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OBJECTIES PEDAGOGIQUES

v'Connaitre les différents niveaux d’organisation
structurale des protéines

v'Connaitre la relation structure-fonction
v Montrer I’importance biologique



I.INTRODUCTION-DEFINITION

* 1835 aux Pays-Bas par le chimiste organicien
Gerardus Johannes Mulder—wortelstof = substance racinaire
 en 1838 le suédois JOns Jacob Berzelius —protéine: protos =

premier importance
— Qtt:+1/2 du poids sec des
— Qlt : participent a presque toutes les F(X) £

 Macromolécules type polymeére (Aa) :composée 1 ou +ieurs chaines
chaines polypeptidiques

e Structure déterminée génétiquement( traduction ARNm) +Taille
prédéfinie

* Modification post-traductionnelles

$ et dégradées en permanence dans les £



http://fr.wikipedia.org/wiki/Pays-Bas
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chimie_organique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Gerardus_Johannes_Mulder
http://fr.wikipedia.org/wiki/J%C3%B6ns_Jacob_Berzelius

Il. Fonctions des proteéines

« Les protéines (ou les protides) sont des eléments essentiels car elles ont des roles
tres variés au sein d’une £ et au sein d’un organisme, chaque proté€ine joue un role
particulier:

— Structurale

— Enz : catalysent les R

— Hormone

— Anrticorps

— Mvt ou contraction : actine et myosine — contraction musculaire
— Transport substances

— Substrat energetique



11I.CARACTERISTIQUES DES PROTEINES

. On classe les protéines selon leur composition en:

» Monomeérique = 1chaine peptidigue
» Multimerigue = +sieurs chaines peptidiques
» Homomultimerique = +ieurs chaines peptidiques identiques
» Hetéromultimerigue = +sieurs chaines peptidiques différentes
» Haloprotéine = composee uniqguement Aa
» Hetéroprotéine :comporte

= Une partie protéique : apoprotéine

= Une partie non protéeique (appelée groupement prosthétiques)




) On classe les protéines selon leur forme globale en:

> Protéines fibreuses: allongée / mince
* Exemples: le collagene, la kératine
* Fx: mécaniques et structurales

» Protéines globulaires: sphérique / compacte
* Exemples: Hb,Enz ,Hne
* FX: activité biologique £



Les protéines peuvent étre liées
° Lipide=lipoprotéine
> Glucide=glycoprotéine

- Métal= métalloprotéine



IV.NIVEAUX D’'ORGANISATION DES
PROTEINES

La structure des proteines est définie a plusieurs niveaux :

Structure primaire : la séquence d’Aa (enchainement Aa)

Structure secondaire : structure 3D locale (interactions Aa voisins)

Structure tertiaire : structure 3D globale(interactions Aa éloignés)

Structure quaternaire : associations de +sieurs chaines peptidiques
/interactions entre sous unités

**La structure d’une protéine lui confere sa fonction
(Illaire, IVaire)



|. Structure laire

* Séquence linéaire :I’enchainement successif Aa nb >100
reliés / L .covalente =liaison peptidique =liaison amide

1er acide aminé (Lysine) 129e acide aminé (Leucine)
Extrémité N terminale Extrémité C terminale

)

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15
M VvV H L T P E E K S A V T A L..
Met Val His Leu Thr Pro Glu Glu Lys Ser Ala Val Thr Ala Leu ...
N-term C-term



2.Structure llaire : structure 3D locale

ler stade de 'organisation Toute |la chaine peptidique ou d’une
sequence courte

Structure non linéaire
Stabilisées / L. hydrogénes entre CO et NH L. peptidique
+ieurs types de structures llaire:

— Hélices a

— Feuillet B

— Coude B




2-A/hélice a

Rotation réguliere sur elle-méme ( en spirale ) >hélice droite :Sens des aiguilles d’'une

montre

L .hydrogenes (LH) établis a intervalles réguliers entre : O du -C=0 (n) et H du -NH

(n+3)
L. hydrogenes :méme direction hélice
Les R(Aa) /orientés vers Ext de I’hélice

H H H O H H H O b
N—C—C—N—C—C—N—-C—C -~ N-C—-C—N
H
R, O H R, O R, b
N - i — 7

helice

droite

> A
o
o) ‘f“

Les hélices o

Y| Untow=34A°
. 3.6 Résidus



Exemple

la kératine des cheveux : Pr™ fibreuse en hélice o sur toute ca longueur




2-B/Feuillet béeta 3

=  Chaines polypeptidiques ou une partie chaine polypeptidique se lient cote a cote / des L.H ( en
zigzag)

» les L.H sont -2 I'axe de la chaine polypeptidique

= Les R - rejetées tantot vers : haut / bas

7 amino acid
© Georges Dolisi H-bond x side chain

hydrogen _ , , g

carbon | “ﬁo

Feuillet plissé

peptide
bond

\
- |

Q
(@]
(=]
3
g
o

N et e . Gg) “
. . Un acide aminé ! ?--OQ\‘
Protéine : structure secondaire PR o




On parle de feuillet B :

— Paralleles :méme sens
— Antiparalléles :directions opposées ( + stable)

H H o H
= | |
EHKE‘MEIHHE.WEHHHE“HEJ’ @)
T
R
C N
O A Mo T T e =
I
H H o H
O | | I
mﬂfcxcf" mcffcx N E‘xcf" 2

| I
I'll o H H o F =uill=ts

parallzl=




Exemple

v" Fibroine : le ver a soie —Fil de soie — Feuillets plissés P.




e 2-C/Coudef: permet le changement de direction des
chaines poly peptiques des Feuillets B anti-//

e La chaine tour en U formée de 4 résidus :L.H entre
O du -C=0 du Rn et H du N-H du R (n+3).

* Gly et Prol +++

O R :
| ':|I4 3 3: Gly . ’ ‘
/ g -4‘-\C_'_H_...- ‘ ’ ArS
Ry || @@
/ 1-|[ O : ‘
‘U ®
C O H @
\ I | @
szﬂgxw"'chcfl’N“ ® o g .. )
R, - 2: Pro

Coude [ a 4 résidus



3-Structure tertiaire

* Organisation des structures llaires entre elles - molécule gd taille
* Elle est stabilisé par :
— liaisons non covalentes:
* hydrogenes
* joniques
* hydrophobes
* Van Der Waals
— /X L.covalentes :ponts disulfure

* N’est pas figée : se modifier (tordre, déforme) / ligands ,pH , T°= Forme
native(biologiquement active)

 Exemple :myoglobine, ribonucléase



la ribonucléase:

124 Aa

3 Hélices a
+ieures Feuillets B
4 S-S

la myoglobine Mb : Métalloprotéine

= Pr-(>70 % Mb) :8 Hélices

= Non Pr- : Héme




4-Structure quaternaire

Association +ieurs chaines polypeptidiques ( lllaire ) =sous-unités =
protomeres

1 Pr ayant F(X) unique (enz, ribosomes)

Les sous-unités :
— ldentiques —homopolymeres
— Différentes —hétéropolymeres

sous-unités Unies /
— L .faibles :
* L.hydrogene
* L. hydrophobe
* L.ionique
* Force (L. )de van der waals
— L. covalentes : ponts disulfures




Exemple de structure quaternaire Hb

Hémoglobine Hb
 Adulte HbA (95%) : Métalloprotéine

» partie Pr-:4 sous-unités ( globine) : Hétérotétrameres 2a2B
» partie non Pr-: Heme

* F(x) Hb transportde I’ 02

£ CH,CH.CO0H




* Quels sont les forces d'interactions, quelles
sont les liaisons qui peuvent s'établir entre les
acides aminés constitutifs d'une protéine ?

1 Liaison ionique
2 Liaison hydrogéne

3 — > Liaison dissulfure

4 — > Liaison hydrophobe




V.LES LIAISON IMPLIQUES DANS LA STRUCTURATION
DES PROTEINES

e Liaisons covalentes:
— liaison peptidique
— pont disulfure
* Liaisons non-covalentes: 4 types

— Hydrogene — llaires
— Hydrophobe

— lonique — — |llaires et [Vaires
— Liaison de van der waals




1.Liaison hydrogene

* H lié aunatome électronégatif se lie a atome électronegatif situé a proximité

Ponts hydrogénes

AN /
C=0-H—N
78+ 5- 8+ 8-\



2.Liaison hydrophobe

Les forces hydrophobes parTicipent au
repliement des protéines

chaines laseraleos

polatres chayros Isteralos mom- .
o — —— ' clwrex = s F a
s g o \ e B v "
. Sy | -
e S - - . e | o il —
') ¢ i —— - . . —
‘ ,-‘ -
P e -~ 3
= . © a0 Les chames latdrales La region nydrophobe
polaires cxposscs & Tconmrale contiens ios
Vestoriour posreont chaines latersiex non-
former dlex Lalncrms eotalres

M avec 1'eaaus

Polypeptice deroule FPolypeptde replic en mitlhicu aqueoux



3.Les liaison ionique

* Entre 2 lons de charge opposée

« Atome chargé + (cation) cede 1 ou +sieurs é-
(oxydation)

« Atome chargé - (anion) capte é- (réduction)

U

o Electros

—

\
OE?

R

@

NH,

Aa- R

@y
@

0

I
~NHP=0"-c —cH,

Liaison ionique

@h




4. Liaison ou force de van der waals

= Un dip0Ole temporaire

= Atomes plus pres possible —structure tres
compacte du cceur Pr-

CH:20H

CH:0H






VI.STRUCTURE DES PROTEINES
FIBREUSES

1.Le Collagene
2.La Kératine




1.Le collagene

* Pr-de la matrice extra C du T. conjonctif
(peau, os, tendons cartilage, Vx sanguins)

* Protéine secrétée par:
— Fibroblastes (peau)

— Chondroblastes (cartilage)
— Ostéoblastes (os)

* #types de collagene : type |, 11, Il (+90%
collagene corps type | )




1.Le collagene

Tropocollagéne 3\"'5&7'?2‘1-\""

TR 22T 20T
I ATIRRE OO 20NN
RS 20RRREE 200N 20000
SIS BRSO ORI 2

Fibrille s50am

g Vue en plongée
o s ' 2 . de Faxe de la
Fibrille d'ordre supérieur l 500nm wiple hélice
gauche . .
gauche H H .

l gauche

La chaine latérale d'un résidu sur trois pointe a
I'intérieur de la triple hélice: il faut donc que ce soit
une glycine en raison du peu d'espace disponible

Collagéne 1:10um

= Jaire: Réplétion 3Aa :Gly-X-Y (X=Pro,Y = Hyp)

= |laire Hélice (pas a gauche)
= 3 Hélices : super hélice - Tropocollagene



2.La Kératine

( Pr-résistante : chez les vertébrés supérieurs

1 Constitue couche cornée externe de I'épiderme , ongles,
cheveux , cornes et plumes

d 2 Types:

» La kératine o: hélice a = mammiferes et 'étre humain (cheveux et
ongles)

» La kératine [B: feuillet B plissés // =oiseaux (plumes) et reptiles(cornes)
d le cheveu:
v’ laire : Chaine polypeptidique 310Aa : Cys 14% (ponts S-S
—rigidité + résistance)
v Ilaire : kératine o : Hélice o pas a droite
v’ 2Hélice o a gauche Protofilament



DOUBLE SPIRALE ~ PROTOFIBRILLE MICROFIBRILLE MACROFIBRILLE CORTEX CUTICULE

Diamétre 0,002 pm Diametre 0,003 pm Diametre 0,008 pm Diametre 04 pm L'intérieur du cheveu Enveloppe protectrice
formée de plusieurs couches

CELLULE CORTICALE
Diamétre 5 pm

- .

7 N o (A ' X : 1O
,‘" ‘ i . WY ey jorem e /e
AL 0\ 409 '”--.(o.mﬂ 0%

Kératine ellule

[protéine spiralée) ‘ wm—“w_)_,
AAAA ‘ acrofnbnlle// ‘ ’
AN /// i
2Hélice o ( a gauche) — Protofilament
2 Protofilament — Protofibrille CHEVEU

04 Protofibrilles — Microfibrille




VIl. LES METHODES D’ETUDE DE LA
CONFIGURATION SPATIALE DES PROTEINES

La diffraction des Rayons X
La spectrophotometrie UV et IR
La dispersion rotatoire optique (ORD)

e dichrotsme circulaire

La florescence résonance paramagnetique
electronique (RPE)

La résonnance magnetique nucléaire RMN




VIII.PROPRIETES PHYSICO-
CHIMIQUES DES PROTEINES.

1-MASSE MOLECULAIRE
2-CARACTERE AMPHOTERE DES PROTEINES

3-SOLUBILITE
4- STABILITE THERMIQUE DES PROTEINES
5-AUTRES PROPRIETES




1-MASSE MOLECULAIRE.

« Mm exprimé en dalton (Da) ou kilodalton (KDa)

« Mm = 10KDa (kilodalton) a plusieurs millions KDa
* Moyen de caractérisee ou de nommer une Pr-
 Exp:Albumine Mm =67 000 (67 kDa)

Protéine Masse moléculaire (dalton)
Cytochrome ¢ 12300
Myoglobine 17200
Anhydrase carbonique 30000
Ovalbumine 42700
Albumine 66250
Ovotransterrine 76-78000




2-CARACTERE AMPHOTERE DES
PROTEINES

* Les Aa constituants de chaque Pr- sont des ampholytes:
v' NH2 et COOH terminaux
v" Gp R (chaines latérales) Aa ionisables (Asp, Glu, His..)
¢ La charge nette globale Pr = en F(X) du pH :
v 1/2 acide : gp dissociés =NH 2 charge (+)
v 1/2 basique : gp dissociés =COOH charge (-)
v/ ApH=pHi lacharge nette Pr-=0

Arginine i
Ac. Glutamique Glycine . L\;Eing Eg::&q:;e

Arginine Histidine Valine (Histidine)

—@— —8— ——° pH2 charge 3+
Protéine neutre
-—0—0— — — pH5 charge + (pHI)
._._._:. —— —) pH 9 chargeO ”\m Protéine basique
positive
O=( + J—{_==—_=e pH13 charge 2- Protéine acide
" Ct negative




3-SOLUBILITE

Définition:
Qtt Max du composé qui peut se
dissoudre 1L de solvant considéeré

-Elle est influencée /# facteurs : %e

A. pH ;\‘/J
B. Solvants organiques o
C. [sels] ou [lons] "o

o ©

.. ..

. L ]

.. .

, e Précipitation

Pr-

EE—

Pr-
Soluble

.




3-SOLUBILITE

A. Influence du pH :

Pr-insolubles

ts Pr-

Au voisinage pHI —formation d’agréga

-~
e

solubili




3-SOLUBILITE

B. Influence des solvants organiques :

H20= effet solubilisant (Pr- soluble)

Ethanol , Acétone (ALCOOL)—Agents de
précipitant Pr-




3-SOLUBILITE

C. Influence de la concentration en sels : la solubilité
Pr- en solution dépend : [sels] ou Force ionique (M)

[sels] | Force ionique faible => Solubilisation
[sels]t Force ionique elevee => Précipitation saline

Solubilité




4- STABILITE THERMIQUE DESPROTEINES

T T°>40° ou | T° (froid) —denaturation= perte
d’activité biologique

La dénaturation : modification de la structure 3D
sans modification de la structure laire




5-AUTRES PROPRIETES :

* Absorption en UV:
= 220 a 230 nm (liaison peptidigue).
= 260-280 nm : Aa aromatiques

» Réveélation des proteéines par fixation de colorants

= Rouge ponceau

= Noir d'amidoschwarz,
= Bleu de coomassie

= \ert lissamine

» Dosage des protéines / R colorante
= Reaction du biuret
=  Lowry
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XI. Détermination de la structure primaire

1.Stratégie générale
2 Technique de séparation et de purification

3.Preparation de la protéine pour le séquencage

4.Séquencage




IX. Détermination de la structure primaire

1.Stratégie générale
2. Technique de séparation et de purification

3.Preparation de la protéine pour le séquencage

4.Séquencage




1.Stratégie de détermination de la
structure primaire

v Extraire, séparer et purifier la protéine.
v'sequencage proprement dit de la protéine :
* Rompre les sous unités et les ponts disulfures

* Fragmenter et hydrolyser la protéine (analyse
=composition en Aa).
* Identification des Aa aux extremites Ct et Nt

* Fragmentation et rearrangement de la séquence
polypeptidique de la proteine



VIIl. Détermination de la structure
primaire

1.Stratégie générale.

2. Technique de séparation et de purification.
3.Preparation de la protéine pour le
sequencage

4.Séquencage.




2. Technique de séparation et de purification

A-Ultracentrifugation.

B-Chromatographie d’exclusion ou
chromatographie gel filtration

C-Chromatographie d’affinité

D-Electrophorese en gel de polyacrylamide
(PAGE) avec SDS (le Sodium dodécylsulfate) :

E-Focalisation isoélectrigque




2. Technigue de séparation et de purification

A-Ultracentrifugation: —Densiteé

Melange de proteines
de masses differentes

@ Force

AN i
. l!:f .centnfuge

l Les molécules

-
—— * =
* »

-
» -

Gradient de

saccharose Centrifuger

sedimentent selon
leur masse.

?"’F} »
-
La centrifugeuse est

arretee quand la
seéeparation est
suffisante

|
ol
4 34

Recueillir les
fractions par un
trou perce au fond
du tube.

Centrifugeuse B




2. Technique de séparation et de purification

B-Chromatographie d’exclusion ou
chromatographie gel filtration: —Taille

0.. 0.

.o )
© ¥o N N
PENCVEN N PENCVEN
SO S qi' NSO S
PENCVPEN fc‘\\o-’ég“\ g 4
7N i °
PENCGVPEN x..er\ g ©
IO .zfm NN 1 g
NN N\ Ao E i i
O S IO S ’; g _
(::;ii:) C:; ii:: k&é w % 94 13 9% 91 YO @ @8 F &8 5= 4 B OFE O :I"::._“.“"‘
PESUVPES PESEVPEN PESUVPES
N JONN S NN S x.zr“w.ux
PENCVPEN FAN N Jr‘\
N, N, ‘ 2‘
PENCVPEN PGPS N
</ <’/
| |

]
| | —® :



2. Technique de separation et de purification

C-Chromatographie d’affinité:
— Interaction entre ligands et Pr-

—c——

~
4

s |

3‘/@ (‘C.?Q&;Q%

. berd — d’
2 o G
>
X o




2. Technique de séparation et de purification

D-Electrophorese en gel de polyacrylamide
(PAGE) avec SDS (Sodium dodecylsulfate) :Mm

¢

. 2 P SDS coated proteins
¥ e @

2

mixture of proteins on gel,

Place
apply electric field

Fon

(o~

33.‘71'L¢< © ¥ 2
proteins (o~ PN 2 >
v ¢ M

¥ 3

)

Crosslinked
polyacrylamide gel T
Stain 10 visualize
separated bands
Direction of migration —>

4

SSS S|
2 2D D




2. Technique de séparation et de purification

E-Focalisation i1soélectrique(pHi)

An ampholyte £ _ (’7?. s "
solution is pH 9 = a1 a1
incorporated
into a gel. ' s
~ [
S
:n. o —
bo |
E [t
3 ——— — |
N
Sers b
o
s L -—
pH 3 @ | /,*.'\4:, | | ®

f

N — < =

A stable pH gradient Protein solution is After staining, proteins
is established in the added and electric are shown to be
gel after application field is reapplied. distributed along pH
of an electric field. gradient according to
their pl values.




2. Technique de séparation et de purification

Diverses techniques de séparation en FX
JLa densité : Ultracentrifugation

J La solubilité : Précipitation au sulfate d'ammonium
J La taille : Chromatographie gel de Filtration

JLa charge ;[ -Chromatographie d'échange d'ions
— -Electrophorese

—-Isofocalisation
d affinité: Chromatographie d'affinité




VIIl. Détermination de la structure
primaire

* 3.Preparation de la protéine pour le
sequencage




3.Préparation de la protéine pour le
séquencage

1.sila Pr- comprend + 1 chaine polypeptidique ou
des sous unités ou groupements prosthétique

—Séparation et dissociation :Chaines polypeptidiques



3.Préparation de la protéine pour le

séquencage

2. Clivage des ponts disulfures S-S: intrachaines ou interchaines

rlzc:-c:'

CoO CoO

. | . | "HaN—CH +
HsN—CH “HiN—CH

coo”

+H3N—[|]H
&Hz—s—s—&Hz — &HZ—SH HS—&HE

Cystine

Cystéine Cystéine

/':DI M-erminus
]

chaim &
M amine acids

Insuline

Ceteminus

Val suffide bridige
Gl
\

=

sulfide bridge

Cye Ala Ser ValCye Sar Lew Tyr Gn Lll.l“.l.ﬁ.BITﬂﬁﬂ.ﬁm_‘:,

wis LB CyS Gly Ser His Leu Val Gl Ala Leu Tyr Lau Val g0

C-tarminug

Gin chain B

Awn 30 amino acids

val |

Wies { ma Lys Pro The Tyr Fre Fhe
T —

M-tarminus

willide biidcpe

\ o




0 Reéduction avec le 2-mercaptoéthanol ou le dithiothreitol (DIT)
§ Cysiine §
H—N N—H CHoSH
H—C—CH;"S—S—CHyG—H  + 2HSCHCHOH ou CHyOH
=0 O—C: 2- Mercaptoethanol lEHDH
E & CH-SH
DIT
§ Cystéines ;
H_N N_H o ) ) Ht:]--.,___-_____.--"'"'*-u._.5
é é SCH-CH-,0H |
H—C—CH;-SH HS—CH,-C—H + 1~ <" ou L &
| | SCH5CH-OH I
E_;:g D={§: HO

RQ: Si les ponts S-S inter-chaines 'étape 2 doit précéder
I'étapel



VIIl. Détermination de la structure
primaire

1.Stratégie générale.

2. Technique de séparation et de purification.
3.Preparation de la protéine pour le
sequencage

4.Séquencage.




4.Séquencage

1.Analyse de la composition en Aa
2. ldentification des résidus N et C terminaux

3.Fragmentation de la chaine polypeptidiqueen
séquence de 40-60Aa

4.Reconstitution de la séquence total
5. Localisation des ponts disulfure S-S




4.Séquencage

1.Analyse de la composition en Aa




4-1 /Analyse de la composition en Aa

A. Hydrolyse des liaisons peptidiques

B. Analyse qualitative et quantitative des Aa
apres hydrolyse




A. Hydrolyse chimique des liaisons
peptidiques

1.Chimique:

* Hydrolyse totale acide/ Hcla 6 Mol/La 110°C: 24 h
v'La plus utilisée
v'Détruit Trp
v’ Transforme GIn—> Glu et Asn - Asp

* Hydrolyse totale alcaline/NaoOH a 4 Mol/L 2 110°C :4-8h
v'Détruit : Ser, Arg, Thr, Cys
v'Détermination de la teneur en Trp



A. Hydrolyse chimique des liaisons
peptidiques

1.Enzymatique:Protéolyse totale /Pronase=
mélange de protéases extrait de Streptomyces
griseus

— Détermination de la teneur en Asn, GIn,Trp
(détruits par les méthodes chimiques)

— Inconvénient : risque de contamination par
I'autodégradation des Enz protéolytiques




B. Analyse qualitative et quantitative des Aa
apres hydrolyse

IChromatographie sur résines échangeuses
d’ions— Séparation des Aa

(JRéaction colorée a la ninhydrine — Dosage
de chaque Aa




4-2. ldentification des résidus N et C terminaux

A. Analyse de l'extrémité N-terminale
B. Analyse de I'extrémité C-terminale




A. Analyse de I'extrémité N-terminale

e Méthode chimique :
— Méthode de Sanger (FDNB)
— Méthode de dansylation
— Méthode récurrente d'Edman
* Méthode enzymatique ( exopeptidases)
— Leucine aminopeptidase
— Aminopeptidase




A. Analyse de I'extrémité N-terminale
Méthode de Sanger (FDNB) Arylation

O2N F + HQN ‘Cl: E,,-;.j{—.,_r_./ 2 A OH — N\Fi/u:*[‘l‘_-; — ‘t(N- . OH

—— Y, o i

3 A AL v &L
=0 e o

0 AA1 AA2 Q’ o AAT -

2.4 dinitrofluorobenzéne

4 o R2 5
Méthode de Sanger — T L
— ON—\ 4 N‘E, Aon +  HN 4»” + n HN .\é/u\ i
R 0 Flln
NO,, :
- A AA2 n AA

= ]1-fluoro 2,4-dinitrobenzéne (FDNB) en 1/2 alcalin a froid —2,4-dinitrophényle Aa
coloration jaune
= |dentification/Chromatographie +spectrométrie (360nm)




A. Analyse de I'extremite N-terminale
Méthode de dansylation

l"\-ll':HE:: H Hl— -
|.-"'*-‘=.-q_.-"'\j ':I Fti o,
L s HMCHCMHEHCNHCHC--- [Lﬁ
et R 0 |r
O=5=0 aD .;'_1 R .;'_1
cl HN—CH—C —NH—CH—C—NH—CH—C-
chlommre dansyl . 3
polypeptide dansyl
N{CH): M{CHa)z
) L g
5':"- 'I:l H] 'I:l H]u"’ F‘t
M- CH-&-NH-CH-C-NH-CH-E- ——= HN— CHH:DH+ s LH-C_OH + NH3CH& OH + -
Fl:1 0 H3 Ry & R
acide aming dansyl acides amineés libres

(espéce fluorescente)

Chlorure de dansyle DNS CL —dansyle Aa =DNS Aa — fluorescent
Identification / chromatographie
Dans la méthode Dansylation et Sanger :

-Le reste de la chaine peptique (n-1) totalement dégradé en Aa libres




A. Analyse de I'extrémité N-terminal
Méthode récurrente d'Edman :phénylisothiocyanate (PITC)

O

FITG

D-@-G-@-0O
(o iion s L. o b o 0 Labelin
\ ¢r Ko EH Lowm-dncnmcnt - — = %f‘hH EH' #WH—{H- E NG ‘ g .
| T~ ) >-@-@0-®® * round
o = Release
Labeling
R 0 A
. r:IHg-EE-I—C MH-cH-g >-@--@06G Second
N“]HJ L round
JHFh Release
PTH-Aa ;
] >-@ J
répétition du cydle

Identification de I'extrémité N-terminale (sans ruptures des liaison peptidiques)

L'action séquentielle d'Edman: séquencage de peptides constitués de 40 a 60 résidus d’Aa
Identification/ HPLC(chromatographie liquide haute performance)

PTH-Aa phenylthiohydantoine Aa




A. Analyse de I'extrémité N-terminale
Méthode récurrente d'Edman

e Méthode enzymatique:

L’enzyme Extrémité Specificite
exopeptidase attaquée

Leucine N-ter Pro
aminopeptidase

Aminopeptidase |N-ter Tous




B. Analyse de I’extrémité c-terminale

 Méthode chimique
— Hydrazine
* Méthode enzymatique ( exopeptidases)
— Carboxypeptidase A
— Carboxypeptidase B
— Carboxypeptidase C
— Carboxypeptidase Y



B. Analyse de l'extrémité C-terminale

e Méthode chimique
:Hydrazinolyse
- Hydrazine a 100° C
- Attaque toutes les liaisons
peptidiques
- Aminoacyl hydrazides + Aa
C-terminal libre

R, O
H,N—CH—C

Rn 1 (? ?‘n
NH—CH—C—NH—CH—COO

Polypeptide

Hydrazine

Résine échangeuse d'ions
acide (catalyseur)

R, (l)
H,N—CH—C—NH—NH,

—1 Aminoacyl
| hydrazides
‘l{“ 1 (l")

+ HLN—CH—C—NH—NH,

+

R,

.
H.N—CH—COO

Acide aminé libre



B. Analyse de l'extrémité C-terminale

e Méthode enzymatique par des exopeptidases

L’enzyme Extremité |Specificite
exopeptidase attaguee
Carboxypeptidase A |C-ter Arg, Lys, Pro
Carboxypeptidase B |C-ter Arg, Lys
Carboxypeptidase C |C-ter Tous
Carboxypeptidase Y |C-ter Tous sauf Gly




4.Fragmentation de la chaine polypeptidique

» |ntrachaine en sequences ( 20-60Aa)
d Chimique
1 Enzymatique (endopeptidases)




Fragmentation intra-chaine

d Chimiqgue

Solution Lieu de coupure

Bromure de cyanogene (BrCN) | C-terminal des
méthionines

N-bromosuccinimide (NBS) Apres Tyr et Trp

Hydroxylamine (NH20OH) Liaisons Asp-Gly




Fragmentation intra-chaine

d Enzymatique par endopeptidases

Enzyme Lieu de coupure

Pepsine Avant le N des Aa aromatique: Phe, Trp, Tyr

Asp N protéase |Avantle N de Asp, cystéine, parfois Glu

Trypsine Apres le C des Aa basiques: Lys-Arg

Chymotrypsine |Apres le C des Aa aromatiques: Phe, Tyr, Trp

Endoprotéase V8 | Apres le C de Glu, parfois de Asp




» Seéparation des fragments (20-60Aa) /
electrophorese ou chromatographie
» Chaque fragment :

— identification des extremités

— Seéquencage :dégradation A’ EDMAN ( réaction
récurrente A’ EDMAN)



4, Reconstitution de la séquence total par détermination de
I’ordre des fragments peptidiques

Comparaison des sequences en Aa d'une serie de fragments peptidiques
avec celles d'une 2¢éme série dont les sites de coupure (d’hydrolyse) sont #
mais recouvrent ceux de la lere série.

Le chevauchement de sequence entre les segments obtenus par les deux
procédés de clivage permet de retrouver leur ordre au sein de la protéine

CNBr
fragments

Trypsin
fragments




5. Localisation des ponts disulfure S-S

* Derniere étape

« Determiner les positions des ponts disulfure




Pepsine

.....Ala-Val-Arg-Leu-Phe-Met-Lys-Tyr-Ile-Cys-Asp-Glu-Trp-Arg....

Asp N protéase

...Ala-Cys-Tyr-Arg-Leu-Glu-Phe-Met-Tyr-Ile-Asp-Trp-Arg....


http://fr.wikipedia.org/wiki/Pepsine

Pepsine

e ..Ala-Val—Arg-Leu\-‘Phe-Met-Ly;Tyr-Ile-Cys—Asp—Gl%—Trp—Arg. s

Asp N protéase

.. .AlaSCys-Tyr—Arg—Leu—Glu—Phe—Met—Tyr-Ile—Asp—Trp—Arg. ..


http://fr.wikipedia.org/wiki/Pepsine

Pepsine

NAla-Phe-Arg-Leu-Phe-Met-Lys-Tyr-Ile-Cys-Asp-Glu-Trp-ArgC

Pepsine

¢ X
NAla-Phe-Arg-Leu-Phe-Met-Lys-Tyr-Ile-Cys-Asp-Glu-Trp-ArgC


http://fr.wikipedia.org/wiki/Pepsine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Pepsine

Trypsine:

Ala-Val-Leu-Phe-Met-Lys-Tyr-Ile-Cys-Glu-Trp-Arg-Ala

Chymotrypsine

Ala-Val-Leu-Phe-Met-Lys-Tyr-Ile-Cys-Asp-Glu-Trp-Arg


http://fr.wikipedia.org/wiki/Trypsine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chymotrypsine

Trypsine:

Ala-Val—Leu-Phe—Met—Lys\-T yr-Ile-Cys-Glu-Trp-Arg\AIa

Chymotrypsine

Ala—Val—Leu—Phe\—Met-Lys—Tyr\—Ile-Cys—Asp-Glu—Trerg


http://fr.wikipedia.org/wiki/Trypsine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chymotrypsine

endoprotéase V8 (Staphylococcus aureus)

Ala-Val-Arg-Leu-Glu-Phe-Met-Tyr-Ile-Cys-Asp-Trp-Arg

Bromure de cyanogeéene (BrCN)

Ala-Cys-Tyr-Arg-Glu-Phe-Met-Lys-Tyr-Arg



endoprotéase V8 (Staphylococcus aureus)

Ala—Val—Arg—Leu—GlléPhe-Met-Tyr-Ile-Cys—Asp—Trp—Arg

Bromure de cyanogeéne (BrCN)

N\
Ala-Cys-Tyr-Arg-Glu-Phe-Met-Lys-Tyr-Arg



N-Bromosuccinimide(NBS):

Ala-Val-Trp-Arg-Leu-Met-Lys-Tyr-Ile-Cys-Asp- Arg

Hydroxylamine(NH2OH)

Ala-Val-Trp-Asp-Gly-Leu-Phe-Met-Lys-Asp-Glu-Arg



N-Bromosuccinimide(NBS):

Ala-Val—Trprrg—Leu—Met-Lys—Tyr-Ile-Cys—Asp- Arg

Hydroxylamine(NH2OH)

N\
Ala-Val-Trp-Asp-Gly-Leu-Phe-Met-Lys-Asp-Glu-Arg



