SVD - Organisation fonctionnelle des molécules du vivant

Chapitre 5 — Les grandes familles
biochimiques :
acides amines et potéines




Les protéines, constituants des étres vivants

Pour 100 g mm

Moule 64,3 23,8

Radis 94,2 5 0,1 0,7
Courgette 94,4 4,1 0,3 1,2

Graine de Lentille 68,6 20,8 0,5 10,1
Muscle de poisson 71,9 0,1 10,0 18
Muscle de boeuf 76 1 3,0 20

Cervelle (veau) 78,3 0,6 9,6 11,5
Foie (veau) 69,4 1,6 4,0 25

Les protéines sont plus abondantes dans les tissus animaux et

certains organes de réserve des végétaux.
Source : ANSES



1. Les acides aminés, unités de
base des protéines

1.1. Une grande famille aux propriétés diverses



Les acides aminés, molécules azotées chirales

R Formes L dans les cellules

COOH
H NH,
CH, CH,
(o) ; o
Q‘OH ; }OH
NH, a”nuz
(W ' L-Alanine D-Alanine

Isomere L Isomere D

Sources : https://culturesciences.chimie.ens.fr/thematiques/chimie-organique



Titration d’un acide aminé : I’alanine
NH,

Animation 2 |
Mise au point sur le pKa AHY =A~ :
CH,-CH-COO

pKN _9,7
Un acide est une espéce chimique
capable de fournir un proton H*.

Une base est une espece chimique

capable de capter un proton H*. 60 B |
CH;-CH-COOr
AH2+= AH+_
NH,* —2,3 pKc
CH,;-CH-COOH
équivale‘nt H* ‘ll OI,S 0 OI,S ‘II équivalent OH"

Source : d’apreés https://rnbio.upmc.fr/sites/default/files/doc/courbel.jpg



Etat d’ionisation des acides aminés

.3 )
-CO,H | Selo
_NH} | -NH,
Valine CO.H | Co; E Co;
\H\ NH? | \(k NH} | \(I\NHz
] ] pKc=2,1 pKr =3,9 pKy=9,8 pH
Apimation |
- e -
NH,* COOH NH,* COO- NH;* COO" NH, COO"
S N 7
(|:H (IZH ICH (IZH
CH, CH, lCHz CH,
I I I
COOH COOH Coo- CoO"

Acide aspartique

Source : https://rnbio.upmc.fr/Biochimie_acides-amines_proprietes3



Une détermination du pHi par électrophorese (1)

Gradient de pH réalisé par fixation d’ampholytes de pH
donné sur un gel de polyacrylamide.

(-) apoyped
(+) apouy

Gel de polyacryamide

Ces ampholytes peut balayer un domaine de
pH(gamme large: 3-10,

Source : https://fsnv.univ-setif.dz



Une détermination du pHi par électrophorese (2)

Migration du mélange d’acides aminés dans un champ électrique
(A)

Low pH :_,_';,:)*i 3 & ; - 9 ¢ High pH
(.|.) = - + = > * —> (—)

(B)

Low pH High pH
(+) (=)

Les acides aminés ont des pHi différents.

Source : Freeman, Biochemistry, 6¢™e édition



Des groupes d’acides aminés aux propriétés semblables

B
— H — CHj s — CH,— CO — NH, —(CH2)2— O — NH2
Glycine Alanine CHy Asparagine Glutamine
Rl CHZ— CH— CH Valine
I \ NE
HN NH Y%
i o —{CH ) Ne, —(CH,)— NH —C CH,— CH,
H 2°3 / \
S s - P NH CH CH
L A 2 \
Histidine ysine . e 2| =< n— T~ COOH
H
NH
CH
Phénylalanine Tryptophane | 3
— CH, — OH = CH— OH — CHZQOH
— CH,— SH —(CH2)2— S— CH3
Sérine Thréonine Tyrosine
Cystéine Méthionine /CH3 CH,
I
— G CH _ _ _
— CH,— COOH — (CH,) ;— COOH 2 i CH—CHy—Chy
. 3 .
Leucine Isoleucine
Acide aspartique Acide glutamique

Source : concours Agro-Véto 2013



Hydrophobicité des acides aminés

résidu B C
Isoleucine 3.1 4.5
Phenylalanine 2,5 2,8
Valine 2.3 4.2
Leucine 2,2 3.8
Tryptophane 1,5 -0,9
Methionine 1:1 1,9
Alanine 1,0 1.8
Glycine 0,67 -0,4
Cysteine 0,17 2,5
Tyrosine 0,08 -1,3
Proline -0,29 -1,6
Threonine -0,75 -0,7
Serine -1,1 -0,8
Histidine -1,7 -3,2
Asparagine -2,7 -3,5
Acide glutamique -2,6 -3,5
Glutamine -2,9 -3,5
Acide aspartique -3,0 -3,5
Lysine -4.6 -3,9
Arginine -7,5 -4,5

Plus le chiffre est élevé, plus l'acide aminé est hydrophobe

Colonne B Weiss et al. (1982)
Faraday Symp. Chem. Soc. 17: 109-120.

Les résultats sont présentés en
kJ.mol'' et représentent
I'énergie requise pour passer de
la phase organique a la phase
aqueuse.

Colonne C : échelle de Kyte et
Doolitle

(modele informatique pesant les
valeurs d’hydrophobicités de
chaque espéce)



Le diagramme de Venn résume les propriétés physico-
chimiques des acides aminés

Petit

Minuscules Proline

Aliphatiques

--Chargés

heégativement

Polaire

; positivement
Aromatiques

Hydrophobe

Source : Livingstone & Barton, 1993



Les 20 acides aminés se distinguent
par leurs propriétés

t

taill
aille TRP

Source : JL. Cuqg, PolyTech Montpellier



La solubilité des acides aminés

Exemples de solubilité au pHi,
dans 'eau a 25°C

Alanine : 16,7 g.L"
Asparagine : 2,5 g.L"
Glycine : 24 g.L"’
Leucine : 2,3 g.L
Sérine : 25 g.L"
Proline : 162 g.L"

La solubilité dépend de la
nature du radical :
taille
charge
polarité
hydrophobicité
réactivité chimique
aromaticite...




Les acides aminés apolaires

CH,
=T = CH5 — CH/
Glycine Alanine \CH . A
3 (CHZ)Z S CH3
Valine
CH, CH3 Méthionine
~ |
— ¢ — CH— CH.— CH
™ CH 2 3
Leucine Isoleucine
CH, CH
~SN— T~COOH
NH Proline
Phénylalanine Tryptophane

Source : concours Agro-Véto 2013



Acides aminés polaires neutres

Ik
- CH;~— OH —CH—O0OH -— CHZQOH
Sérine Thréonine Tyrosine
— CH,— CO —NH, —(CH2)2— CO — NH2
Asparagine Glutamine
— CH,— SH
Cystéine

Source : concours Agro-Véto 2013



Acides aminés polaires chargés

— CH,— COOH —(CH2)2— COOH
Acide aspartique Acide glutamique
NH
—(CH.) — 4
(CH,),— NH, —(CH,);— NH—C
Lysine Arginine NHz

Histidine

Source : concours Agro-Véto 2013



Des modifications possibles des acides aminés

NH = =
HO cI:oo cl:oo
O *H3N-C-H “H3N'<I3-H
CH CH
HO I ° "
Hydroxyproline > S
H. N 5o P :
‘N—C—C ont disulfure
H <|3H= OH
|

Phosphorylation/O-glycosylation



1. Les acides aminés, unités de
base des protéines

1.2. La liaison peptidique, union des acides aminés



La liaison peptidique

? 0
H3N+—$H—C—0_ - H3N*—$H—C—0'
R1 RZ
Acide aminé 1 Acide aminé 2
W T2 0
H;.,N*—?H— C — l}l — CH—-C—-0-

R, f H

Liaison peptidique

Dipeptide

Source : https://rnbio.sorbonne-universite.fr/Biochimie liaison-peptidique



La liaison peptidique

liaison peptidique

R O . R
(n W |
HoN—CH—C—OH -t HzN—CH—C—OH 5 H2N—CH-£-C—II_\11—:—CH—C—OH + H0
o R, 2 0 iR
acide aminé 1 acide aming 2 dipeptide

Réaction 1 = réaction de condensation se déroulant dans le ribosome,
catalysée par la peptidyltransférase (ribozyme)

; ribosome
A I = Nj 4 Agrinine
Réaction 2 = hydrolyse o _
( Alanine tra
chaine @
polypetidique 1
0“ /‘




Séquence d’acides aminés = structure primaire

Ac. Am. 1 AcCc. Am.2 Ac.AmM.3 AcC. Am. 4
Q| A Q Ra
|
H3N+-(|:H-C—ITI—CH—(:T—N--CH—C—ITJ--CH—(”:—O'
|
R, ¥ OT R, O

Extrémité N-terminale

Liaison peptidique

Tétrapeptide

Source : httos://rnbio.sorbonne-universite.fr/Biochimie liaison-peptidiaue

Extrémité C-terminale



Géomeétrie de la liaison peptidique

Les atomes C, O, N, et H
sont coplanaires.

La liaison peptidique se
comporte comme une
double liaison en raison d'un
o equilibre entre deux formes

O O
||) g e g mesomeriques.
—C—ﬁ— _Cﬁﬁ_
H H

CThiircec * M Sove httn://11nfc rerimec fr et httne://rnhin corbonne-i1iniverc<ite fr/Rinchimie linicon-nentidiaiie



Conséquences de cette géomeétrie

Libre rotation autour des carbones a

aan aan+1 aan+2

plans peptidiques successifs LP: liaison peptidique

Source : httos://rnbio.sorbonne-universite.fr/Biochimie liaison-peptidiaue



Conséquences de cette géomeétrie

Le plus souvent, 'enchainement se fait en « trans ».

3
) ¢

| | I
H N C CH N C
e g
HsN \c \(IZH/ N\n N \CH/
| | |

WO

Sauf pour la proline qui forme une liaison « cis » => coude.

Source : httos://rnbio.sorbonne-universite.fr/Biochimie ligison-peptidiaue

_0‘



Des dérivés d’acides aminés

Tyrosine
Tyrosine
Hydroxylase (TH)l
L-DOPA

Déccrboxylcsel

DOPAMINE

Glutamine

Glufommose\

Glutamate

GADl

GABA

Synthese de dopamine

Synthese de GABA

COOH

F(_<NH2 histidine

HN N

NF
l histidine decarboxylase

NH,

/:(_/ histamine

HN N

N\F

Synthese de I'histamine

Sources : Bruzzoni, UE3 Pharmacologie et Ramesh




Les acides aminés essentiels

AA non essentiels AA semi-essentiels AA essentiels
Sérine Thréonine
Glycine Cystéine — Méthionine
Alanine Isoleucine

Asparagine Leucine
Aspartate Valine
Glutamate Tryptophane
Glutamine Tyrosine — Phénylalanine
Proline Histidine
Lysine
Arginine

Source : https://www.aquaneo-techna.com



2. Les protéines,
des hétéeropolymeres



L’expérience d’Anfinsen  activité catalytique

Native active Inactive ribonuclease,
ribonuclease reversibly reduced SS bridges
mercaptoethanol

and urea

Structure tridimensionnelle
de la ribonucléase HCOOOH

© removal of the
mercaptoethanol
then removal of the

(0)
Inactive ribonuclease, 12 A’
random SS bridges

Inactive ribonuclease,
irreversibly oxidised SS bridges

htto://brussels-scientific.com/?paae id=502



2. Les protéines,
des héteropolymeres

2.1. Les différents niveaux structuraux des
protéines et leurs conséquences fonctionnelles



La séquence, structure primaire

Source : https://spcl.ac-montpellier.fr/moodle/mod/page/view.php?id=3946

Structure des petits peptides
Met-enképhaline : endorphine (neuromédiateur de I’encéphale)
COOH - Tyr - Gly - Gly - Phe - Met - NH,

MSH : hormone stimulant la synthese de mélanine
COOH - Tyr - Val - Met - Gly - His - Phe = Arg - Trp — Asp — Arg - Phe - Gly - NH,



L’hélice a de la kératine a

~® o Une hélice formée des liaisons peptidiques

[ Y _J\ »l'TJ
SlC (N))
@4, 1@
" “( Nﬂ\ /-*}—/'3
H peo=anlsl)
Y e
l\ /.’t\)} o] o~
@~ [\é H) @’.
@
ﬁ' _\ ./. ‘\ e .
( . N L=
\C7 = H
@i

;_* . 3.6 residues/turn r i

4 & * =0.54nm/turn ;. . . P 5

I B les résidus des acides aminés dépassent

VCMN\F@J‘ vers |'extérieur et ne sont pas impliquées
— dans la structure.

\c/
é Sources : http://brussels-scientific.com et http://cmgm.stanford.edu



Kératine et filament intermédiaire

keratine o Intermediate Filament Structure Supercoiled
W‘}} ' ' Sheet
Monomer 8-12 nm

z Filament
Figure 1 et

Tetramer

- kératine a de diametre 0,5 nm

- 2 molécules de kératine a s’enroulent 'une autour de 'autre
(dimere) et se lient par des ponts disulfures

- 2 dimeres forment un tétramere

- 8 tétrameres s’assemblent en long feuillet enroulé en filament

intermédiaire de diametre 8 a 12 nm de diametre
Source : httpo://www8.umoncton.ca/umcm-qauthier didier/bc4223/csq/csq4Cfin.htm!



Les propriétés mécaniques de la kératine

contrainte rearra

Linear
elastic
region

Stress

Elasticité des

Domaine plastique

ngement,des fibres qui coulissent

 J
: Post yield
i region

I
[ Intermediate

' filaments (IFs)
1
I

Yielqregion

Fibers

|

]

—f — — — Matrix
]
]
]

— — —
p— N

hélices a

30%
déformation

Source :J. Mc KITTRICK, JOM, 2012



Séricine et fibroine de la soie

Un motif régulier (Gly - Ala ou Ser)
en brins 3 qui se superposent

Sericine

E‘g Fil d aralgnee
jf) Fibroine
42,9 % de glycine
Y 30 % d’alanine

12,2 % de sérine
Des propriétés mécaniques qui résultent de la structure en
brins B superposés : résistance + extensibilité



Les brins et feuillets 8
Nter

Feuillet plissé 3 © Georges Dolisi

brin 3
Cter Cter
. feuillet
:' - antiparalléle
_ ] e C '
brin B © 5
' Radical

e - - -

) ) Un acide aminé
Proteine : structure secondaire

brin B en zig-zag formé des liaisons peptidiques et carbones anomériques

les résidus des acides aminés dépassent et ne sont pas impliqués dans la structure



Des feuillets orientés

antiparallel

R J—_
\ /
2= eresas Q=)

c\ln ul/cln
\ /

U=0rerensllimZ,

=0
/
J— -

parallel

-----

.

..
.....

Source http://brussels-scientific.com



Les préférences conformationnelles des acides aminés

Structure préférentielle Acide aminé hélice o fevillet B » coude B
Hélice Alanine 1,22 0,20 O, 77
Cystéine 1:T11 0,74 0,81
Leucine 1,30 1,02 0,58
Méthionine 1,47 0,27 0,41
Glutamate 1,44 0,75 0,99
Glutamine 1.27 0,80 0,98
Histidine 1,22 1,08 0,68
Lysine 1,23 0,77 0,96
Feuillet Valine 0,21 1,49 0,47
Isoleucine 0,97 1,45 » o,51"
Phénylalanine 1,07 1,832 0,59
Tyrosine 0,72 1,25 1,05
Tryptophane 0,79 1,14 0,76
Thréonine 0,82 1.201 1,04
Coude Glycine 0,56 0,92 1,64
Sérine 0,82 0,25 1,32
Aspartate 1,04 0,72 1,41
Asparagine 0,20 0,976 1,28
Proline 0,52 0,64 1,21
Arginine 0,26 0,99 0,88

Tendance relative des divers acides aminés & se rencontrer au sein de la structure indiquée. Une
valeur > 1 indique une tendance supérieure & la moyenne, donc une préférence. Ces données ont
été calculées sur un échantillon de 66 protéines.

On remarquera le caractére sui generis de |'arginine, seul de tous les acides aminés & n’avoir pas
de préférence marquée.

Adapté de Hider R.C. and Hodges S.J. (1984) Biochem. Educ., 12, 19-28



Principe du profil d’hydropathie

Rappel :

chaque acide aminé possede un indice d’hydrophobie

Acide aminé

Acide aminé

Acide aminé

Acide aminé

Ala (A) : +1.8 Gln (Q) : -3.5 Leu (L) : +3.8 Ser (S) : -0.8
Arg (R) -4.5 Glu (E) : -3.5 Lys (K) : -3.9 Thr-(Y ) -0.7
Asn (N) : -3.5 Gly (G) : -0.4 Met (M): 419 | Trp (W): -0.9
Asp (D) -3.5 His (H) : -3.2 Phe (F) : +2.8 Tyr (T) : -1.3
Cys (C) : +2.5 Ile (I) : +4.5 Pro:(P) = -1.6 Val (V) : +4.2

Echelle d’hydrophobie de Kyle et Doolittle

Calcul de la moyenne d’hydropathie de séquences de 11 ou 19 acides

Aminés.

Report de cette valeur sur I'acide aminé central

Source : thése de S. laroum




amin

Score

1

Principe du profil d’hydropathie

ProtScale

output for user sequence

Scor d'hydro'pathie de la séquence dé Hphob. - Kyte 'ﬂ“‘“e

19 acjdes aminés centrée sur ["acide f |
en iti fl A\
2 en position 149 J 1 | [

" ""-...~_.-~..i“ I Rﬂﬂflj \ \ ,E i : .

1| nl '.J 11 ||ru|
- J(J\ A l\ .' if i
h'&'x N‘ ' \ ,1"# I‘
”’n J\J"J \ j { i

Position

Source : thése de S. laroum



L’insertion des protéines membranaires
Une protéine transmembranaire Séqguence d’acides aminés a préférence
oossede au moins une hélice a conformationnelle en hélice a
d’environ 20 acides aminés

hydrophobes (non polaires ou
non chargés).

w

Hydrophobic
Hydrophilic

|

Hydropathy index
o

]
(¥ ]
-
-
-
—
-
-
-

0 50 100 130
Residue number

Glycophorine
une portion transmembranaire

Source : httos://ressources.unisciel.fr/biocell/chap1/co/module Chapl 9.html| et Lehninaer



Les « leucine-zipper »

Potential electrostatic
interactions

//_\
/(g () f
7 %b . RS Leu
\ Hydl(')%e:oblc y > Gly

(=)
b

Hélices vues de dessus

Leu
Leu

Leu

Leu Leu

Potential electrostatic
interactions

Leu Leu

N N
Associations de 2 hélices présentant chacune dans leur séquence une
Leucine tous les 4 acides aminés (donc sur une face).

Source : https://blogs.oregonstate.edu/bb450/



Bilan : la structure secondaire

La géométrie de la liaison gk@
peptidique conditionne la structure (%
b

secondaire de la protéine W
180° q)
~ | _ B-sheet
90°
\
Y e
En fonction de la valeur des deux
— /1 left-handed a-helix I d f I I
il R angles, deux motifs sont les plus
. probables : I’hélice a (droite le
aeE A (°p 207 1 plus souvent) et le feuillet 8

Soirce * httns//www allora com/



Quelques protéines fibrillaires

Cheveu, kératine, hélice «
Collagen,

triple hélice Soie, feuillet béta

anti-parallele

Cells

Intermediate
filament

Protofibril

Protofilament

Propriétés mécaniques de résistance
et +/- élasticité

Source : Stratmann, Institut Pierre et Marie Curie



La myoglobine, hétéroprotéine musculaire

Structure tertiaire = repliement tridimensionnel

Héme a coeur de Fe?*

Protéine a 8 hélices a

Source http://brussels-scientific.com



Le repliement progressif

Energy
transient
compact molten disordered folded

extended sif’ggg‘ar;y globule globule loop protein =
. I Molten globule
[ ——=

Compaction

(G
(=
—;ii &

Native state

Le repliement conduit a la forme la plus stable, celle d’énergie interne minimale.

Source : Stratmann, Institut Pierre et Marie Curie



Les chaperonines favorisent le repliement

nascent/unfolded {/ @
V'S .
protein
chaperones
chaperones
/AN N

>

=

@ intermediates
()

: intermediates

native (kinetically trapped)

—> promoted by ATP-dependent chaperones
—> inhibited by chaperones

aggregates

Source : Balchin et al, FEBS Letters 2020



Les chaperonines catalysent le repliement

Rotel
Synt l:esis @ Efmu"s":t
\ / Amreﬂa‘te /‘
S oo
(slow) @

Unfolded Folded

—_— Systemes Hsp ou Gro

Source : https://physicallensonthecell.org/molecular-machinery



Les ponts disulfures

R R

éH . é Réaction
xydation + -

< = ONg + 2H" + 2e catalysée dans

| | le REG

R

Source : https://monde.ccdmd.qc.ca



L ’ubiquitine : association
d’hélices et de feuillets

Fibronectine a 3 domaines globulaires . . o
2 myosines : globulaires et fibrillaires

Source : https://www.rcsb.org/structure/3MQL



Les enzymes multimériques

Electrophorése de la lactate déshydrogénase
réalisée en conditions non dénaturantes

1 2 3 a4
Pistes 1 : coeur
Pistes 2 : foie
Pistes 3 : muscle
& - - Pistes 4 : rein
o | — - Sp—
- — .-
4 En conditions dénaturantes, deux
— * -—

bandes apparaissent, de masse
moléculaire : 36,7 kDa et 36,9 kDa.

Gel a forte résolution

http://jean-jacques.auclair.pagesperso-orange.fr/lbanque/banq.htm#electrophorese



La dissociation de la structure IV

PKA = protéine kinase AMPc dépendante

LAMPc se lie a la protéine kinase A  LAMPc « libére »
AMPc Les 2 sous unités C

g

Sous unité Sous unité
régulatrice catalytique

Complexe .
Les sous unités R masquent Siiia (it Sous UNTe
le site opérateur de I'enzyme régulatrice-  Catalytique
. ) AMPe active
AMPe Phosphodiestérase
o ® > OO AMP Effets multiples

o O

Il est rapidement dégradé en AMP, inactif
Source : moodle de I’Université de Montpellier



Comparaison Myoglobine - Hémoglobine

100 ' | myoglobine

80 hémoglobine

60

lungs
40

Saturation with oxygen (percent)

20

o

o 20 40 60 80 100 120
mm H
Po, g)

Courbes de saturation comparées : Mb - Hb

Hémoglobine

Source : http://brussels-scientific.com/?page_id=502



. La transition allostérique
I

T state

Forme R

hemes plus accessibles pour O,
Source : https://bloodchemistryblog.wordpress.com



La liaison avec O, modifie la conformation de la
Histidine distale ~ chalne d’acides aminés

%o

heme

Histidine
proximale

R-State

Le dioxygene se lie a I'ion Fe?*
qui est alors tiré dans le plan
de I’heme, ce qui déplace
I"histidine proximale.

L'ion Fe?* au coeur de I’héme
est tiré sous le plan de 'lheme
par I'histidine proximale.

Source : https://monde.ccdmd.qc.ca



L’affinité de I’hémoglobine peut varier

En altitude, nos hématies produisent du 2-3 BPG sous 'effet de |la
diminution de la PO,.
Observons I'effet de ce 2-3 BPG sur le comportement d’Hb.

Tissues Lungs
100 ; : e
' 2,3-BPG L - Sk
C ' 1
o Ny
® Quelle affinite ?
=
©
7]
X
E high E sea
0 ) + altitude ' level
40 100

Oxygen pressure (mm Hg) Source : Moore, University of Sidney



Fixation du 2-3 BPG au coeur de I’hémoglobine

Stabilisation de la forme tendue

Source : Matthews & van Holde, Biochemistry



BILAN : les niveaux structuraux

Gly §¥%
Pro

Source : Stratmann, Institut Pierre et Marie Curie



BILAN : diversité des liaisons mises en jeu

Liaison
hydrogéne
entre chaines
latérales

(COO —OH)

Cter

— Liaison H

entre groupements peptidiques

A e
N
T Lys

e Glu

Liaison

Nter
D

ionique

;l —>
T

C:IE

Liaison de Van
der Waals
i

a

. (NP

D

Pont disulfure

~ covalent
§ Cys

Source : Leliévre, 2018



2. Les protéines,
des héteropolymeres

2.2. Les protéines sont des édifices dynamiques



a) La kinésine, une protéine dynamique

Liaison transitoire avec une tubuline.
Rotation et déformation induite par une hydrolyse d’ATP.

Neck linkers

Motor heads. - g2 : ( P ité
ATP binding sites - Sta S SOUS-,UnI >
RS, £ o o enroulées

....... , T

Source : Korosec & Forde, Physics in Canada, 2017



La kinésine, une protéine dynamique

Rotation et déformation induite par une hydrolyse d’ATP.
Séquence du mouvement.
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Source : Korosec & Forde, Physics in Canada, 2017



b) Le lysozyme, une enzyme

Site de clivage
du lysozyme CH,OH CH,OH

CH,OH

H NH—?{)—-—CH;,,

/
CH3;CHCOO™
NAG NAM NAG

crevasse
du site actif

http://esilrchl.esi.umontreal.ca
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L’enzyme fixe un substrat (ligand) spécifique

Asp101

Trp63 Site deioupure ASn37

Arg114

Coine H i M whe H A H whe H wdu

_AG7, (kJ.mol™)

1 instable

Asn44
Trp62 GIn57

acide aminé impligué dans une
liaison faible avec le substrat
Substrat dans le

site de liaison - Dans le site de fixation, le 4°me

stable

cycle n’est pas stable dans sa
E conformation chaise => il se tord

en demi-chaise et devient alors
réactif



Action du pH sur I’activité du lysozyme

Asp52 a un pKa de 3,5 et Glu35 a un pKa de 6,5.

| Asp52-COOH | Asp52-COO" | Asp52-COO |
oH Glu35-COOH 35 Glu35-COOH g5 Glu35-COO
100
a0 |- pH optimal = 6
3 Asp est ionisé mais pas Glu
F—
560 -
8
%40 -
T20 |
(o 3N TS R S— A
4 5 6 7 8 9

pH of buffer Source : Miyazaki, Fish Pathology, 1998



Mécanisme réactionnel

/. Glu 35 Glu 35
protéine | |

C C
J \\o 0/ \\O Départ

NAM NAG _ NAM N NAG

Asp 52 Asp 52

Nouveau cycle
de catalyse

Glu 35

C
NN
Départ 7N (o)

OH
-
NAM CH—

Asp 52 Asp 52 © Caroline Escuyer



Le site actif

Asp1 01 Trp63 Asn37

SlliES “Argi14
Substrat
Asp52 Asn44
Trp62 i GIn57

Site actif =  site de liaison + site catalytique



La notion d’affinité

Les perméases a glucose : famille de 7 protéines nommeées GluT1 a GIuT7.

£ 0.05-

§ h——a—a—aA —— GLUT3
g 0.041 —e— GLUT1
£ - GLUT4
@ 0.03 = GLUT2
-

S

2 0.021

(<4

2 0.01-

(&)

2 /

G 0.00 : : . . . . .

(=) 0 3 6 9 12 15 18 21

Glucose concentration (mmol/l)

Toutes ces perméases ont une vitesse maximale de 0,44 mmol.min.

Source : Fay et al, Placenta, 2013



La notion d’affinité

Affinite liee au K,
K\ = concentration nécessaire pour une vitesse égale a la moitié
de la vitesse maximale

D-Glucose uptake (mmol/min)
o
o
N

e
o
o

4
o
5

e
o
W

GLUT3 (Ky = 1.4 mmol/l)
GLUT1 (K4 = 3 mmol/l)
GLUT4 (K, = 5 mmol/l)
GLUTZ2 (Kpy = 17 mmol/l)

ARL

L v

3 6 9 12 15 18 21
Glucose concentration (mmol/l)

Source : Fay et al, Placenta, 2013



L’affinité est liée au tissu

GluT1 Intestin, capillaire 3,0
GluT2 Foie, pancréas, intestin 17,0
GluT3 Encéphale 1,4
GluT4 Muscle, tissu adipeux 5,0

La glycémie est de 1 g.L* soit 5,4 mmol.L?2.

Source : Guerre-Millo, 1995, https.//www.ipubli.inserm.fr



GIuT1 et GIuT3 : structure tridimensionnelle

GluT3 avec un maltose lié a la place du glucose GluT1 seul

Source : https.//www.rcsb.org/structure/4ZWC



Une spécificité relative

GluT1 Intestin, capillaire galactose
GluT2 Foie, pancréas, intestin | fructose et galactose
GluT3 Encéphale galactose
GluT4 Muscle, tissu adipeux -

Source : Guerre-Millo, 1995, https://www.ipubli.inserm.fr



La spécificité des protéases a sérine

),

Gly 216 Gly 216 Val 216

(+)

Gly 226 Gly 226 Thr 226

Ser 189 Asp 189
Chymotrypsine Trypsine Elastase

La forme de la poche catalytique, ainsi que sa charge sont dues aux
acides aminés du site de liaison et déterminent la spécificité de
substrat.

Source : Branden & Tooze, 1991



c) Outils de biochimie : la chromatographie d’affinité
~ A m

- o — Q CT

Résine i : : e o
(Gopharses) Ligand Ligand immobilisé

Lavage Elution
- 5 ~
3 [] l.!
RYS .
A m A P o VeVl e
Trois types a-arrinites sont utiisees -
affinité enzyme-substrat affinité ligand-récepteur affinité antigene-anticorps

Source : httos://planet-vie.ens.fr/thematiques/manipulations-en-laboratoire/la-chromatoqraphie



Chargement Fixation Lavages Elution

par compétition
°‘aaV
. L)

pd =
-2

v_>—_’_—<

A 4 >

g
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e

L X/

Fractions de la colonne récoltées

Contaminants M : protéine d'intérét

Protéine d’intérét ™ @: contaminants (autres protéines)
A\ : compétiteur

Ligand

Source : brainstudy.info



c) Outils de biochimie : 'immunodétection

Enzyme couplée a I'anticorps

B. Chemiluminescence C. Fluorescence
Subsatrate
\'I
:’ Light

Pmduct nght

_Q__A__A_

Protéine a détecter

Source : https://monde.ccdmd.qc.ca



Utilisations de 'immunodétection

Sur des tissus Sur des gels d’électrophorese
Anticorps fluorescents Western blot
AQP2 A5 532 :
: il Gel avec
— E — b révélation de
§ = -— = - g toutes les
S _..  Protéines
U ~ — P
£10 um ss 33 % 2
200k— & : Western blot
Anticorps couplés a un fluo- o7 — avec anticorps
rochrome rose ciblé contre — radioactifs anti-
I’aquaporine dans des tubes +s<— B " proteine p47
collecteurs du rein. 31—

Source : Choi et al., Cells, 2020 <hiirce - Simneonn lotirnal of Cell Rioloav 1996



2. Les protéines,
des héteropolymeres

2.3. Les modifications post-traductionnelles



a) Les glycoprotéines : la glycosylation

chaine d’acides

aminés

HO\CHZ CH,OH
OH o H , .

BH H serine O-glycosylation )
H oH H-O-CHz-CH -T) H | |

H HN\/C:O HZO H N(!::

N-acétyl- e
galactosamine
activeé ENZYME = glycosyl- transférase

localisation : appareil de Golgi



O-glycosylation des protéoglycanes

Proteoglycan

oN

C¢OCIRATIEO

Gilc

Gal
Man
GIcNAc
GalNAc
Fuc

Xyl
GIcA
IdoA
NeuS5Ac
Neu5Gc

Longue chaine de sucres
fixée dans I'appareil de Golgi

Glycosaminoglycan

= 3 Q B4<\ 330 [}3‘ g4nﬁ4A_(l468a4. ad_ P4 o ad8Su4, . adey L.

NS NS 2S NS
D

Motif Xyl-Gal-Gal
fixé dans le REG

Source : Kudelka et al., Adv Cancer Research, 2015



Les N-glycosylations

Complex N-glycan

< Sialic acid A Fucose
O Galactose @ Glucose
Bl N-acetylglucosamine © Mannose

(& L '
Common
precursor O
O
&
e
e =N
- —
/N
o=

2) L'appareil de Golgi remanie
spécifiguement, de facon
sequentielle, les chaines de sucres

1) Le REG fixe une chaine de
sucres sur les sites a glycosyler

Source : Marth & Grewal, Nature, 2008



Roles de la glycosylation

e participe au repliement et a la maturation des protéines ;
e renforce la résistance a la protéolyse ;

e permet |la reconnaissance entre cellules ;

e permet I'adhérence cellulaire ;

P-selectin glycoprotein

e permet |'"hydratatior Bgama }
= P-SELECTIN 715§ PSGL—
(r6le de protection) ; omccccccccc:;c WGBS 4
H \ i -* 0.. ‘:.::.::.o.'. l‘:.ﬁ':::
Reconnaissance d’un 2 Cwmmm‘;&;\m J};.,w' i A
globule blanc sur la i tatals '";'Qg\‘_,
surface d’un capillaire c’;"““‘““‘( f""" Tt °.’=.-.'=.‘-=.
avant une diapédése * 7t s0 en | ®
Platelet/ Leukocyte

Endothelal Cell
Source : https://www.researchgate.net/profile/Arnold-Berk/publication/



b) La phosphorylation des protéines

Enzyme non phosphorylée ATP
phosphate Forme inactive
Protéine Protéine
phosphatase kinase
. ADP
Enzyme phosphorylée

Forme active

La phosphorylation augmente I’efficacité
enzymatique d’un facteur 100.

Exemples : la glycogene phosphorylase, les kinases...

(AUGERE B., “ Les enzymes, biocatalyseurs protéiques ”, Ellipses Ed., 2001).



Les effets de la phosphorylation sur la cinétique

Glycogene phosphorylase de forme a
phosphorylée

A cinétique de la GPm forme a
en conformation R

/

/
cinétique de la GPm forme b
en conformation R
>
(Pi)
Glycogene phosphorylase de forme b
non phosphorylée

vitesse

Source : Springer édition



La phosphorylation des protéines change leur forme

Glycogeéne phosphorylase ... souvent par effet de charge

co-facteur PLP

Sérine avec groupement

)

phosphate
Forme b - PEU ACTIVE Forme a - ACTIVE
Forme tendue favorisée Forme relachée favorisée

Source : Kramer - Université de Bordeaux - Unisciel



La phosphorylation des protéines change leur forme

Forme a Forme b
ACTIVE PEU ACTIVE
A2 S o .
W AT
T 2LE
\A,_\
o
résidus

phosphosérine

Phosphorylase a Phosphorylase b

état R, sites catalytiques trés disponibles état T, sites catalytiques trés peu disponibles
© springer ed.



CONCLUSION

Relation structure-fonction des protéines

* Grande diversité de protéines liée a la combinaison des 20 acides
aminés de propriétés physico-chimiques différentes.

* Diversité des formes liées a la géométrie des liaisons, elle-méme
fonction des acides aminés mis en jeu. Ces formes déterminent une
spécificité d’association entre molécules.

Il existe :
- des formes stables avec de nombreuses liaisons internes

- des protéines fibrillaires s’associant en structures stables
- des protéines dont la dynamique repose sur la capacité des liaisons
faibles a se former ou se rompre



