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Exercice n°1

On n’a pas besoin de connaitre avec précisiondiesirs des pHi, on sait que celui de Glu est
inférieur a 5 et celui de His est supérieur a 5.
Donc a pH 5, Glu est chargé négativement et Hishesigé positivement.

En électrophoreése a pH5, Glu (-) migre vers I'an@imbgne qui attire les anions), et His (+)
migre vers la cathode (borne qui attire les cajions

Lors d'une chromatographie échangeuse d’anions(+Hlisst élué et Glu (-) est retenu. Pour
éluer Glu (-), il faut baisser le pH jusqu’a unéewa inférieure ou égale a son pHi.

Exercice n°2
Glu-Met-Ser-Lys

Les fonctions COOHR de Glu, Met et Ser, ainsi que les fonctions Nid2 Met, Ser et Lys
sont toutes engagées dans les 3 liaisons pept&apiee peptide. Les fonctions qui sont
accessibles (donc ionisables) sont NH2 Glu, NHZde Lys, COOH de Lys et COOR
de Glu.

La forme la plus acide de ce tetrapeptide est T2+#lus basique est T2-.

En partant de la forme la plus acide et en titp@ntOH, les 4 fonctions ionisables sont
titrées par ordre d’acidité décroissante. Le pliasoyenne des 2 pK qui encadrent la
forme zwitterion :

pHi = 1/2 (pKr Glu + pK NH2 Glu) = 6,96

On trouve le méme résultat en partant de la foarm@us basique vers la forme la plus acide
et en traitant par H+

Exercice n°3

1- Les fonctions qui ne sont pas engagées dans iesrfpeptidiques de ce peptide
sont : NH2 (Glu), COOHu (Ala) et COOHk (Glu). Les pK de ces 3 fonctions sont
respectivement : 9,32 ; 3,12 et 4,25.



(1) (2) (3)
2- T > f > T > T
pKa COOH PKR pKNH2

pHi = (pKaCOOH + pKR) /2 = 3,68

3- La forme neutre de T existe dans les situationgt({2) :
(1) : pH = pko. cooH + log ([T7]/[T™]) = 3,12 + log (20/80) = 2,51
(2) : pH = pkr + log ([T]/[T*]) = 4,25 + log (80/20) = 4,85

Exercice n°4

L’analyse apres hydrolyse acide totale du peptidegePen évidence 6 acides aminés
différents (un résidu de chaque). Sachant que tidlyde acide détruit Trp, on peut conclure
de cette premiére expérience que P contient austoatides aminés (existence de Trp ?)

1- P donne PTH Cys avec le réactif dEdman. Cys egiosition N terminale de P
L’action des carboxypeptidases montre que Argegiosition C terminale de P

2- Latrypsine hydrolyse P en 2 peptides T1 et T2n@sait pas pour I'instant si c’est
T1 qui est en amont de T2 ou si c’est I'inverseidva est sdr que le peptide qui est
en amont se termine par Lys, car la trypsine caypes les acides aminés basiques.

2a- T1 absorbe a 280 nm. Donc T1 contient au maingsidu Trp
T1 donne 3 résidus apres hydrolyse acide totalaésidus aprés hydrolyse
alcaline. Donc T1 ne contient qu’un seul Trp.g2ut signaler au passage que
le peptide initiale contient au moins 7 acide$n&s, car on ne sait pas encore
si T2 contient du Trp.
Le traitement de T1 par le chlorure de dansyltneogue la Cys est en position
Nt de T1. Cette extrémité est la méme que ceilpaptide initial. Donc c’est
T1 qui est en amont de T2.
Séquence connue a ce stade : Cys-aa2-aa3-Lys—Arg

2b- T2 donne 3 résidus apres hydrolyse totalecamidbasique. T2 est donc
constitué de 3 résidus et ne contient pas déojppysane. Le peptide P initial est
donc un heptapeptide (constitué de 7 acides @niné
L’action du chlorure de dansyl permet de conctyue Thr est en position Nt
de T2

A ce stade on peut dire que la séquence de FCgstaa2-aa3-Lys-Thr-aa6-Arg,
avec Trp en position 2 ou 3

3- L’action de la chymotrypsine sur P donne 2 peptidle a hydrolysé la liaison
peptidique située apres Trp (seul acide aminé arque.
Le traitement par le DNFB montre que I'un des @tjples a Val-Lys en position Nt
On peut conclure a ce stade, que la séquencessie: Eys-Trp-Val-Lys-Thr-Asx-Arg.



4-

T1: Cys-Trp-Val-Lys

T2 : Thr-Asx-Arg

Sachant que la résine échangeuse de cationst leBerations et que T2 est élué avant
T1 lorsqu’on éléve le pH, on peut conclure quee$eplus acide que T1 (T2 perd sa
charge (+) avant T1).

La nature des acides aminés de T1 montre qu’'b&sjue. Pour que T2 soit plus
acide que T1, il faut gu’il contienne Asp et nosnA

En conclusion, la séquence de P est : Cys-TrpkysiThr-Asp-Arg

Exercice n°5

O : oligpeptide de 10 cides aminés (décapeptide)

1

3

I'hydrolyse totale de O donne 7 résidus différeBtsnc soit des résidus répétés (0 a
3), soit il existes des résidus Trp (3 au maximgmi)ont été détruits par I'hydrolyse
acide totale.

Le traitement par les carboxypeptidases montrd’gueémité Ct est: ----Tyr-Ala

Le traitement le réactif d’Edman montre que I'erir& Nt est : Tyr-Ala-----
Séquence de O : Tyr-Ala-aa3-aa4-aab-aa6-aa7-aa8idy

L’'action de la trypsine donne A (tetrapeptide) thBxapeptide). Comme pour
I'exercice précédent, on a 2 possibilités : A-BB¥A. Le peptide qui est en amont
est : Tyr-Ala--- ? ---Arg. Il suffit de compareuhe des extrémités de I'un des 2
peptides avec une extrémité de O pour svoir sifjis’de I'ordre A-B ou B-A.

4a- A absorbe a 280 nm, donc A contient du Tree(ll)
L’action du DNFB sur A montre qu’il possede Ghumosition N terminale.
Cette extrémité éetant difféerente de I'extrémitéds O. On en conclut que B est
en amont de A.
A ce stade on peut dire que la séquence est :
Tyr-Ala-aa3-aa4-aa5-Arg-Glu-Trp-Tyr-Ala.
L’action de la chymotrypsine sur A confirme desdées qu’on connait déja.

4b-  L’action du DNFB confirme la position du régidyr.
L’action du CNBr permet de conclure que Met espesition 4 du peptide O
Tyr-Ala-aa3-Met-aa5-Arg-Glu-Trp-Tyr-Ala.

L’action de la chymotrypsine confirme la positioesdésidus aromatiques et libere,
entre autres, un heptapeptide C.

L’action du réactif dEdman sur C libere PTH-Alaip PTH-Thr. On conclut que Thr
est situé en position 3, juste apres Ala. Le aeldle aminé qui reste a caser est Ser.

En conclusion, la séquence de O est : Tyr-AlafVet-Ser-Arg-Glu-Trp-Tyr-Ala



Exercice n°6

1-

Les protéines A et C ont un pHi inférieur a feg€seront chargées (-), donc retenues
par la colonne.

Le pHi de B est supérieur a 7. Elle sera charget(ne sera donc pas retenue.

Pour éluer les protéines A et C, il faudrait fdoeesser le pH au moins jusqu’a 4,2 ou
les 2 protéines seront neutres et ne seront ptasues par la résine.

Les 3 protéines ont la méme MM. Elles seroné&tuen méme temps.

Apres traitement par l'urée 8M les 2 sous unitédderont séparées. On aura donc 2
protéines B et C de méme MM, et 2 protéines A12t& MM égale a la moitié de
celle de B et C. L’ordre d’élution est B,C ensemblesuite Al et A2 ensemble.

Lors d’'une électrophorese sur gel en présence & ®tes les protéines sont
chargées négativement. Elles migrent de la bojne(s la borne (+) et sont selon
leurs tailles.

Le role dup-mercaptoéthanol est de réduire les ponts disadfull n’y a pas de ponts
dissulfures entres les sous unités qui constit@estructure quaternaire (A1, A2). On
obtiendra également une seule bande.

A, B et C ont des propriétés antigéniques diffaentl faudrait donc utiliser une
technique qui fait intervenir les interactions gatie-anticorps : Chromatographie
d’affinité, Immunoblot...

Exercice n°8

Quelle serait la MM de la protéine si elle ne caatequ’un seul atome de fer ?
100 g de A contient 0,35 g de Fe

MM g

--------------- 56 g de Fe

MM = (56 x 100)/0,35 = 16 000 : Masse molaire minimde A

1-

La protéine A est éluée entre B et C de massesm®i@spectives 50 000 et 75 000.
Sa MM est donc comprise entre celles de B et C.

Le nombre d’atomes de fer est compris entre 5@1@0000 et 75 000/16 000

n est compris entre 3,12 et 4,69.

n est un nombre entier, donc n =4

Une molécule de protéine A contient 4 atomes de fe

MM de A : 4 x 16 000 = 64 000
Ordre d’élution des 3 protéines dans une chromapdge d’exclusion : C, A, B

En détruisant les liaisons faible, I'urée 8M permietséparer les sous unités qui
constituent la structure quaternaire d’'une protérans notre cas, I'ultra-
centrifugation en présence d’'urée 8M montre urcprcespondant a une MM de
16 000 (le quart de la MM de la protéine A). Cegngie que la protéine A est
constituée de 4 sous unités de MM = 16 000.



5- L’ultracentrifugation montre que les 4 sous-ungést identiques par leur taille
(16 000).
L’électrophorése montre qu’elles sont différergasleurs charges.
6- Les sous unités sont reliées par des liaisonsekit types Vander Wall'S
Exercice 9:

1- La protéine est constituée par 24,1 % de Lys (ba3i@,3 % de Glu (acide) et 2 % de
Tyr. On peut dire cette protéine est & priori basiq

2- Masse moléculaire minimale : L'acide aminé le maiastenu dans cette protéine est
la tyrosine. La protéine contient au moins un nédigir. Dans ce cas, sa masse
moléculaire serait égale a : (181 x 100)/2 = 9@36st la masse moléculaire minimale

3- Nombre minimal de résidus :

Tyr : Le pourcentage pondéral de Tyr est 2%, lmlre minimal de résidus Tyr est 1
(la protéine ne peut contenir moins d’un résiduo) Ty

Nombre de Glu (8,3 %)

Masse de Glu présente dans 1 mole de T = (9058)4.80 = 751 g

1 mole de Glu pése 147 g

X =mmmmmemeeeee- 751¢g X =751/147 =5,1

T contient au minimum 5 résidus Glu

Nombre minimal de Lys (24,1 %)

Avec la méme démarche, on trouve que T contiembiaimum 15 résidus Lys

4- Ordre d’élution : B, ensuite P et enfin A

5- La masse molaire de P, égale a 9600, est bien tzargitre 5700 et 12600

6- La protéine P étant basique, son pHi est supégigua pH 7, elle sera chargée
positivement. Elle migrera donc vers la cathode.

7- P et P’ sont soumis séparément a une hydrolyske taies produits de I'hydrolyse
sont ensuite analysés par chromatographie bidimenslile (empreinte digitale). La
superposition des chromatogrammes permet de negttéeidence les acides aminés
qui différent entre les 2 protéines.

8- La nature des acides aminés connus qui constilag@nbtéine P (2 + 8,3 + 24,1 = 34,4

en pourcentage pondéral), suggére qu’elle est basiigfaudrait se placer a un pH
basique pour la précipiter.
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LIENS UTILES

Visiter :

l. https://biologie-maroc.com
e Télécharger des cours, TD, TP et examens résolus (PDF
Gratuit)

2. https://[biologie-maroc.com/shop/
* Acheter des cahiers personnalisés + Lexiques et notions.
e Trouver des cadeaux et accessoires pour biologistes et
géologues.
* Trouver des bourses et des écoles privées

3. https://biologie-maroc.com/emploi/
o Télécharger des exemples des CV, lettres de motivation,
demandes de ...

¢ Trouver des offres d'emploi et de stage

inja] f [@lolo]y



https://www.facebook.com/biologiemarocofficiel
https://www.instagram.com/biologiemaroc/
https://www.youtube.com/c/BiologieMaroc?sub_confirmation=1
https://www.pinterest.com/BiologieMaroc/
https://twitter.com/BiologieMaroc
https://web.facebook.com/groups/Biologie.MAROC
https://www.linkedin.com/company/biologie-maroc/
https://biologie-maroc.com/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/shop/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/shop/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/shop/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/shop/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/shop/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/emploi/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/emploi/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/emploi/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/emploi/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/emploi/?utm_source=file&utm_medium=pdf
https://biologie-maroc.com/emploi/?utm_source=file&utm_medium=pdf

	TD1-protéines+solutions.pdf
	Liens Utiles.pdf

