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Les amino acides: formule générale

gr. amine H
Carbone a
l | Ca: asymétrique
H2N — . - - COOH centre de chiralité
| .
Chaine | R gr. carboxyle
laterale

Les aminoacides ont 3 caractéres structuraux fondamentaux:

1= la configurationdu C a

2= la fonction aminoacide: -lonisation des groupements fonctionnels

-Formation de la liaison peptidique

3= la nature de la chaine latérale



La liaison peptidique est plane, rigide et polaire
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Les amino acides: formule générale

gr. amine H
Carbone a
l | S Ca: asymétrique
H2N . __ COOH centre de chiralité
| \
Chaine R gr. carboxyle
laterale

Les aminoacides ont 3 caractéres structuraux fondamentaux:

1=la configurationdu C «

2= |la fonction aminoacide: -lonisationdes groupements fonctionnels

-Formation de la liaison peptidique

3= la nature de la chaine laterale




les aminoacides: la chaine laterale

chaine latérale aliphatique . .
P 9 Chaine laterale aromatique

Glycine Gy G
Alanine Ala A Tryptophane Try W
Valine Val Vv Phénylalanine Phe F
Leucine Leu L Tyrosine Tyr Y
Isoleucine |je |
chaine laterale non cyclique, polaire
Methionine Met M mais non chargée
: Thréonine Thr T
rrome Pro P Serine Ser S
Asparagine Asn N
chaine latérale polaire et chargée Glutamine Gin Q
Cystéine Cys C

acide aspartique asp D
acide glutamique glu E

arginine arg R
K

lysine lys .
histidine his H




Acides aminés a chaine latérale aliphatique
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Acides amineés aromatiques
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Spectre d'absorption

Les radicaux aromatiques de certains acides aminés (Phe, Tyr, et surtout Trp) ont la propriété
d’ absorber la lumiére ultra-violette.

Les ordonnées représentent I’ absorption de la lumiére transmise en fonction des longueurs d’ onde.
L’ absorption 2 280 nm est due principalement aux noyaux phénols des tyrosines, parce que cet
acide aminé est plus fréquent que le tryptophane, qui est pourtant beaucoup plus opaque a cette
longueur d’ onde.

L’ absorption de la lumiére UV a 280 nm est caractéristique des protéines et sert a doser ces
protéines lorsqu’ elles sont en solution dans 1’ eau et qu’ il n’ existe pas d’ autres molécules absorbant
la lumiére UV a cette longueur d’ onde (acides nucléiques par exemple).



Acides aminés a chaine latérale non cyclique, polaire mais non

chargée
-Fonction hydroxyle:

-Fonction amide

responsable de la polarité

réactif 0o NH2
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Acides aminés a chaine latérale polaire et chargée
-Basiques: la protéine a une charge positive a pH neutre

H
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Classification des acides amines

Structure a pH 7,0 des 20 acides aminds classiques, Groupes —R hydrophobes (non polaires)

avec leur nom et leur albwréviation 24 une et a trois coo®
lettres. On les a groupés selon la polarité de leur D |
chaine latérale et on a ensuite classé les chaines COOe HyN—C—H
polaires en neutre, basique ou acide. COOe t ]
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Hierarchisation de la structure des protéines
La structure des protéines est decomposée

= caracterise par ¢
Gr fonctionnels: P

ionisatiqnir < Struc primaire= séq des aa
rops ues o
PYERSRREE consiste en J¢ conduita
Helices-a < Struc secondaire=

Feuillets p 2 o—
Struc non répétitive réarrang. regulu_et des aa
dans la struc prim

Struc supersecondaires

t conduit a CONfPrm -—
Struc tertiaire= forme 3D Nafive
de la chaine repliée J

¢ peut conduire a

Struc quaternaire= assembl de
plusieurs s/u dans la protéines

F. biologique
eCatalysis
eProtection

eStorage
e Structural

eTransport




Structure secondaire: hélice a

(A) (B)

Elévation entre 2 résidus=0.15 nm
Chaque tour= 3.6 résidus
Elévation de chaque tour= 0.54 nm

Cor a lintérieur 9
Chaines latérales a Ponts hydrogenes

I'exterieur : entre NH & CO des
Le pas est a droite unités peptidiques




Liaisons hydrogenes dans une hélice o

0 0
R.\ " R . R H H Risa
S A | D I = S -
N T N e N
H H
H o R«o! H o Rvos )
Myoglobine

protéine globulaire
=>» hélices o

Hélice alpha: Le
groupe NH du résidu
i*4 forme une liaison
hydrogéene avec Ile
groupe CO du résidu i:
i+4 =i




Les ponts disulfures participent a la formation de la structure
tridimensionnelle

0

o
N
e o
G M
wd PLNPLR
s wd ¥
v oxydation s
A La formation des ponts
s +2H* + 2 e e : <
> G - disulfures a partir de 2
5 réduction "Cf" ; cystéines est une
n N réaction d’oxydation
c . " o
4 ';- Le 2- § mercaptoethanol
Cysteine pn casse les ponts disulfures
Structure de l'insuline
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B chain
Phe-Val-Asn-Gin-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu Val- Cys-Gly- Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-The-Pro-Lys-Ala
S 10 15 20 25 30




TECHNIQUES D’ETUDE DES
PROTEINES

. Electrophorese

2. Chromatographie
3. Détermination de la sequence

peptidique



Séparation des protéines sur gel

Electrophorése: déplacement d’une molécule possédant une charge nette
dans un champ électrique

Technique performante pour séparer les protéines mais aussi les ADN et ARN

V= vitesse de migration

E.z E= champ électrique
Vi e Z= charge nette de la protéine
f =coefficientde friction dépend de la masse

et de la conformation de la protéine

Si E est constant, V ne dépend plus que de la charge, de la masse et de
la conformation

/ conditions non dénaturantes
Electrophorese des proteines
\ conditions dénaturantes



Electrophorese des protéines en conditions non dénaturantes

Le point isoélectrique (pl) d’une protéine est la valeur du pH a laquelle le
nombre des groupes chargés + est égal au nombre des groupes chargés -

Si pH < pl, la protéine est chargée +
Si pH > pl, 1a protéine est chargée -

Electrophorése des protéines sériques: a
ph=8.6, les protéines du sérum ont une
charge negative, elles migrent vers le
pole + et s'immobilisent en fonction de
leurs pl

serum normal
Alb

-+ Abala2 Py
Tx

hétérozygote
{ £

Méme si des protéines ont des masses
voisines, elles peuvent étre séparées
si leurs charges sont différentes, Ex
HbA et HbS

Electrophorése a pH basique > pl
=» Hb= charge négative

mi (= fe

HbS
S D

=D -




Chromatographie par échanges d’ions
Les protéines sont séparées en fonction de la charge

Colonne de carboxymethyl- cellulose=

Les billes ont une charge (-} :
colonne échangeuse de cations (+)

Les protéines chargees +
COO- . sont fixées mais pas les
CH2 ( ~m.= _J protéineschargées (-)

I Injection:
|

\—\Q | Tampon avec pH < pl =2
| protéine chargée (+) retenue

Elution :

!
-
’ QQ JQQ‘ -Tampon avec pH > pl =

~ protéine devient chargée (-),

_;31 ' elle n'est plus retenue




Détermination de la séquence peptidique

1) Déterminer la composition en aminoacides du polypeptide

2) Identifier I'extrémité N-terminale

3) La dégradation d’Edman révele l'ordre d’enchainement des aminoacides




Déterminer la composition en aminoacides du polypeptide

hydrolyse du peptide ep 2Nalysedes ami.no‘acides: :
110°- 24 heures- HCI 6N -chromatogaphie échangeused’ions

-spectrometrie (ninhydrine)

Permet de connaitre la composition en acides aminés mais ne permet pas de
connaitre l'ordre d’enchainement, donc ne permet pas de determiner la
sequence primaire




Identifier 'extrémité N-terminale
quel est cet acide aminé ?

Gly — Asp — Phe — Arg— Gly

peptide cible




Identifier 'extrémité N-terminale

Chlorure de Dabsyl quel est cet acide aminé ?
H C
HyC \ H
N N + B o - Gly — Asp — Phe— Arg— Gly
i N - i peptide cible

l marquage du peptide avec le dabsyl chloride

HyC
N N HC
.. 2
M N s0:  \ __Gly — Asp — Phe —Arg— Gly
| 2
H<C hydrolyse dans un tampon HCI 6N
N N HsC
HyC "\ H
N ' 50, \ 0 Phe Gly
Le compose dabsyl-acide 2 /

aminé N-ter est identifié par
chromatographie: alanine

peptide compléetement lyse




Détermination de la séquence peptidique

1) Déterminer la composition en aminoacides du polypeptide

2) Identifier I'extrémité N-terminale

3) La dégradation d’Edman révéle I'ordre d’enchainement des aminoacides




La réaction d’Edman: permet de retirer le résidu aminoacide
terminal sans hydrolyse de tout le peptide

OROZOZOZO N

marquage | >-®-@-O- @G > 1" tour

libération de ¥
I'amino acide 1 @-0-O®06

\

|

marquage D@ > 2° tour

|

libération de
I'amino acide 2 D‘@ /




La réaction d’Edman retire un acide aminé a chaque tour en commencant
par I'extrémité N-ter sans hydrolyse compléte du peptide

phenylisothiocyanate pH=9

0
N -Ca.ttique nucléophile |, ¥ e ; Yo - s
* S. + EJ;C/ R . 0O
Ala Cly
marquage l fragilisation de la liaison peptidique
H H 7 / H H
_-Asp—Phe-Arg -Gly

compose PITC-

protéine H
\J chaine polypeptidique
hydrolyse en conditions / \ raccourcie de 1

acides douces aminoacide mais intacte

PTH-amino acide H H /

S (phenyithiohydantoine) 1
' ' /Asp-—Phe—Arg -Gly

HN

o CH- chromatographie 0



La réaction d’'Edman

La réaction d’Edman n’est pas efficace a 100%. Des fois le composé
dérivé n'est pas libére.

Les peptides ne doivent pas contenir plus de 50 résidus

Solution: couper la protéine avec des produits /enzymes et séquencer les

fragments obtenus
Produit cible

aminopeptidase coté carboxyle de résidu N-ter

carboxypeptidase A coté amine de résidu C-ter sauf
arg, lys et pro

trypsine coté carboxyle de lys et arg

chymotrypsine coté carboxyle de tyr, trp, phe,
leu et met

bromide de cyanogene coté carboxyle de la méthionine




Digestion des protéines alimentaires par les enzymes du pancreas

Tyr Ala

I | A ou B
Chymotrypsine carboxypeptidase
Trypsine Elastase
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