Protéines

- e

Classes protides C,H O N
souvents,
parfois P, Zn, Fe, Cu.

1 ou plusieurs chaines =23 une vingtaine d’acides aminés appartenant a la série L

liés entre eux par des liaisons amides {les liaisons tidi

Acide aminé 1 Acide aminé 2

HH o HH o H
NeeoZ + NG N
IN-?-C\ y ' \O-H ) I
H kR, OH H Ry H

H,O0

Liaison peptidique
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propriétés (fonctionnelles ou physicochimiques)
Classification des protéines

forme tridimensionnelle (conformation)

* Protides non hydrolysables )
Issus des protides hydrolysables dans des conditions bien définies (HCI 6N, 24 h ou plus, 110°C)

* Protides hydrolysables
> Peptides

dipeptides (deux acides aminés)

Oligopeptides ==» nombre d’acides aminés <10
tripeptides (trois acides aminés)....
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Polypeptides ==—==3 >10 mais < 100 acides aminés

Certains sont cycliques (tyrocidine, gramicidine etc).

Acides aminés

Protéines —>» >100 acides aminés
Hydrolyse
Holoprotéines o
Protéines Hydrolyse
—> Hétéroprotéines yeors

-Nucléoprotéines
- Glycoprotéines
- Lipoprotéines....
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Acides aminés
+

groupements

O‘{prosthétiques

- Molécules organiques non protéiques




Fonctions des protéines

- Catalyse ™2 Protéines enzymatiques =3 la +importante classe
- Réserve (ovalbumine de I'ceuf)

- Structure (collagene de l'os...)

- Transport (albumine, hémoglobine...)

- Protection et défense (anticorps, , prots de coagulation...)

- Hormonale (insuline, glucagon...)

Acides aminés

Acide aminé \

Unité fondamentale dans la constitution des protéines

Molécule possédant Y- COOH
- NH,
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Sont au nombre de 20 \

Glycine

Exemple:R=H €

H?
Exepton e pourts ey,

T amnonae
N“‘C
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H~ N

Fonction
amine

%m

Fonction
carboxylique

se distinguent par leur chaine latérale R
(chaine aliphatique, cycle, hétérocycle)

H" “cooH

proline



Les 20 acides aminés

Acide glutamique |[Glu| E
Acide aspartique |[Asp| D
Alanine Ala | A
Arginine Arg | R
Asparagine Asn| N
Cystéine Cys| C
Glutamine Gln| Q
Glycine Gly| G
Histidine His | H
Isoleucine lle | |

Leucine Leu| L
Lysine Lys | K
Méthionine Met| M
Phénylalanine Phe| F
Proline Pro | P
Sérine Ser| S
Thréonine Thr| T
Tryptophane Trp | W
Tyrosine Tyr| Y
Valine Val | V
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Classification des acides aminés

1. Classification en fonction des groupements chimiques présents dans le R

B D N =

Acides aminés a chaine aliphatique simple: Gly, Ala, Val, Leu, lle

Acides aminés a chaine aliphatique alcool: Ser, Thr

Acides aminés a chaine aliphatique soufrées: Cys, Met

Acides aminés a chaine aliphatique diacides et leurs amines: Glu, Asp, Asn, Gin.
Acides aminés a chaine aliphatique diamines: Lys, Arg.

Acides aminés aromatiques: Phé, Tyr,Trp

Acides aminés hétérocycliques: His, Pro.

2. Classification en fonction des propriétés chimiques du R (caractéere polaire)

s N

Acides aminés a chaine latérale non polaire hydrophobe

Acides aminés a chaine latérale polaire non chargée

Acides aminés a chaine latérale chargée positivement (aminoacides basiques)
Acides aminés a chaine latérale chargée négativement (aminoacides acides)
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Titration d’un acide aminé

( NH,CHRCOO™) —

+
( NH ,CHRCOO™ )

8 —
( NH,CHRCOO™)

+
( NH;CHRCOO™)

( NH;CHRCOOH )
=

+
{ NH;CHRCOO™)

0.5 ! 15
Equivalents NaOH
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* Le point d’inflexion du premier segment correspond au pK; (dissociation du premier H*(a
partir du groupement carboxylique): C’est le point de demi-titration de le premiére fonction
acide de l'aa.
* Le point d’inflexion du deuxieme segment correspond au pK, (dissociation du deuxiéme
H*(a partir du groupement amine): C’est le point de demi-titration de le deuxieme fonction
acide de I'aa.

Remarque: Lorsque toutes les charges portées par un acide aminé s’équivalent il atteint
son point isoélectrique (P, ou pH,) a ce pH il est le moins soluble

pH; = (pK; +pK,)/2

Ceci est vrai, quand I'aa ne posséde aucun groupement
acide ou amine supplémentaire dans son R
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3. Classification des aa en fonction du systeme de transport a travers les membranes

Leur systeme d’incorporation nécessite 4 systemes de transport = 4 classes d’Aa

1. Aa neutres

13 Aa: foncti/on NH, et COOH attachées au méme C (nécessaire pour leur reconnaissance)
\, Ala, Val, Leu, lle, Phé, Trp, Met, Ser, Thr, Cys, Tyr, Asn, Gln

2. Aa dibasigues

3 Aa: 2 fonctions NH, === Lys, Arg, His

3. Aa Hétérocycliques

Leur azote (N) du groupement NH, fait partie d’un cycle =——> Pro, HydroxyPro

4. Aa diacides

2 Aa: 2 fonctions COOH ===  Glu, Asp

Remarque
I’hydroxyproline et I’hydroxylysine de collagéne sont également des Aa rares.
31/10/2016 11



Chez 'homme 8 aa sont indispensables, mais il ne peut pas les synthétiser, sont
apportés par l'alimentation: Leu, lle, Lys, Met, Phé, Thr, Trp et Val.

Remarque
D’autres acides aminés sont rencontrés dans les cellules qui sont des dérivés
de a aa, B aa, 6aa ou w aa.

Exemple CH, - CH,~COOH
8- alanine

NH,

Propriétés physiques des acides aminés

1. Solubilité

- Solubles dans I'eau (faiblement autour de leur pHi)
- Trés soluble en milieu alcalin (formation de sels) et faiblement dans I’alcool
- Leur solubilité dans les solvants apolaire dépend de leur chaine latérale

31/10/2016 12



2. Spectre d’absorption

-La plus grande partie des acides aminés absorbent a une longueur d’onde inférieure a
230nm

- Les acides aminés aromatiques absorbent dans I'UV (vers 280nm) (critére utilisé pour
repérer les protéines en solution)

3. Pouvoir rotatoire

- Les 20 aa possédent un carbone asymétrique (exception faite pour la glycine)
- Doués de pouvoir rotatoire

H‘C’R R‘ ‘H
C
NHS” Ncoor oo SNmL
Isomeére L [somére D

4. Point de fusion )

Tres élevé > 200°C
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Propriétés chimiques des acides aminés

Dues a la présence des groupements COOH, NH, et R quand il comporte des groupements
réactionnels.

1. Réactions dues a la présence de la fonction COOH

1.1. Formation d’ester

T- COOH+R’-OH ---> R- COOR’+H,0

NH;%aa alcool ester

1.2. Formation d’amide (0)

R- COOH+R’- NH,---> R-CH-C-NH-R’+ H,0
I“IZ

amide

NH, 3a amine

1.3. Formation d’amine (décarboxylation)

R- COOH -—-> R- CH, + CO,

Réaction catalysée par les décarboxylases
NH, 33 NH, == — ==
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1.4. Formation d’alcool a-aminé

Par réduction de la fonction carboxylique

NaBH,
R- CH - COOH ---------=- > R-CH-CH,-OH
LiBH,
aa  NH, NH,  Alcool aminé
1.5. Formation de I'aminoacyl t-RNA . L. ,
Fixation de l'aa
K ( H o
Haﬁ---—c!:—cocn— + BEE- \T:; gt Harﬁ—tlz- tllzl—
@ | OH OH @
Amino agid ATPE Aminaacyl-AMP
i O:>.ﬂ.mlnuacyl IRMA

=4

& — (11
|.'._:|
0
|
CI
-+ -

C'%f

0 synthetase
-—lﬂ—l.—
N‘

HCIH

Aminoacyl-AMP tRMA (Tarminal
adenosine)

Amincacyl-1IRNA
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2. Réactions dues a la présence de la fonction NH2

2.1. N-acylation

Réalisé par les chlorures ou anhydrides d’acide carboxyliques.

ﬁ 0
;|CH—COOH+ X_i‘_R’ ----------- > HX + R-ICH—NH—C—R’
aa ™ NH, groupement acyle COOH\ Dérivé N- acylé
X halogéne
anhydride
ester

Remarque:
Si dans une réaction similaire le CO est remplacé par un sulfonyl (SO2) on obtient le

chlorure de dansyl (Cl- SO, — R’ )utilisé pour I'identification des protéines et aa.
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2.2. Désamination

4

R-CH-COOH+ HNO,  -—--—--—----- > R-CH-OH+ N, + H20

¢

aa NH, Acide nitreux COOH

Permet de doser les acides aminés en mesurant le taux de N, libéré par la réaction
(Méthode de Van Slyke).

2.3. Réaction avec les aldéhydes

Permet d’obtenir des composés d’additions (imines appelées « bases de Schiff » avec les aa
aromatiques)

hydroxyméthyl de I'acide aminé.

31/10/2016 17



2.4. Transsamination

La transamination est une réaction de transfert catalysée par des aminotransférases (ou transamines).

le groupe accepteur est I'a-cétoglutarate : Acide aminé + a-cétoglutarate -3 a-cétoacide + glutamate

suivie d'une seconde transamination : Glutamate + oxaloacétate ..y a-cétoglutarate + aspartate

CO0OH
{IiD o COOH COOH
co ’
H—— NH, T I 0 + LH —— NH,
‘ CH, T
CH; CH; CH,
CH,
CH,
COOH
COOH
Alanine o-céto-glutarate pyruvate glutamate

Les aminotransferases (AT) ne peuvent transférer le groupe aminé que par la participation,

dans la réaction, du pyridoxal — 5" — phosphate (PLP), un dérive de la vitamine B6, la
pyridoxine.
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HO c

HiC N

Pvridoxine

Heley
CH-

Heley

\ c »//”// CH
Hz HO E;
HO I e CH“D@ | S . G
i H.C N"fr
HaC M

Pvndoxal - 3'- phosphate Pvridoxamine - 5' - phosphate (PMP)

Coor Coo"
CH, Coor CH,
CH, CH, CH,

HC—NH5" 4+ C=0 4-1 C=0 4 HC—RNH."

=il Halny o

aspartate c-ketoglutarate oxaoacetate glutamate
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2. Réactions dues a la proximité des fonctions COOH et NH,

* Réaction a Ialninhydrine ;
*

Agent oxydant puissant

chauffage
>

2 molécules ninhydrine + aa Composé pourpre =2  NH, libre

NH, substitué

Décarboxylation

aa .
oxydative

Aldéhyde + CO, +NH,

3. Réactions dues a la présence de R

« COOH de Asp et Glu q

*NH, de Lys

* Imidazole de His Identiques a celles portés par Ca
* Grpt Phénolique de Tyr

* Grpt guanidine de Arg
e Grpt thiol de Cys__

=®  Joue un rdle important dans la structure Il et lli
12/10/2015 des protéines 20



4 Ic00H ™ o COOH COOH
2
N,H-C-H ™  N,H-C-H N,H-C-H
I D I I
CH, - SH Metaux CH,-S === S-CH,
Cystéine Cystine

Certains réducteurs peuvent rompre les liaisons disulfures: \

-Béta-mercaptoéthanol
-SDS
-Ac. Performique

Oxydation performique
Cystéine 2  Ac. Cystéique

Remarque:

Le 2-B mercaptoéthanol réduit le pont disulfure pour régénérer les SH. Pour éviter la
reformation d'un pont disulfure, on ajoute de l'iodoacétate ou de I'acrylonitrile qui vont
modifier les groupements SH et empécher la formation d'un pont disulfure.
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|
Exemple: ...-N-CH-

R O 0
RO 0 o [
[ [ -N-CH-C-N-CH-C-N
C-N-CH-C-N | | ]
|| | H H CH;
HCH, H |
S (|:|| 507 | -« residus d’acide cystéique
' +H-C-O0H > SO:-
S acide performique | -
! CH
CH, | ?
| _-N-CH-C-N-CH-C-N- .
N-CH-C-N-CH-C-N-.. 1 |
| | | | HR OH OH
HR O H H
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Oxydation de la chaine peptidique avec l'acide performique
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0
I I
e L
H CH H CH;
| |
S SH
| +2HS-CH,;CH,0H >
Si (2 mercaptoéthanol) iSH
CH; CH; + ICH; COOH = HI+ ...
| | acide iodoacétique
-II‘I-CH- T| SIH N-CH-C-
H O lCH: I!I -:|.!J
-N-CH-C-...
|
H 0
+ T-CH;-CH:-OH
S-CH;~-CH;-OH SH
CH; + HXC-CH-C-N >Hl+ ..-N
-N-CH-C-... acrvlonitrile
H 0

Réduction et alkylation du disulfide

12/10/2015

-N-CH-C-...

H CH; O

S -CH;-CoOr
Derivé S — carboxyl-m éthyl
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—~Peptides

(

Ensemble d’acides aminés liés entre eux par des liaisons peptidiques

Un aa engagé dans une liaison peptidique est appelé résidu

Exemple:
Met devient résidu Methionyl

Tyr devient résidu Tyrosyl

Peptide
H HO I H
~ i1 _I [ ] ] l:ll_ | (/o
B Sl e
gl R1_T_ R o oO-H

Liaison peptidique

12/10/2015
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Propriétés acido-basique

Le comportement acido-basique des paptides dépend de son NH2 et COOH terminaux et
des groupement ionisables rencontrés dans les R, ce qui permet de définir un pK et un pH,

Etude de la structure d’un peptide

* Détermination de la composition en aa (Structure l)
Libération des

Se fait en 3 étapes: Hydrolyse des liaisons peptidiques a3

Séparation et identification des aa libres

Dosage des aa libres

1. Hydrolyse

1.1. Hydrolyse acide (acide fort)
Son dosage permet

» GIn etAsn —> Gluet Asp W I’estimation de GIn et Asn

» Destruction partiel de Ser et Thr

» Destruction total de Trp
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1.2 Hydrolyse alcaline

» Dosage du Trp
> Racémisation des autres acides aminés
» Destruction de Cys, Ser et Thr

1.3. Hydrolyse enzymatique

=2 Endopetidases (trypsine) ou peptidases bactérienne
Hydrolyse rarement compléte

2. Séparation et identification
L'analyse qualitative de I’hydrolysat se fait par plusieurs techniques:

+* Chromatographie de partage
+* Chromatographie échangeuse d’ions
%+ Electrophorése
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Séquence d’acides aminés

1. Détermination de l’'acide aminé N-terminal

1.1. Méthode de Sanger: 2,4-DNFB (DiNitroFluoroBenzéne)

2,4 dinitrofluorobenzéne>| Dérive jaune 5 2,4 dinitrophénylpeptide

peptide DNP peptide)

Milieu alcalin, a froid

Mélange d’aa +,2,4-DNP-aa ,
| -

== Aa N- terminal

12/10/2015
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Méthode de Sanger

(o]
N\ —©
NED o
N
R_ty + \;" N
bo ° /
F o]
|
NH -
R— CH
|
NH

12/10/2015

N, ~©
. ; o
hydrolyse acide N\ R
o \
-c{ +  HN.Cc — COOH
Z;JH
R_ CH

DNP-aminoacide  Acides aminés libres
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1.2. La dansylation

Chlorure de dansyl : marqueur de I'extrémité N-terminal

. whoige . (smeno o
CH; 0a R O NaHCO, CH, R O
ch e DNS-aa

Le DNS-aa est un dérivé jaune clair non hydrolysable en milieu acide.
Le DNS-aa est fluorescent sous U.V. : detection sur plagque CCM.

Remarque: comme dans la méthode de Sanger, le polypeptide est détruit par hydrolyse.



1.3. Méthode d’Edman: phénylisothiocyanate (PTH).

L'avantage de cette méthode est que le PTH-aminoacide est détectable sans hydrolyse,
son identification se fait par chromatographie, ce qui permet d’identifier tous les autres
aa de la chaine de la méme fagon.

m pH alcalin

O.N LS * Hzﬂ'?H'ﬁ'o' — O;N ﬂH-CI}H-ﬁ-O' + HF
(2] R O NaHCO, R 0O
NO, NO,
DNP-aa
| J
Composé jaune
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1.4. Méthode enzymatique

Exopeptidase comme la leucine aminopeptidase. Agit mieux si l'aa

N-terminal est
apolaire.

Remarque: Avec pro en position N-terminal il n’y a pas de réaction.

2. Détermination de l'acide aminé C-terminal

2.1. Réduction par LiBH, ou LiALH,

E; O R: O Rz
|l | |
N-C-C-N-C-C-N-C-COOH + LiAlH, -
|| | |
H H H H H H
R1 0 R1 0 R.3 Rl.ﬂ
|l |l I hydrolyse acide |
N=C=C=N-C=-C-=N-=C-CH;OH = H:N--C-COOH
1 I I |
H H H H H H H
R;

+ HiN"-C-CH:OH (résidu C-terminal sous forme d alcool aminé).
H
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2.2. Hydrazynolyse

Toutes les liaisons peptidiques rompues, les aa convertis en dérivé hydrazide a
I’'exception du aa C-terminal (le seul qui pourra étre identifié)

141

- N-C-C-N-C-C-N-C-C

H H

o)
|

H H

H3N

12/10/2015

O Rz O Ry O Rs O
I |l |l |l
~-N-C-C-N-C-C-O
| | |
H H H H H H
_|_
NH-> - NH, ii1o00°C

\ Seul identifiable

o I/ Aa C-terminal
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2.3. Méthode enzymatique

Carboxypeptidase (exopetidases) spécifique des aa-C-terminaux (les détache les uns apres les
autres)

4 carboxypeptidases > A,B,CetY.

 La carboxypeptidase A hydrolyse la liaison peptidique du c6té C-terminal de tous les acides
aminés a I'exception de : Pro, Arg et Lys.

* La carboxypeptidase B hydrolyse la liaison peptidique du c6té C-terminal de I'arginine et la
lysine uniquement.

* Les carboxypeptidases C et Y hydrolysent la liaison peptidique du c6té C-terminal de tous
les acides aminés.
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2.4. Hydrolyse partielle des chaines polypeptidiques

Apres identification de I'aa N-terminal et de I'aa C-terminal, le polypeptide est coupé en
peptides de quelques acides aminés par des enzymes spécifiques (fragmentation)
Les fragments peptidiques sont ensuite analysés par les méthodes mentionnés avant.

Cette hydrolyse peut étre réalisée par voie chimique ou enzymatique

2.4.1. Voies chimiques

> acides dilués

Des liaisons peptidiques entre certains aa sont plus sensibles a cette hydrolyse.

» Bromure de cyanogéne BrCN

Spécifique de la méthionine

2.4.2. Voies enzymatiques (endopeptidases

» Coupure par la trypsine
La trypsine coupe arg et lys du coté C-terminal ’)

Fragments peptidiques ayant arg et lys de leur c6té C-terminal
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Trypsinolyse

¥

nombre de peptides

nombre total d'arg et de lys dans le peptide

4=

fragment peptidique C-terminal du peptide

» Coupure par la chymotrypsine

coupe les acides aminés aromatiques Phe, Tyr et Trp au niveau C-terminal

Aussi hydrolyse les liaisons amides d'autres acides aminés telles que la leucine et l'isoleucine

lllll

» Pepsine du suc gastrique A une spécificité lache

» Thermolysine

Protéase bactérienne hydrolyse les liaisons dans lesquelles la fonction amine est apportée
par Leu, lleu et Val
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» Coupure par la clostripaine (protéase) 4\

coupe au niveau du C-terminal de Arg

» Coupure par la Staphylococcol protéase k)

coupe au niveau du C-terminal de Asp et Glu

Toutes ces méthodes sont suivies de méthodes de séparation telles que: les chromatographies
et les électrophoreéses.
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