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Aminoacides a chdines latérales

Aminoacides avec chaines latérales

Aminoacides acides

non polaires. polaires non chargées.
(chargés négativement &4 pH 6,0)
Chaines latérales Chaines latérales
" . Chaines latérales
Alanine St Glycocolle —
Ala H o e Gly Acide aspartique
| Coo PM 133 i :
NH, —CHr—fIZ—-EﬂD
A | ‘j:f” I
Valine L i
PM 117 Y I:I: E'“ T{ Ii{
I ; PM 147 C—CH,—CH,+C—C00~
NH; - d r
= E’_H-i:l
Leucine |
Leu
L
PM 131 i -~
U'I;—-—I.II-I--(E]—EDD*
S Aminoacides basiques
Ll P (chargés positivement & pH 6,0)
Illt o Cystéine !
PM 131 | Cys Chaines latérales
G[-I,—[H,—EH--T—I:GD- C ’f ) P
J:H; PM 121 HS—CH,~+C—C00- Lysine
't ? Lys
['I:H—G‘L—-m'ls—ﬂ'l:—ﬂh-*tll—ﬂﬂn-
;T-ﬂ I'-:h et ..' \ E}Tﬂﬁiﬂﬂ - I'_;'_]H:I
PM 115 HC ks B : '
|l |STC00 | pMmis1 '
Hil-. V| S sy i Arginine
E'H S I ﬁrﬁ
i HO -+=C—C00~
o CH, = PM 174 IF'I
: o ;e HyN—C—NH—CH,—CH,—CH,C—C00-
Phénylalanine T Il |
PM 165 H Feiio -
Qﬂh-"é—ﬂﬂﬂ'* Asparagine [
ILH B Aen Histidine (& pH 6,0)
s N His :
~oilTmsan| PM 132 N% | H IFI
"-__-‘-' :-'::_':‘_H':, g _E{:-'?_mﬂ- PM 155 Hll:_—_{l::—m'__']:__m
Tryptophane :“";f"{ff'-,;f-l - HI;*% ..-'NH BH,8
Trp v AT G
PM 204 TJ:‘“"—*F: v _
L @{—U{,—-(}:—Cﬂﬂ“‘ Glutamine S
Y lemiata Gl o
NHa Soas g The
H InIGIEEE  PM 146 NHs L
fCH—CRTC—C00" -
ilies 0 3
Méthionine e et ; e
Met R
‘M I'II s N ==
149 - .
MK CH,—S5—CH,—CH,1C—C00r 5 T
| S i Les symboles a une ou trois lettres et les poias -
NH, i moléculaives (PM) sont aussi donnés.
Les aminoacides sont représentés avec des
groupements a-aminés et a-carboxylés ionisés,
tels quils apparaissent entre pH 6 et 7.



"Courbe de titration de I"alanine. La forme
jorigue prédominante o chague poaint de lo
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Courbes de titration de acide glutamigue,
de la lysine er de Phistidine. Dans chague cas,
le pK* de la chaine latérale est désigné par pKx.
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Valeurs de pk” pour I'ionisation
des fonctions de quelgues aminoacides (25°C)

Spectre d'absorption dans Multravioler du tryp-
rophane, de la ryrosine et de la phénylalanine.

Glutamine

Acide aspartique
Acide glutamigue
Histidine
Cystéine
Tyrosine

Lyzine

Arginine

) Py
pkK; pkK; chaines
a-COOH a-NH;} latérales
2,34 9,6
2,34 9,69 ’
2,36 9,60
2,21 9,15 2
2,63 10,43 2
2,17 9,13 E
209 982 3,8 -
2,19 967 4725 =
1,82 917 ° 6,0 : E‘ Tyrosine
10 107 83 ¢ \/_\
2,20 9.11 " .
218 895 :g.g: g - s
2,17 9,04 12,48 240 260 280

Longueur d'onde {nm)
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DETERMINATION DE LA SEQUENCE DES ACIDES AMINES
DANS UNE PROTEINE,

I- DETERMINATION DE LA COMPOSITION EN ACIDES AMINES.

On hydrolyse toutes les liaisons peptidiques et on analyse
le mélange d’'acides aminés obtenu, par chromatographie sur coleonne

échangeuse d'ions.

On connait alors le nombre de chacun des acides aminés
présent dans la protéine, mais on ne sait pas leur ordre
d’enchainement dans cette protéine.

II- IDENTIFICATION DES RESIDUS N ET C TERMINAUX.
A- RESIDU N TERMINAL.

- On utilise le 1 fluoro 2-4 dinitrobenzéne, qui se fixe sur
1'extrémité N terminale de la protéine sous forme d'un dérivs
Jaune 2-4 dinitrophénol.

- La protéine est alors hydrolyséde.
acides aminés sont séparés. L’acide aminé coloré en jaune est
facilement repéré, et sa position sur le chromatographe indique
sa nature. (On peut le récupérer pour l'analyser).

B- RESIDU C TERMINAL.

Par chromatographie les

On wutilise wune enzyme la carboxypeptidase gui n’hydrolyse
que l'extrémité C terminale de la-protéine. Il faut expérimnter
rapidement pour déterminer gquel est le premier acide aminé libéré

I11 - FRAGMENTATION DE LA CHAINE POLYPEPTIDIQUE,

La protéine est fragmentée
en petites séquences de 10 & 15
acides aminés, et on détermine

_n_?ﬂmn spécifique des chaines polypetidiques

I1V- IDENTIFICATION DES SEQUENCES EN ACIDES AMINES DES FRAGMENTS
PEPTIDIQUES.

Cette identification est faite par la méthode de dégradation
d’'EDMANN. Cette méthode permet, de marquer,et de ne retirer que
le résidu N terminal du peptide, laissant toutes les autres
liaisons intactes.

Le réactif wutilisé {(le phénylisocyanate) se combine & 1la
fonction alpha amine libre du résidu N terminal. Le traitement A
froid du pepetide avec de l'acide dilué retire le résidu N termi-
nal fixé au réactif. Ce complexe est isolé et 1'acide aminé qui ¥
participe est ildentifié.

LLe reste de la chaine qui est demeurde intacte réagit &
pouveay avec le réactif et un nouveau cycle de manipulation est
nécessaire pour isoler le nouvel acide aminé terminal.

Par eéliminations successives du résidu N terminal on
détermine 1l’ordre des acides aminds des petits polypeptides.

¥- CLIVAGE DE LA PROTEINE D'ORIGINE PAR UM AUTRE PROCEDE.

Far la manipulation précédente on connait les séquences en
srides aminés des petits polypeptides mais on ne connait pas
l1’ordre d’'enchainement des polypeptides entre eux.

On recommence alors les opérations III et
utilisant un produit de coupure différent, coupant la protéine
initiale en des points différents. On peut par exemple utiliser
le bromure de cyanogéne qui ne coupe que la liaison peptidique
dont le groupement carboxyle impliqué est celui de la méthionine.

On obtient une deuxiéme série de séquencage de polypeptides.

IV mais en

¥I- DETERMINATION DE L'ORDRE DES ACIDES AMINES DANS LA PROTEINE
PAR CHEYAUCHEMENT DES FRAGMENTS PEPTIDIQUES.

On wva établir la continuité des séquences des acides aminés
en dseterminant les zones de chevauchement entre les deux séries

ensuite la séquence en acides H H H R,
aminés de ces petits fragments. il L
Plusieurs procédés chimigques r#+JﬂIhTL%IMIAV|
ou enzymatiques peuvent atre | | . |
utilisés pour fragmenter la pro- R, O H O
i¢ine. Ils sont tous spécifigues Aminoaside | Amisoacide 2
dans leur action. : a 3
Ex : Fragmentation par la tryp- R hout Liaisons peptidiques scindées
sine qui n’hydrolyse que les Trypsine Aminoacide 1 = Lys ou Arg

liaisons peptidiques dans 1es- Chymotrypsine
quelles les groupements carboxy-

Aminoacide 1 = Phe Trp, ou Tyr

de polypeptides obtenus. Il s’agit ld d’un exercice purement
intellectuel (et ludique).

-RB- Il est parfois nécessaire d’'effectuer 3 clivages de 1la
protéine initiale par trois procédés différents pour obtenir la
succession des acides aminés dans la protéine.

Ex : [Une protéine est constitude de 16 a.a.
Le résidu H terminal est H.
Le résidu C terminal est 5.

les sont fournis =oit par la RepRs Amingaridc.] ._._“.Hh_ﬁw.ﬂ. e Un premier clivage Un deuxigéme clivage
l¥ysine soit par l'arginine. Thermolysiae Amnincicide 2 Bei. T Val donne 5 petits polypeptides donne 5 petits polypeptides

Les fragments sont ensuite
séparés par chromatographie et on
va essaver de déterminer la sé-

quence de chacun d'eux.
i

Bl

Bromure de cyanogéne  Aminoacide 1 = Met

dont on détermine la séquence ﬁwuwmwmmwmrmm SEquences

ous “ S —aEQ
PS { _HTO

U
EOVE dmmwmw
RLA S
HOWT HO>
Quelle est la séquence des a. a. constituant cette protéine 7
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I — determination des a.a. des deux extremites.
@ Identification de I'extremité N terminale.
dinitrofiucrobenzene B

f' se lie sur a.a. N terminal
extremite

N terminale

& — -
AAAAAAAAAAAAAAAAAA

hydrolyse de toute |a proteine

extremite
C terminale

resultat
. L B B B BB B B BN B B BN AN OB BN W OB W N N A W W

tous les a.a. sont separes et le premier est facilement 1dentifie
@ Identification de |'extréemité C terminale —_—

I,f carboxylase

a.a. de 'extremité
s # Cterminale libere.

i1l — découpage de ia protéine en oligopeptides

_~~——Drotéases-=attion spe
4 4 o

la protemne est coupee en petits polypeptides qui sonr separes

IV —determination de ia séquence de chague cligopeptide.

henylisocvanat
'/’_ pheny P & I

Wols traitement

acide
m

C»

1° a.a. detache et
analyse

'/_phényi lsaur:yanatel

L~ traitement
¥y ' acide
O

meme choge avec une
protease dffferente qui
donne des pligopeptides
differents

i
!
}
|
|
I

. . S e R 0 T O e e e O S a0 e e

O»
2° a.a. detache et
analyse !

!
I
I
f
:
I
}
I
I
I
!
i
|

I
!
I
!
!
i

—rf—

¥

idem pour chague
oligopeptide,

Y

etc...'ordre d'enchainement
des a.a. esl ainsi determine
pour |'oligopeptide
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Structure secondaire des protéines.

L'analyse des diagrammes de diffraction des rayons X donnés par certaines protéines fibreuses

comme la fibroine de la soie permet d'imaginer une structure dans laquelle deux polypeptides
antiparalléles, admettant entre eux l¢ plus grand nombre de liaisons hydrogéne possible, s'knscrivent
dans une forme en accordéon. Cette disposition tient compte de la coplanéité des atomes du gron-
pement amide, les résidus R faisant saillie ag-dessus et au-dessous de ces plans.
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Schéma de la structure tertiaire du lysozyme du blanc d'euf de poule, limité & la représentation
duo trajet approximatil de la chaine polypeptidique principale. Elle s'inserit dans un volume réni-
forme mesurant 40 A dans sa plus grande dimension. Elle est visiblement partagée en deux partics
par un sillon vertical médian. A sa dreite on reconnait des éléments de structure secondaire du type
hilice « tandis qu'a sa gauche s'observent deux ensembles plissés en accordéon. Quatre gros
pointillés localisent les ponts disulfure. Les fléches Indiquent le sens de lecture de la séquente,
depuis I'extrémité N-terminale vers I"extrémité C-terminale (d'aprés Phillips, 1965, modifice).
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Schéma des principales liaisons non-covalentes qui participent & la stabilisation de la structure
tertiaire des protéines (d'aprés Anfinsen, 1961).
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Structure secondaire des protéines.

représentation de 1'hélice de type = de Panling. Clest sous cet aspect que se présentent
d'importants secteurs des chaines polypeptidiques dans les protéines globulaires. Comme dans la
figure précédente, on voit que ce modéle admet le plus grand nombre de liaisons hydrogéne possible,
t que les résidas R qui font saillie & 1"extérienr de la spirale ne posent pas de problémes d'encom-
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