structure quaternaire

Des modifications post-traductionnelles
conditionnent la conformation et les propriétés des
protéines

La conformation des protéines dépend des
conditions physico-chimiques de I'environnement

IV. Les protéines : des polymeéres a conformation
dynamique essentielle a leur fonctionnement

A.

La conformation des protéines peut participer aux
propriétés mécaniques des cellules et de leur
environnement

Les protéines participent aux échanges de matieres
entre la cellule et son environnement et entre
compartiments cellulaires

Les protéines participent a la communication et a la
transduction cellulaire

Les enzymes sont des protéines catalysant les
réactions du vivant
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INTRODUCTION

Diversité des fonctions des protéines

Protéines enzymatiques

Fonction : Accélération sélective de la vitesse des réactions chimigues
Exemple: Les enzymes digestives catalysent 'hydrolyse des liaisons dans
les aliments.

Protéines d'entreposage

Fonction : Mise en réserve d'acides aminés

Exemples: La caséine, une protéine du lait, constitue la principale source
d'acides aminés des petits des Mammiféres avant leur sevrage. Les Végétaux
emmagasinent des protéines dans les graines. L'ovalbumine est la protéine
du blanc d'ceuf; elle est employée comme source d'acides aminés par
I'embryon de |'ociseau en développement.

o (]
o -]

R 0%

@ mbm

[

' .;?@'

Acides aminés
pour I'embryon

Owvalbumine

Protéines de défense

Fonction : Protection contre la maladie
Exemple : Les anticorps inactivent et aident a détruire les virus et les bactéries.

Anticorps \_‘( YP’

Viru Bacterie E

Protéines de transport

Fonction : Transport de substances

Exemples: Chez les Vertébrés, 'hémoglobine, une protéine sanguine
contenant du fer, transporte le dioxygéne des pournons vers les différentes
parties de "organisme.

Protéine
de transport

Membrane cellulaire
81



INTRODUCTION Diversité des fonctions des protéines

Protéines hormonales

Fonction : Coordination des activités d’un organisme

Exemple: L'insuline, une hormaone sécrétée par le pancréas, provogue
I'absorption de glucose par d’autres tissus, contribuant ainsi a la
régulation de la concentration de glucose dans le sang.

®o

o ©
Sécrétion
d'insuling

Taux de
glycérmie normal

Taux de
glycémie glevé

~ Protéines réceptrices

Fonction : Réaction des cellules & des stimulus chimigues

Exemple : Les protéines réceptrices intégrées a la membrane d'une
cellule nerveuse détectent les molécules messagéres émises par d'autres
cellules nerveuses.

Proteine réceptrice

Molécules messagére

Protéines contractiles et motrices

Fonction : Mouvement

Exemples: Les protéines motrices permettent de faire onduler les cils et les
flagelles propulsant de nombreuses cellules. L'actine et la myosine sont des
protéines servant a la contraction des muscles.

Tissu musculaire

 rer—
100 um
{1200 s

Protéines structurales

Fonction : Soutien

Exemples : La kératine est la protéine des cheveux, des cornes, des plumes,
des griffes, des écailles, etc, Certains insectes et la plupart des araignées
utilisent des fibres de soie pour construire leur cocon et leur toile. Le collagéne
et I'élastine composent la structure fibreuse des tissus conjonctifs des Animaux.

Collagene

Tissu conjonctif

80 um

(1000 x)




IV.LES PROTEINES : DES POLYMERES A CONFORMATION DYNAMIQUE
ESSENTIELLE A LEUR FONCTIONNEMENT
A. LA CONFORMATION DES PROTEINES PEUT PARTICIPER AUX PROPRIETES
MECANIQUES DES CELLULES ET DE LEUR ENVIRONNEMENT

microvillosités, A de la surface d’échange  f, minimyosine, fimbrine, villine, spectrine...

Association dynamique des actines G formant des
actines F, qui participe par exemple a la formation

jonctions serrées
~ P claudine, occludine

E 701,202, uf

<
—— W\ onctionsadhérentes
cadhérines, pf
uf, kératine, pt :
soutien, propriétés ‘
1

mécaniques et
orme de la cellule

de prolongements cytoplasmiques.

Lamine, kératine des filaments intermédiaires

desmosomes
cadhérines, kératine

Hétérodimeres de tubulines aet [ formant des

= =
,,,,,,

filaments cylindriques et creux de microtubules

o0
" . @ y

]l actine G + gelsoline
1 viscosité

dynamique du
cytoplasme

Cah- r

(autoroutes cellulaires)

jonctionsgap
connexines

interaction pf - ankyrine - protéines mb

Protéines motrices associées (kinésine et dynéine)

reseau cortical de pf, forme de la cellule, soutien MP

ancrage, répartition
dynamique des organites

Interaction actine-myosine et role dans la — | A
contraction de la fibre musculaire e T T T

uf-intégrines)  intégrines - fibronectine - collagéne
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= Association dynamique des actines G
formant des actines F qui participe par
exemple a la formation de prolongements
cytoplasmiques.

= Protéine formant des réseaux : fibronectine
de la MEC animale : laminine de la MEC
animale

Fibre d’élastine

o

Relachement

* Protéine et elasticité de la MEC : elastine

Etirement

molécule d’élastine

Schéma de la laminine

cross-link

Cross-link
(liaison covalente)

Schéma de la fibronectine coox

\ ‘;){{/ .

fibrine

NH, L

BCPSTI- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

>y

10 um
a Standard collagen molecule
N terminal C terminal
propeptide propeptide
1 Ol Gly-X-Y repeats [ r:\

3 o.chains (2 1,1 012) l
[\/\[\/\//\/—\,/\/\\/\ /\\ 4
W 2 /f

WWM:/ \\,,:;

‘C-terminal propeptide
2 initiates triple helix formation
in the rough ER

. 7;\/(\ b

Procollagen is secreted
into the extracellular space

3 Procollagen l

Enzymes cleave propeptides
Collagen to form collagen

4
£



resistance a la tension

résistance a la compression
stablisation, organisateur de réseau
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e
IV.LES PROTEINES : DES POLYMERES A CONFORMATION DYNAMIQUE {3
ESSENTIELLE A LEUR FONCTIONNEMENT {o}

B. LES PROTEINES PARTICIPENT AUX ECHANGES DE MATIERES ENTRE LA CELLULE ET SON
ENVIRONNEMENT ET ENTRE COMPARTIMENTS CELLULAIRES

Ligand : n.m. molécule qui se fixe a
la surface d’'une protéine via des

Comme la globine, de nombreuses protéines fonctionnent par “ .
liaisons faibles

interaction avec d’autres molécules = rapprochement physique
impliquant des liaisons faibles (réversibles et temporaires) Hormone

Les molécules qui interagissent avec les protéines sont souvent o Interaction hormone-
beaucoup plus petites ~ « ligands » Récepteur récepteur

Les protéines insérées dans la membrane permettent une
perméabilité sélective de cette derniere (canal,
transporteur = perméase, pompe) et jouent un role

structural et informationnel avec le milieu environnant (ex : @
intégrine et MEC) am
(1] Réponse n I -~
Channels Transporters ATP-powered pumps : . =
{107-108 ions/s) (10%-10* molecules/s) (10°-10% ions/s) cellulaire S
L] . .
oy B s = - = . S Interaction Ag-Ac neutralisant
V Ujﬂfﬂ V& AQDY V@@V v un virs (vert)
E Cytosol
Gate o e o ®
l Uniporter Symporter Antiporter ATP ADP+P;
Transport passif Transport actif
Protéine Ligand : —
Récepteur hormone .
Anticorps Antigéne enzyme substrat
BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE .
Enzyme Substrat Interaction enzyme-substrat 86




glucose sanguin

-
| I
GLUT

3

|
o || glycolyse

l mitochondrie
pyruvate o
‘H’/ﬂlﬂT’
ADP Exocytose des G >
/

vésicules contenant
de linsuline @

°@

Canal Ca2+ voltag
dépendant

Canal K+

ﬁ&faa

cellule beta ilot de
Ca2+ 0 Langherans

Cf SV-D-2-2-
slide 37 v

insuline

Le role signal du glucose dans la sécrétion d’insuline (cellule béta du pancréas)

BCPSTI - ENCPB - STEPHANIE DALAINE
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IV. Les protéines : des polymeéres a conformation dynamique essentielle a leur

fonctionnement

B. LES PROTEINES PARTICIPENT AUX ECHANGES DE MATIERES ENTRE LA CELLULE ET SON

M Cf.SV-C-2 et3

ENVIRONNEMENT ET ENTRE COMPARTIMENTS CELLULAIRES

*  De par sa nature lipidique au sein d’un
milieu aqueux, la membrane est une
barriere

= Cependant grace aux protéines
membranaires, c’est aussi et surtout :

» Une surface d’échanges

» Une structure apte a recevoir et
a transmettre a la cellule des
messages exogenes, herveux et
ou hormonaux

» Une surface de contact
intercellulaire et d’adhérence

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Channels

{107-108 ions/s)

Closed

-
L

Gate

=

protein A

'_ tight
junction

apical plasma /

membrane

protein B
lateral plasma
membrane
basal plasma
membrane
basal lamina
Une barriére et une zone de contact
Transporters ATP-powered pumps
(102-10* molecules/s) (10°-103 ions/s)
@ Open
[ ]
[ ]
L ]
[ ]
(]
[ ]
l Uniporter Svmponer Antlporler ATP ADP+P;

>

A

Transport passif

<
»> al >

Transport actif
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IV.LES PROTEINES : DES POLYMERES A CONFORMATION DYNAMIQUE ESSENTIELLE A LEUR

FONCTIONNEMENT

ENVIRONNEMENT ET ENTRE COMPARTIMENTS CELLULAIRES

B. LES PROTEINES PARTICIPENT AUX ECHANGES DE MATIERES ENTRE LA CELLULE ET SON
Insulin ®

Récepteur a Pinsuline

“ Insuline : protéine, hormone
hypoglycémiante

= Structure
» Dimere lié par pont disulfure
> | monomere =2 s.u. (a et )

» «a = fixation insuline
» [ > Activité Tyr kinase

* Fonctionnement
V" Fixation de l'insuline
—> phosphorylation croisée
V" Les Tyr-P sont des sites de
fixation pour les protéines cibles
(IRS, puis reconnues par leur
domaine SH2 par PI3K)
—> phosphorylation

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Voie de signalisation

de l’insuline

Insulin-binding site

Schéma du
récepteur a
I'insuline

f subunit

insulin Fonctionnement du
receptor 5 s s .
récepteur a l'insuline

_ -)
Insulin /‘

. PDK1
T (PIPy-dependent

protein kinase)

Phosphoinositide
3-kinase

; J\TP ADP

Ac!lvated Akt

+
Insulin receptor

Cross-
phosphorylation

Activated
receptor

Enzymatic

i lAmleﬁcatlon

Phosphorylated IRS proteins
Protein—protein
interaction

Localized phosphoinositide 3-kinase

Enzymatic | Amplification
reaction

Yhosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate
(PIP3)
Protein-lipid
interaction

Activated PIP;-dependent
protein kinase

Enzyn'!aiit | Amplification
reaction

Activated Akt
protein kinase

I

Increased glucose transporter
on cell surface



B. LES PROTEINES PARTICIPENT AUX ECHANGES DE MATIERES ENTRE LA CELLULE ET SON
ENVIRONNEMENT ET ENTRE COMPARTIMENTS CELLULAIRES

Transports passifs, ne Diffusion simple Eau (osmose)
nécessitant pas d’énergie (loi O,, CO,, glycérol
de Fick) Diffusion facilitée par un canal Eau (osmose par AQP)
AG’<O0 lons
Diffusion facilitée par un transporteur (perméase) Glucose (perméase)
Transports actifs, Transport actif primaire (couplage chimio-osmotique) | Pompe Na*/K*
nécessitant un couplage Pompe Ca?*
(énergie de réaction ou Pompe H*
énergie potentielle de Transport actif secondaire (couplage osmo-osmotique) | Symport Na*/Glucose ou
gradient Na*/AA
AG> 0 Symport H*/AA (bactéries)
Modes de transports individuels transmembranaires
1
Channels Transporters ATP-powered pumps
{107-102 ions/s) {10%-10* molecules/s) (10°-10% ions/s)
Closed  Open . . o Exterior
III'l, I.'If — : ,l'llll III' III'I. |'lllr IIII'. ,.'IIII |III'. 'III IIII'. n'llll
Il.f-'l = .III H'- l"_ﬂu': |II.|' V I'I.'.l'l
b4 D Cytosol
Gate ® L ] &
l Uniporter Symporter Antiporter ATP ADP +P;
90
Transport passif Transport actif
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IV.LES PROTEINES : DES POLYMERES A CONFORMATION DYNAMIQUE
ESSENTIELLE A LEUR FONCTIONNEMENT

C. LES PROTEINES PARTICIPENT A LA COMMUNICATION ET A LATRANSDUCTION CELLULAIRE

Ligand : n.m. molécule qui se fixe a la surface

Comme la globine, de nombreuses protéines fonctionnent par d’une protéine via des liaisons faibles

interaction avec d’autres molécules = rapprochement physique
impliquant des liaisons faibles (réversibles et temporaires)
Les molécules qui interagissent avec les protéines sont souvent
beaucoup plus petites ~ « ligands » “
> Ex :insuline, hormone hypoglycémiante synthétisée par ~ Recepteur
le pancréas endocrine en cas d’hyperglycémie et transitant
par voie sanguine dans tout I'organisme, capté par des
cellules cibles

(o)
: L

EIEDE ) L o....t-in.,_!)‘-t."\\._:\a.l.....!.ntl.l.l!!t‘.
# |

Hormone

Insulin @ Interaction hormone-
. récepteur

PIP, Réponse
cellulaire

(NAWA plp! 1

v]
AAIANINIIINL L PNMAA RN ARANIAAAAARAAIRIAANRIAN

( ) PDK1
T (PIP;-dependent
protein kinase)

Phosphoinositide i
3-kinase

IRS

!\TP J\DF

Actlvated Akt ’ i i
BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE L ’nSUI’ne et ses ponts dlSUIfureS 91



Cellule
émettrice
i * Hormone
Emission du signal © I * Neurotransmetteur hydrosoluble ou liposoluble

* Cytokine

. * Vaisseaux sanguins
Transport du signal Canal de transmission [N

* Liquide interstitiel

Réception du signal

N\ | transmembranaire Intra-cellulaire
réceptrice -~ o
= proteine
l Récepteur- Couplé a Couplé a
2 canal une une
Réponse o
\ ) enzyme protéine G
Y Y

* Réponse selon la cellule cible Récepteurs ionotropes Récepteurs métabotropes

* Intégration des réponses

Schéma bilan des modalités de transduction d’un signal extracellulaire (E. Bouguyon)

. 92
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IV.LES PROTEINES : DES POLYMERES A CONFORMATION DYNAMIQUE

ESSENTIELLE A LEUR FONCTIONNEMENT Ho—f':l'—w
HO ‘CIJH ///j H‘"‘H\ HO ] OH
Glucose AT P ADPnse B-phosphate

Enzyme de la glycolyse (étape 1) : Réaction irréversible catalysée par 'hexokinase —

étape | de la glycolyse

Enzyme: biocatalyseur (accélération d'une réaction
chimique exergonique)

Interaction d’une protéine avec son substrat dans
un site actif — importance de la conformation de la
protéine.

Interaction— changement de conformation qui place les
réactifs (appelés substrats) dans une orientation 3D
favorable au déroulement de la réaction.

Conformation sans ligand Conformation avec ligand structure spécifiquement liée a la fonction:

techniques spectrophotométriques (diffraction aux
rayons X, RMN) : structure 3D
double spécificité: de substrat et de réaction

- Changement de conformation suite a la fixation du ligand
- Ajustement induit



IV. Les protéines : des polymeéres a conformation dynamique essentielle a leur

fonctionnement H H O
H\{ : N
D.LES ENZYMES SONT DES PROTEINES CATALYSANT LES ~ C—OH  Trose prosphate
REACTIONS DU VIVANT o=c\ H—C—OH
CH,0PO52~ CH,0P032-
Dihydroxyacétone Glycéraldéhyde
phosphate 3-phosphate

site

Boucle

>
>
>

Modéle de laTPI Fixation du ligand au site actif de la TPI >

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE

Réaction réversible (oxydoréduction intramoléculaire)
catalysée par la TPl - étape 5 de la glycolyse

= enzyme = macromolécule protéique alors
que le substrat = une petite molécule
seule une petite partie de I'enzyme
intervient dans la fixation du substrat =

Formation de liaisons faibles entre
enzyme et substrat

Généralisation sur le site actif:

Fente ou cavité tridimensionnelle
Part réduite du volume de I'’enzyme
Liaison enzyme — substrat par des
liaisons faibles

Formes complémentaires enzymes —
substrat

Reconnaissance enzyme — substrat

dynamique = adaptation induite
94



DEGRADATION DU GLUCOSE OU GLYCOLYSE (voie d'Embden-Meyerhof)

/ HO-CH, \ CHy

H H
a-D-glucose ruvate] C=0
M H coo
ATP = 170
51 h P Pyruvate-kinase @gl
L] ADP
ADP B
rmiminst oyt i
(P=0-CH, Phngphﬂdnnlpymuam’ E_o_:P-
" H - - 3
. boa
HO OH -
u H H;0
Enolase @
@ llPi‘msplmllero-imnléﬂse EHZDH
1=0-CHarO_CH;0H e
Phospho-glycérate mutase @
OH H
ATP
f [3 Phosphofructo-kinase (H:0-(2
cofacteur 0P - {ron
coo”

\ ATP
P=0-CHa. CHs0=p)
H Fructose 1.6-bisphosphate Phespha;ghieérate Winase l El
ADP
H

HO i
CH,0-P

ﬂlw\
/ \ }]—\P

Euzo-p.- CH:0- P o ”
- g

=0 Triose-phosphate isomérase  CHOH alycéraldehyde 3-phosy

CH;0H CHO

Dihydroxyacétone! IE Glycéraldéhyde @ .
PO NADH +H

NAD®

Mécanisme réactionnel

oA =
Glucose W

Asp 205 catalytique

Mécanisme réactionnel au sein du site actif de l'hexokinase cytosolique



Les protides sont la famille de biomolécules la plus
importante du point de vue quantitatif et
fonctionnel

Les protides incluent :
Les acides aminés
Les peptides (oligo-, poly-)
Les protéines

Les peptides et protéines exercent une grande
diversité de fonctions au sein de la cellule ;ils
sont centraux dans le fonctionnement
cellulaire.

Ce sont des polymeéres d’acides aminés.

Leur structure est complexe, modulaire et
dynamique.

Il y a 4 niveaux d’organisation; a chaque niveau,
de nouvelles propriétés apparaissent (inexistantes
au niveau inférieur).

- Notion d’émergence

Acides aminés

Structure
primaire

JdsHzHaHzHzHsHsHs!

B 7 ;\L Structure

= . Structure

tertiaire

Structure

quaternaire

Peptides
Protéines

@ Structure

(D 3 ,
Réserve

C Catalyse

(enzyme)

C@> Transport

751 Mouvement

Défense



Les protéines

BILAN GENERAL

Role structural Role fonctionnel (énergie, information)

Liaison a TADN (ex : histones) Enzymes du métabolisme (ex : ATP synthase)

Composants du cytosquelette (actine, myosine) Echanges transmembranaires (ex : aquaporine)
Jonctions cellulaires (ex : intégrines) Récepteurs de molécules informationnelles (ex :

récepteur a l'insuline)

Matrice extracellulaire (ex : collagene) Molécules informationnelles (ex : insuline)

Molécules de transport (ex : hémoglobine)

Place des protéines dans la cellule
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NOBELPRISET | KEMI 2024
THE NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY 2024

DES PROTEINES AU CEUR DE
LUACTUALITE SCIENTIFIQUE: NOBEL 2024!

David Baker: résolution du probleme « inverse »: partir de la
fonction recherchée d’une protéine pour retrouver la structure
tertiaire et donc la séquence primaire et ainsi la synthétiser

» Applications nombreuses: ex enzyme dégradant le plastique

= Demis Hassabis et John Jumper: développement du logiciel
AlphaFold au sein de société Google Deepmind

» Apprentissage automatique par réseaux de neurones artificiels:

v" 20 000 protéines dont la conformation est révélée par
cristallographie aux rayons X

v" 200 millions de conformations proposées par AlphaFold par
prédiction de structure

Demis Hassabis (1976-)

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE John Michael Jumper (1985-) .
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Les protéines dans une CAP
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Interactions et protéines dans un entérocyte




SUJETS D’ORAUX

= Les protéines des molécules dynamiques

= Les polymeres séquencés

=  Niveaux d’organisation des protéines

= Les interactions acides nucléiques — protéines
= Qu’est-ce qu’une protéine!

= La structure des protéines

= De la séquence a la fonction des protéines

= Des acides aminés a la protéine fonctionnelle

= La conformation des protéines: origine et conséquences
= Les changements de forme des protéines

= Les protéines et leurs ligands
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EXERCICES : ETUDE DES PROTEINES




ELECTROPHORESE EN CONDITIONS NATIVES : HBA ET

HBS

Ligne des dépdts
HbA

HbS +

HbA + HbS

HbS est plus chargé négativement qu’HbA

GLU - VAL
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ELECTROPHORESE EN
CONDITIONS DENATURANTES

116
Analyse électrophorétique d’une molécule purifiée en présence 974
ou en absence de B-mercaptoéthanol 80
Les mémes échantillons ont été soumis a séparation - - :: 75-80
électrophorétique sur gel de polyacrylamide (7,5 %)- 66

bisacrylamide (0,2 %), apres dénaturation par du SDS, en
présence (A, B, C) ou en absence (D, E) de B-mercaptoéthanol.
Le gel est coloré au bleu de Coomassie.

Colonne A : marqueurs de masse moléculaire ; colonnes B et 45 '
E : DBH (dopamine-B-hydroxylase) purifiées a partir de
phéochromocytomes de rat ; C et D : DBH purifiées a partir ;
de phéochromocytomes humains. i

A B C D E
Dr Caroline Benlot, service BioMédia
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FIGURE 4-37 Formation of disease-causing amyloid fibrils. {(a) Protein
molecules whose normal struciure includes regions of @ sheet undergo
partial folding. In a small number of the molecules, before folding is
complete, the B=cheet repions of ocne polvpeptide associate with the
same region in another polypeptide, forming the nucleus of an amyloid.
Additional protein molecules slowly associate with the amyloid and
extend it to form a fibril. {b) The amwyloid-2 peptide begins as two
te=helical segments of a larger protein. Proteolyvtic cleavage of this larger
protein leaves the relatively unstable amyloid=8 peptide. which loses its
te=helical structure. 1t can thenm assemble sfowly intc amyboid fibrils
(c), which contribute to the characteristic plaques on the exterior of ner-
vous tissue in people with Alrheimer disease. The aromatic side chains
shown here play a significant role in stabilizing the amyloid structure.
Amyleid is rich in B sheet, with the @ strands arranged perpendicular to
the axis of the amyboid fibril. Amyloid-3 peptide takes the form of two
layers of extended parallel 8 sheet. Some amyloid-forming peptides may
fold to form left=handed B-helices (see Fig. 4=22).
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MNormal

Alzheimer

disease
Figure 59-9 Overt pathological changes in the brain of brain photos from B Anderson, University of Alabama at
individuals with Alzheimer disease. \When compared to Birmingham, Department of Pathology; brain slice photos from
age-matched normal brains, the brain of an Alzheimer patient A, C. McKkee; all reproduced with permission.)

displays marked shrinkage and ventricular enlargement. (Whole



Biomol 7. Les protéines
5 B

Il. Structure tridimensionnelle des protéines

B.SSTRUCTURETERTIAIRE
3. Repliement (= folding)

Diversité des interactions entre chaines latérales des résidus d’une chaine polypeptidique

Apolaires Interactions hydrophobes et liaisons de van der Waals entre radicaux alkyl  Ala,Val, Leu, lle,
Phe
Polaires Neutres ou non chargés Ponts disulfures entre groupements sulfhydryle -SH Cys
Liaisons H entre fonctions hydroxyles -OH Ser, Thr, Tyr
ou amine et fonctions cétone GIn,Asn
Chargés positivement (basiques) Lys,Arg, His
Liaisons ioniques (charges opposées)
Chargés négativement ou Asp, Glu
(acides) Répulsions électrostatiques (charges de méme signe)
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I e —
I1l. Interactions des protéines avec d’autres biomolécules

3. Généralisation: la notion de site actif

* Pour agir, ’enzyme (grosse molécule) Fonctionnement du lien enzyme-substrat
interagit avec son ligand (petite molécule)

Les surfaces des molécules

A et B et C correspondent

peu et ne permettent la formatio~
gue de quelques liaisons faibles
les mouvements thermiques

les rompent rapidement

» Site actif : zone de I'enzyme ou a lieu

I'interaction enzyme-ligand. 7
v' Cavité ou fentes hydrophobes ‘
v' Petite taille
 Deux paries:

* | site de fixation
* | site de catalyse
v" Faites d’AA éloignés dans la séquence

)

o

Les surfaces des molécules

A et D s'adaptent bien et peuven:
ainsi former suffisamment de
liaisons faibles pour résister aux
secousses thermiques ; elles rest=—
donc reliées |'une a l'autre

8
/ 7
«

* Llinteraction enzyme-ligand se fait via de

multiples liaisons faibles
- Complémentarité
- Spécificité

* Linteraction enzyme-substrat est dynamique
- Ajustement induit

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE 1o
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I1l. Interactions des protéines avec d’autres biomolécules

, N-LINKED GLYCOSYLATION O-LINKED GLYCOSYLATION
B. PROTEINES ET GLUCIDES protdnbackbone proteibackbone
'
* Glycosylation : ajout d’'une chaine glucidique G=0 Asparagine
sur une protéine par liaison covalente HoH,c
H 0 R O
H N-acetylglucosamine (
. ’ . OH H
* Deux types de glycosylation des protéines : [‘) v 8 /
v N-glycosylation (sur Asn) dans le REG (et | : B i
G I ) / I side chain
o gl . . remainder of
v O-glycosylation (sur Ser,Thr) dans le Golgi oligosaccharide side chain
Diversité des rdles des protéines O-glycosylées
* leferents types de mOIeCUIeS Obtenues Selon Caractéristiques Réles et propriétés biologiques des glycoprotéines
le ratio de masse proteine/glucide Solubilisation des protéines transportées dans le
v protéine > glucide 9 glycoprotéine ;T;Iilerls.lnl-l;terleur (sérumalbumine, hormones hypophy-
v PrOtéine < gIUCide 9 PrOtéOglycane Caractére polaire des oses Lutte contre|la déshydratation grace au mucopro-
téines du mucus (amphibiens, mollusques terrestres.)
A . .. Macromolécules hydrophiles formant un gel hydraté :
i Role des gl)’COS)’latlonS PI'OtelqueS : ex. collagéne des matrices extracellulaires animales
v Structuration de la protéine Bllusices nambpelie ansailia Réle protecteur par diminution de I'accessibilité aux

v" Solubilisation et/ou hydratation (gel)

. « N e ore o Oligosides flexibles, occupant un gros volume
v Protection vis a vis du milieu extérieur 4 bl

protéases ; ex. : protéines des lysosomes

Aide a la stabilisation de la structure Ill des protéines
(reconnaissance par certaines chaperonines)

v Reconnaissance o - _ Réle important dans les mécanismes de reconnais-
Grande variabilité de composition et de degré  sance cellulaire : molécule de type CAM, cadhérines

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE de ramification des chaines U"gDSidiquES

Adressage intracellulaire Il



l1l. Interactions des protéines avec d’autres biomolécules

C.PROTEINES ET LIPIDES

Lipoprotein Structure

Peripheral Apoprotein
(A, CorE)

Les protéines peuvent étre associées a des lipides...
v' ... de la membrane plasmique via des ancres GPI

v' ... libres au sein de lipoprotéines
Cf. Membrane |

Roles des lipoprotéines
* Transport des lipides (hydrophobes)
dans le sang (hydrophile)
* Adressage aux cellules

Composition des lipoprotéines :
v Acyl-glycérol (TAG, DAG, MAG)
v" Phospholipides
v Cholestérol Structure d’une lipoprotéine

Cceur hydrophobe (stérides, TAG)

Enveloppe de phospholipides + cholestérol

Apoprotéine structurale

v' Esters de cholestérol (stérides)
v Apoprotéine (différents types)

BCPST - ENCPB - STEPHANIE DALAINE 2



Biomol 7. Les protéines

I e —
l1l. Interactions des protéines avec d’autres biomolécules

C.PROTEINES ET LIPIDES

Différents types de lipoprotéines et leurs roles :

Transport des lipides alimentaires sous forme de
chylomicrons vers le foie et les autres tissus (1).

Le foie produit des VLDL (2) qui cédent leurs triacyl-
glycérols et deviennent des LDL (3) lors de la circu-
lation entre les tissus.

Ces derniers capturent les LDL (4). Les HDL retrans-
portent le cholestérol des tissus (5) vers le foie (6).

(D -

: . monocouche de
'I'{ phospholipides
G .

chyiomrcrons

(M

cholestérol estérifié
(1500 molécules environ)

cholestérol non estérifié
(500 molécules environ)

apoprotéine B
—10-12mmes 71 - ENGEY OFganisation d'uie/particule de LDL

Types de lipoprotéines

HDL (high densité LP) +++ (70%) +

LDL (low densité LP) ++ +++
VLDL (very low density LP) + +++
Chylomicrons _(1%) +4++

FOIE

/ T«»

LDL

®) l @)

AUTRES
TISSUS

(b) Transport du triacylglycérol et du
cholestérol au sein de I'organisme

J. Segarra
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2. Protéines Gs

La PKA (Protéine Kinase A)
est un effecteur activé par '’AMPc

(via phosphorylation de Ser/Thr)

Structure :

v' 2 catalytiques (activité kinase)

inactive

PKA 4
ne w4

Structure et régulation de la PKA (in aiberts)
cyclic AMP

Og
.. \\\llf//

AL <.

regulatory inactive

subunit

complex of
cyclic AMP and
regulatory subunits

catalytic
subunit

active catalytic
subunits

v' 2 régulatrices (inhibent I'activité kinase)

4 AMPc se fixent sur les s.u. régulatrices

—> changement de conformation

—> libération des 2 s.u. catalytiques (activées)

Les s.u. kinases activées peuvent agir :

v’ dans le cytoplasme
—> cascade de phosphorylation
v" dans la noyau

—> régulation de I'expression des gé

BCPSTI- ENCPB - STEPHANIE DALAINE

S

inactive A-kinase

GLYCOGEN

Voie de signalisation |
de la dégradation du glycogene
dans les cellules du muscle squelettique (in anerts)

GLUCOSE 1-PHOSPHATE

GLYCOLYSIS

A Y ’
I:\

IRégulation de genes par la PKA

(in Alberts)
activated
adenylyl cydase
> slgnal molecula activated o
suburit of
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NUCLELUS
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D. RECEPTEURS COUPLES A UNE ENZYME

* Fonctionnement :
v’ Liaison de EGF = dimérisation et
phosphorylation croisée du récepteur
v’ Fixation d’effecteurs sur Tyr-P qui active une
petite protéine G cytosolique (Ras)
— Cascade de phosphorylation

2. Exemples de récepteurs a activité Tyr kinase

Récepteur a PEGF

* EGF (epidermal growth factor) :
protéine, facteur de croissance

Fonctionnement du
récepteur a 'EGF

EGF
receptor

Extracellular
domain

Y
bdbbbddandad

Intracellular
domain

AR
TR TR

U P Ras GDP 4 ctivated
Sos5 Ras

4

Cascade de
phosphorylation
(voie des MAP kinase)
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Voie des
MAP
kinase




D. RECEPTEURS COUPLES A UNE ENZYME

CLINICAL INSIGHT

Some Receptors Contain Tyrosine Kinase Domains Within Their Covalent
Structures

Some growth factors and hormones—such as epidermal growth factor (EGF),
platelet-derived growth factor, and insulin—bind to the extracellular domains
of transmembrane receptors that have tyrosine kinase domains within their
intracellular domains. These receptor tyrosine kinases (RTKs) signal by
mechanisms quite similar to those described for the pathway initiated by the
growth-hormone receptor discussed in the preceding subsection. Humans
have 58 known genes encoding receptor tyrosine kinases. Mutations in these
receptors cause a range of pathologies, including arteriosclerosis, cancer,
inflammation, and type 2 diabetes.

Consider, for example, epidermal growth factor, a 6-kDa polypeptide that
stimulates the growth of epidermal and epithelial cells by binding to the
epidermal-growth-factor receptor, a single polypeptide chain consisting of an
extracellular growth hormone binding domain, a helix that spans the mem-
brane, and an intracellular kinase domain. The receptor is monomeric and
enzymatically inactive in the absence of the growth factor. The binding of EGF
to its extracellular domain causes the receptor to dimerize and undergo cross-
phosphorylation and activation.

How is the signal transferred beyond the receptor tyrosine kinase? A key
adaptor protein, called Grb-2, links the phosphorylation of the EGF receptor
to the stimulation of cell growth through a chain of protein phosphoryla-
tions (Figure 13.15). On phosphorylation of the receptor, Grb-2 binds to
the phosphotyrosine residues of the receptor tyrosine kinase. Grb-2 then
recruits a protein called Sos. Sos, in turn, binds to Ras and activates it. Ras
is a very prominent signal-transduction component that we will consider
shortly. Finally, Ras, in its activated form, binds to other components of the
molecular circuitry, leading to the activation of the specific protein kinases
that phosphorylate specific targets that promote cell growth. We see here
another example of how a signal-transduction pathway is constructed. Specific
protein-protein interactions link the original ligand-binding event to the final
result—the stimulation of cell growth.

BCPST |- ENCPB - STEPHANIE DALAINE



BILAN

* |l existe 3 types de récepteurs

membranaires :
v Récepteur-canal
v Récepteur couplé a une protéine
G (Gs, Gq, Gi)
v Récepteur couplé a une enzyme
(intrinseque ou extrinseque)

* Ces récepteurs réalisent la
transduction du signal et induisent (en
genéral) une voie de signalisation
intracellulaire.

* Pour que le signal soit efficace, il
doit étre bref
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signal molecule —__ H
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Deux grands types

de récepteurs
(in Alberts)

Récepteurs

* Les récepteurs sont spécifiques de leurs
ligands (molécule signal) car leurs formes
sont complémentaires

* On distingue 2 grands types de
récepteurs, selon la nature de la molécule
signal :

v Molécule hydrophile (hydrosoluble)
—> récepteur transmembranaire
v Molécule lipophile (liposoluble)
—> récepteur intra-cellulaire

* Parmi les récepteurs transmembranaires,
3 grandes catégories :
* Récepteurs-canaux
* Récepteurs couplés a une protéine G
* Récepteurs couplés a une enzyme
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Récepteur Récepteur

transmembranaire intracellulaire

small, hydrophobic
/5|gna| molecule

plasma membrane
cell-surface

receptor protein // 2 target cell
\ carrier protem
hydrophilic sfgnalK/‘\

molecule target cell nucleus

intracellular receptor protein

Trois catégories de récepteurs transmembranaires (in Aers)

Récepteur-canal Recepteur couple a une
enzyme
.':? ions Molécule signal
en dimeére
F R signal molecule
:| plasma
membrane Récepteun
y &7
Jo e
Domaine

Récepteur couplé a une protéine G

enzymatique actif
signal molecule

Récepteu
i3
Enzyme

[ " ]

Protéine G e



Biomol 3. Les acides aminés
]

Ill. Les acides a-aminés ont des propriétés physico-chimiques diversifiées

B. PROPRIETES CHIMIQUES (1/2),

pHA

Propriétés acido-basiques

Les équilibres d’ionisation permettent de définir les pK,
caractéristiques de chaque acide aminé.

A* + H,O < A* +H,;0"

(1) K, =[H;0°] [A%] /[A*]

pK1=-log K, (relatif a COOH)

H,0+A* < A +H;0"
(1) K,=[H;0"] [A]/[A%]
pK, = -log K, (relatif a -NH,)

Exemple de l'alanine :
At oAt A
Zone isoélectrique

Lorsque la concentration en cations est égale a la
concentration en anions, on peut alors écrire d’apres les
équations (1) et (2) : a écrire au tableau

(1) [A*]=[A*] [H30*] /K,

(2) (2) [AT=K, [A*]/[H;07]

=  Dans ces conditions [A*] = [A] conduit a [H;0%]* = K;K;
On définit alors e pH isoéléctrique, pHi = (pK, + pK,)/2

At/A*. AT

At [A A

141
121

»

AA pKl pK2
Gly 2.4 9.8
Val 2.3 9.6
Ser 2.1 9.2
Phe 1.8 9.1
Asp 2.0 10.0
Glu 22 9.7
His 1.8 9.2
Cys 1.8 10.8
Tyr 2.2 9.1
Lys 2.2 9.2
Arg 1.8 9.0

équivalent

119



