BCPSTI, Lycée Hoche

Chapitre I.A.4 : les protéines

Figure 1 : Les 20 acides aminés des protéines
(in Raven De Boeck, 2007)
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Les vingt acides aminés communs. Tous les acides aminés
intervenant dans la constitution des protéines ont une structure de
base commune; ils ne different que par leur groupement latéral R.
Six de ces acides aminés sont apolaires parce que leur groupement
R est composé essentiellement de —CH, et de —CHj. Deux
d’entre eux possédent une structure cyclisée de type aromatique et
sont particulirement volumineux.

Six autres acides aminés sont polaires car leur chaine latérale
comporte de 'oxygéne ou seulement de I’hydrogéne; ces acides
aminés, qui ne sont pas chargés, différent entre eux par leur degré
de polarité. Cing autres acides aminés polaires possédent une
extrémité acide ou basique et peuvent donc se charger en s’ionisant.
Les trois derniers acides aminés ont des propriétés chimiques qui
leur permettent de former des liens entre protéines ou d’assurer
des repliements au sein d’une protéine.
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Figure 2 : courbe de titration de la glycine
(in Guilloton et al., Dunod 1999)

H A
P 4 J. ’
1
1
'
] . _
Titration de 1 PK;=9,6
a-*NH, '
1
!
| l r\'u:('n:rmri
'
1
'
1
7 | Zone 2 |
pl=59 NHyCH,COO"
Zwitterion
Turation de :
«COOH ,
'
'
'
+ '
NH,CH;CO0 '
pK; =23 :
' .
0 0].5 ll.o 1!5 ZI.O
Equivalents OH"

Courbe de titration de la glycine. La forme entiérement protonée
présente aux pH acides se transforme en forme dipolaire (ou zwitterion),
majoritaire au pH isoélectrique (pl = 5.9) ; la neutralisation de cette derniére
forme donne finalement la molécule entierement déprotonée -
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La courbe de neutralisation fait apparaitre deux zones de faible pente (zones
tampon) autour des pK caracténisant la fonction acide carboxylique (pKq = 2,3)
et la fonction amine (pKy = 9,6).

Figure 3 : hydrophobicité des acides aminés
(in Augere B, Ellipses, 2001)
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Figure 4 : Un polypeptide est une succession de plans dans
lesquels s’inscrivent les liaisons peptidiques.
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Figure 5 : la liaison peptidique est polaire
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Figure 6 : la drépanocytose

hématies d’un individu sain hématies d’un individu malade

Electrophorése d’hémoglobine d’individu sain et
d’individus atteints d’anémie falciforme
(=drépanocytose) ou ayant le trait drépanocytaire

(a) (b)

10 um
Hémoglobine normale
chaine normale (début de séquence) : [Val H His H Leu H Thr H Pro HERGUMH Gl H Lys F __
ATGGTGCACCTGACTCCTGAGGA 1 2 3 4 5 6 7 § ... 146

Hémoglobine de I'hématie falciforme o
GAAGTCTGCCGTTA Val H His H Leu H Thr f:rPro m Glu H Lys }‘—___

()

chaine mutée (début de séquence):
ATGGTGCACCTGACTCCTGTGGA
GAAGTCTGCCGTTA

Structure primaire de I’hémoglobine normale et de
I’hémoglobine mutée de ’hématie falciforme

Formation des fibres.
(in Weinmen, Dunod 2000)

o

Polymére de
désoxyhémoglobine S

Hématie falciforme

A partir de ’ensemble des documents, expliquez I'origine du phénotype de la drépanocytose.
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Figure 7 : Détermination de la séquence d’une
protéine par la méthode d’Edman

Mise au point en 1949 puis automatisée en 1967.
Principe de la méthode : méthode récurrente dans laquelle on détermine la nature de I’acide aminé

du coté N-terminal.
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Figure 8 : les hélices alpha, une structure secondaire
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Représentation schématique
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Figure 9 : structure du récepteur nicotinique a I’acétylcholine (in CAPES 2003)

A : profil d’hydrophobicité
B : Modéle du récepteur
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Figure 10 : les feuillets B, une structure secondaire formée de 2 brins

Vue latérale
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Figure 11 : associations des structures secondaires en motifs
(in Lodish)

(a) Hélice - boucle-hélice (b)doigt de zinc (c) Hélice - tour-hélice

V38

C
Deux hélice formant une boucle Une hélice associée a deux brins B
capable de fixer du calcium. antiparalleles
Exemple : calmoduline Exemple : facteurs de transcription

Hélice-boucle-hélice

Homéodomaine

Classe particuliere de
gines hélice-tour-

hélice

11
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(d) clé grecque

Formée de 4 feuillets § antiparalléles.

Fonction non connue

Chapitre 1.A.4 : les protéines

(e) Motif B-a -8 (f) Epingle

Sate de laason
ou skie acif

Deux feuillets  sont connectés par une Un coude de 2 a 5 acides aminés
hélice a. I’hélice est au-dessus du plan fait la liaison entre deux feuillets
des feuillets. B.

Exemple : sites actifs d’enzymes

12
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Figure 12 : expérience de dénaturation / renaturation de la ribonucléase A
Anfinsen 1961

Matériel d’étude : une petite enzyme formée d’une chaine repliée sur elle-méme

La ribonucléase A est une petite enzyme formée d’une seule chaine polypeptidique de 124 acides

aminés possédant 4 ponts disulfure qui relient des portions différentes de la chaine.

Intérét :

- une protéine de petite taille dont la structure est connue par cristallographie

- une activité facilement mesurable iz vitro : cette enzyme a une activité estérase

- une structure III reposant sur des liaisons disulfure facilement rompues en présence d’'un agent
réducteur comme le mercaptoéthanol (CH3CH2SH).

Loop region

Nterminus

Clerminus

Premieére expérience : dénaturation

La dénaturation (dépliement de la molécule) est réalisée en présence d’urée concentrée (NHo-
CO-NH: agent dénaturant : déstabilise les interactions hydrophobes et hydrogenes) et de
mercaptoéthanol (rupture des liaisons disulfure).

La protéine est totalement dépliée et elle ne présente aucune activité enzymatique.

Uree ot
‘?-mercaptoéthanol
—

O 55 10

40

Interprétation :
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Deuxiéme expérience : renaturation en absence d’urée et de mercaptoéthanol

La solution contenant l’enzyme dénaturée

fped : 4 AL Urée ot
(expenen/ce 1) est dialysée pour éliminer .les B-mercaptosthanol
agents dénaturants. On observe que la solution f—
55

recouvre son activité estérase.
Ceci suggere donc que les ponts disulfure se sont
reformés (par oxydation) et a des positions

correctes. Dialyse de 'urée ot
Une étude minutieuse montre qu’il n’est pas B-mercaptoéthanol
possible de distinguer, ni par leur structure, ni
par leur fonctionnement les enzymes actives
formées a partir des enzymes dénaturées des

enzymes correctement repliées (= protéines
natives) présentes au début de ’expérience.

Bilan :

Troisiéme expérience : renaturation en présence d’urée

Lorsque 1’urée n’est pas éliminée (et donc la

protéine reste dénaturée), les ponts disulfure Urée ot
ne se forment pas correctement. [B-mercaptoéthanol
Interprétation : 5 o

40

Dialyse du
_____________________________________ B-mercaptoéthanol

Bilan : Postulat d’Anfinsen

All the information necessary to achieve the native conformation of a
protein in a given environment is contained in its amino acid sequence
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Figure 13 : stabilisation de la structure III par différents types de liaisons
(in Raven, De Boeck, 2007)
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Interactions au sein des protéines contribuant a leur
conformation. Outre les liaisons entre acides aminés qui assurent la
structure primaire de la protéine plusieurs autres forces, plus faibles,
entrent en jeu pour déterminer la conformation de la protéine. (1) Des
liaisons hydrogéne peuvent se réaliser entre résidus d’acides aminés.
(2) Des ponts disulfure, relativement forts, peuvent se former entre
chaines latérales d’acides aminés cystéine. (3) Des liaisons ioniques
peuvent également se réaliser. (4) Des forces de van der Waals se
développent; il s’agit d’attractions faibles entre atomes dont les nuages
d’électrons sont inversement polarisés. (5) Des portions polaires de la
protéine tendent 2 se disposer en périphérie de la protéine et a interagir
avec ’eau, alors que les portions hydrophobes de la protéine, en ce
compris les chaines d’acides aminés apolaires s’orientent vers le centre.
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Figure 14 : I’hexokinase, une enzyme allostérique a structure tertiaire

1. Réaction catalysée
L’hexokinase est une enzyme michaelienne (la courbe vi = {{[glucose]) est une hyperbole) : elle est formée
d’une seule chaine polypeptidique formant deux domaines reliés par une hélice alpha (figure 1) :

- Cter = domaine catalytique

- Ner: domaine régulateur
L’hexokinase sc trouve dans toutes les cellules qui consomment du glucose : elle catalyse le transfert du
phosphate terminal d PATP sur une molécule de glucose (fig.2) :

glucose + ATP <> glucose-6-phosphate + ADP

Elle permet ainsi la formation du G6-P, un carrefour métabolique qui est le précurseur de 3 voies
métaboliques : la glycolyse, la voie des pentoses phosphates et la synthese de glycogeéne = glycogénogeneése.
Cette enzyme présente une forte affinité pour le glucose : Km = 0,05 mM.
Différentes hexokinases existent chez I’'homme : elles sont exprimées dans des tissus spécifiques. Nous nous
intéressons ici a 'HK1, exprimée dans les hématies et le cerveau.

OH H + ATP
HO OH

Glucose
hexokinase
M92+

1
HO OH

H OH
Glucose-6-phosphate (G6P)

+ ADP + H

Figure 2 : réaction catalysée
par ’hexokinase

(cristallisation et diffraction
aux ravons X)

2. Site actif

Lys 169
Le site actif stabilise le glucose au niveau du site e
fixation. Cette stabilisation met en jeu 9 laisc
hydrogene.

5 acides aminés interviennent dans la formation «
liaisons H : la Thréonine 168 (Thr), la Lysine 1

(Lys), I'Asparagine 204 (Asn), 1'Aspartate 205 (Asp) et 4204
Glutamate 256 (Glu).

Un acide aminé, 1'Aspartate 205 situé dans le site actif] T 168

impliqué dans le mécanisme réactionnel. Glu 256
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3. Mécanisme réactionnel

Pourquoi l'hexokinase catalyse-t-elle le transfert d'un groupement phosphoryle de I'ATP au
glucose pour donner du G6P et non a l'eau pour donner de l'ADP + Pi ?

La molécule d'eau est certainement bien assez petite pour pouvoir s'insérer dans le site enzymatique impliqué
dans la liaison du groupement phosphoryle. De plus, le transfert du groupement phosphoryle de I'ATP a I'eau
est plus exergonique que le transfert au glucose.

Malgré cela, I'hexokinase catalyse le transfert du groupement phosphoryle sur le glucose a une vitesse 40.000
fois supérieure a celle du transfert du groupement phosphoryle sur I'eau.

Cela s'explique par le fait que le glucose induit un changement conformationnel important de la région
Crer de I'hexokinase ou adaptation induite (figure 4). Les deux lobes entre lesquels le site actif forme une
sorte de poche, pivote l'un vers l'autre, engloutissant ainsi le glucose. Ge mouvement amene I'ATP tout pres
du groupement hydoxyle porté par le G¢ du glucose tout en chassant I'eau du site actif.

Closed Conformation
Open Conformation

Figure 4 : adaptation induite
A : sans glucose fixé
B : glucose fixé sur le site actif
Seule la région catalytique est
présentée

conformation fermée

conformation ouverte

n e e . http://www3.interscience.wiley.com
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Figure 15 : role des chaperons

(in Lodish)
@) Cvtosol d’une cellule
Ribosome
P; apr 05
j , 00
o
0 p— Hsp 70-ATP Partially 1" Properly
1) . folded o
— Protein protein protein
0
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ADP r::lded Y
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P m
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Figure 16 : scénario probable pour le repliement des protéines
(in Benhabiles et al., Biotechnol. Agron. Soc. Environ. 2000 4 (2), 71-81)
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Figure 17 : mise en évidence d’une structure IV par SDS page

La structure d’une enzyme (la dopamine-f3-
hydroxylase) est étudiée par électrophorese.

A : marqueurs de masse moléculaire
B et C : SDS avec P-mercaptoéthanol
D et E : SDS sans 3-mercaptoéthanol
C et D : enzyme humaine

B et E : enzyme de rat

En comparant de maniere judicieuse les résultats
obtenus, déterminer si cette enzyme posseéde une
structure IV.

Quel type d’électrophorese permettrait d’affiner les
résultats?
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Figure 18 : structure de la fibroine
Un “mille feuilles” de feuillets 3

Plan perpendiculaire 4 celui des feuillets B associas par
des liaisons hydrogéne. g : glycine ; les résidus en
grisé correspondent & l'alanine.




BCPSTI, Lycée Hoche Chapitre 1.A.4 : les protéines

Figure 19a : N-glycosylation (dans le RE d’une cellule Eucaryote)
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Figure 19b : Maturation des protéines dans l'appareil de Golgi
(in Breuil, Tec et doc)
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Figure 20 : Maturation de I’insuline
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Niveaux structuraux de I'insuline

L’insuline est formée de 2 chaines polypeptidiques reliées entre elles par 2 ponts disulfures et 1
pont disulfure intrachaine dans la chaine A : une chaine A de 21 acides aminés une chaine B de 30
acides aminés. Les deux chaines sont issues d’une méme chaine polypeptidique (= proinsuline) qui

est ensuite clivée.
Rq : la forme IV correspond a des hexameres stabilisés par du zinc. Cette forme est la forme de stockage de I'insuline .

CPeptide YOC 30 29 23 27 26 25 24 B

B chain

A chain

2. Secondary and tertiary structure 3. Quaternary structure
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Figure 21 : les collagénes, des protéines fibreuses au role de soutien

Les collagénes sont les molécules les plus abondantes du régne animal. Leur nom vient de la

possibilité d'obtenir des colles en les extrayant par ébullition. Les gélatines alimentaires sont

constituées de collagenes. La propriété essentielle des collagenes est leur résistance a la traction.

Il existe une vingtaine de collagenes diftérents : nous étudierons uniquement :

- le collageéne de type I : on le trouve dans le tissu conjonctif lache ou il forme des fibres résistantes
a la traction

- le collagene de type IV présent dans la lame basale ou il forme un réseau bidimensionnel.

> Structure commune aux différents types de collagenes :

Le collagéne est une protéine fibrillaire constituée de 3 chaines polypeptidiques appelées
chaines a.

Structure I : séquence riche en glycine, proline c¢t hydroxyproline (proline modifiée : un H est
remplacé en OH sur le Co : possibilité de liaisons H en plus). Chaque chaine fait 100 Kda environ et
est composée d’environ 1000 acides aminés. Il existe plus de 20 chaines a différentes.

Structure II : Chaque chaine s’enroule en une hélice gauche (#hélice alpha), non stabilisée
par des liaisons H comme pour I'hélice alpha.

Structure IV : Les chaines sont associées par 3 et sont entrelacées en hélice droite. Les 3 chaines
sont identiques ou non pour un type de collagéne donné. Chaque triple hélice a un diametre de 0,5
nm. Cette hélice est appelée tropocollagene.

The collagen triple helix. (a) (Left) Side view
of the crystal structure of a polypeptide fragment whose
sequence is based on repeating sets of three amino acids, Gly-X-
Y, characteristic of collagen a chains. (Center) Each chain is
twisted into a left-handed helix, and three chains wrap around
each other to form a right-handed triple helix. The schematic
model (right) clearly illustrates the triple helical nature of the
structure. (b) View down the axis of the triple helix. The proton
side chains of the glycine residues (orange) point into the very
narrow space between the polypeptide chains in the center of
the triple helix. In mutations in collagen in which other amino
acids replace glycine, the proton in glycine is replaced by larger
groups that disrupt the packing of the chains and destablize the
triple-helical structure. [Adapted from R. Z. Kramer et al., 2001, J. Mol.
Biol. 311(1):131)

> Relation structure-fonction :

Les glycines sont essentielles pour la structure du collagene : en effet, elles ont une petite chaine
latérale (un R=H) : elles se placent au centre de I'hélice de collagene (voir figure ci-dessus).

Les hydroxyprolines permettent de former des liaisons H entre les 3 chaines a et permettent
donc de stabiliser la triple hélice.

> Mode d’assemblage : les triples hélices s’assemblent et le mode d’association dépend du type de

collagene :

- Collagene de type I (tissu conjonctif lache) sécrété par les fibroblastes : association du
tropocollagene (= triple hélice) en fibrilles de collagene : collagéne strié.

- collagéne de type IV (lame basale) : les triples hélices forment un réseau bidimensionnel
(formation de mailles comme dans un filet)

22



BCPSTI, Lycée Hoche Chapitre I.A.4 : les protéines

Synthése et assemblage du collagéne de type I (TC lache) (in Koolman, 2005)

> Synthese : les chaines a du collagéne sont synthétisées sous forme de précurseurs présentant
des peptides terminaux appelés propeptides qui seront clivés dans la MEC.

La molécule issue de la traduction dans le REG est appelée chaine pré-pro-a (“pré” car a encore
un peptide signal, “pro” car contient des propeptides).

La chaine pré-pro-a subit des modifications post-traductionnelles (comme des hydroxylations,
des N et O glycosylations) dans le REG et I'appareil de Golgi. Des protéines chaperon se fixent aux
chaines de fagon a éviter des liaisons entre elles et donc la formation d’agrégats.

Les chalnes pro-a s'assemblent en triples hélices dans Iappareil de Golgi et sont sécrétées : les
molécules formées sont appelés pro-collagéne. Les propeptides terminaux sont clivés dans la
MEC : il se forme des molécules de tropocollagéne. Les propeptides permettraient I’assemblage
en triple hélice.

> Assemblage : les microfibrilles de collagene de
type I un ont un aspect strié¢ au MET; la striation
résulte de l'assemblage des molécules de
tropocollagene entre elles.

L'extrémité C terminale d'une molécule de
tropocollagene se lie a l'extrémité N- N2 3 cooH
terminale de la molécule de tropocollagene pE———

sous-jacente, en se décalant d'environ 1/4 de
leur longueur. Longitudinalement un petit espace
sépare la téte d'une molécule de tropocollagéne de e
la queue de la suivante. .
I molécule de collagéne > 300 nm
: =

chaine o enroulement en hélice

NH,

I association de 3 chaines o I

Les fibrilles s'assemblent ensuite en fibre de
collagene (0,5 a 3pm de diametre) Lassemblage des molécules I

de collagéne en fibrille

-I’assemblage des triples hélices en

> Relation structure-fonction : NG ; E N /écalage
- les liaisons latérales sont des liaisons covalentes 5 i:>: |:—'> /
d’ot une résistance a la traction et une L. [ et >
inextensibilité. Le nombre de liaisons eanﬁfsc A S S
covalentes est variable en fonction du tissu (bcp 5 [roemaconge> [ —
de liaisons dans le tendon d'Achille par exemple). L >61 ' — S .
'
:
'

; ”
' I(G()—nm)| fibrille avec striation périodique
1

microfibrilles, puis des fibrilles en fibres permet
A y e N . <0,
de former des cables résistants a la traction e m:-:.I.]

I fibrille
J)))) ) ) ) ) .
as?_cmblage des association de
ibrilles en plusieurs fibres
fibre de —— > en faisceau de
collagéne collagéne
d

fibre
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Figure 22 : formation d’un complexe enzyme-substrat
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Figure 23 : role des acides aminés de la protéine enzymatique
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Chapitre I.A.4 : les protéines

Figure 24 : les glycogéne phosphorylases

Les glycogéne phosphorylases sont des enzymes qui catalysent la
premiere réaction de la glycogénolyse dans le cytoplasme des
cellules hépatiques ou musculaires striées squelettiques. Le
glucose-1-phosphate (G1P) libéré est ensuite isomérisé en glucose-6-
phosphate (G6P). Dans la cellule musculaire, le G6P entre dans la
glycolyse ct permet la régénération d’ATP utilisé dans la contraction
des myofilaments. Dans la cellule hépatique, le G6P est hydrolysé en
glucose, puis exporté. Le glucose plasmatique participe au maintien
de la glycémie et sert de métabolite pour les autres cellules de
l'organisme.
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Ces enzymes possedent une structure IV : les enzymes musculaires posscdent 4 sous unités,

les enzymes hépatiques en possedent 2 (figure ci-dessous).

Molecule B

Allosteric
effector
site

Phosphoserine

Glycogen
binding site
&
((% 29) S
Phosphorylase a (in R state) Phosphorylase b (in T state)
:,ig:re,n.:o
Vi
L’étude de la cinétique enzymatique de
Ienzyme musculaire montre que la courbe vi =
Vmax

f{[S]) (en orange) n’est pas une hyperbole
comme dans le cas de I’hexokinase :
sigmoide.

c’est une

"

Active site

7 2-fold axis
of symmetry

Molecule A

\ Carboxyl terminal

domain

+ATP ou G6P

K(0,5)2

> [Pi]

- K(05)s
K(0.5)1
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Des études de cristallographie ont montré que ’enzyme existe sous deux formes :

- une forme T = tendue : le site catalytique présente une faible affinité pour le substrat. Les
liaisons faibles sont nombreuses a I'interface des deux sous unités et le tétrameére présente une
certaine rigidité. L’enzyme est inactive.

- une forme R = relachée : le site catalytique possede une bonne affinité pour le substrat. Les
liaisons faibles sont moins nombreuses. I’enzyme est plus active

Le passage de la forme T a la forme R repose sur la rupture de liaisons faibles impliquées dans le maintien
de la structure IV. Le changement de conformation qui fait passer de la forme T a R est appelé
transition allostérique.

Controle de P’activité de I’enzyme musculaire

Deux types de régulation interviennent dans le cas de cette enzyme :
- une régulation mettant en jeu des activateurs et inhibiteurs allostériques
- une régulation impliquant la phosphorylation de 'enzyme.

Nous détaillerons ici la régulation de 'enzyme présente dans les muscles

Régulation allostérique par le G6P, PATP et TAMP :
Des études de cristallographie montrent que ’enzyme possede des sites de fixation a PATP, PAMP et le G6P

qui sont différent du site actif. L’ajout de ces facteurs déplace la sigmoide comme le montrent la figure de la
cinétique enzymatique ci-dessus.

Régulation par phosphorylation
La glycogeéne phosphorylase existe sous deux niveaux de phosphorylation (=modification covalente) :

- un état inactif : état b, 'enzyme n’est pas phosphorylée
- un ¢tat actif : a, 'enzyme est phosphorylée
Sous la forme a, I’enzyme est stabilisée sous forme R donc elle est active en permanence.

le controéle par le G6P, P’ATP et PAMP n’a plus lieu dans ce cas.

La modification covalente est sous contréle hormonal Elle est comme une transition allostérique
permanente qui devient indépendante de la concentration en effecteurs allostériques.

ATP ADP
1
+ ! +

Changement
de conformation

Site catalytique
bloqué .

VVVVVV e Phosphorylase kinase

T Site catalytique

Glycogéne fonctionnel

Glycogeéne phosphorylase b Glycogeéne phosphorylase a
(inactive) (active)
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Figure 25 : organisation d’un LDL
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