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ILINTRODUCTION-DEFINITION : Les protéines furent découvertes a partir de 1835 aux Pays-Bas par le chimiste
organicien Gerardus Johannes Mulder (1802-1880), sous le nom de wortelstof (qui signifie substance racinaire).
C'est son illustre confrére suédois, Jons Jacob Berzelius, qui lui suggéra en 1838 le nom de protéine.
Le terme protéine vient du grec ancien protos qui signifie premiére importance :
= Quantitative : elles constituent plus de la moitié du poids sec des cellules.
= Qualitative : elles participent a presque toutes les fonctions cellulaires.
— Ce sont des macromolécules de type polymére composée d’une ou plusieurs chaines d'acides aminés (chaines
polypeptidiques).
— Lastructure d’une protéine est déterminée génétiquement et posséde une taille prédéfinie (modifiée parfois aprés
traduction).
— Les protéines sont synthétisées et dégradées en permanence dans les cellules.

ILFONCTIONS DES PROTEINES : Les proteines (ou les protides) sont des éléments essentiels car elles ont des
roles trés variés au sein d’une cellule et au sein d’un organisme, chaque protéine joue un réle particulier :

- Structurale.

- Enzyme.

- Hormone.

- Anticorps.

- Mouvement ou contraction : actine et myosine de la contraction musculaire.

- Transport de substances.

- Substrat énergétique.

I11.CARACTERISTIQUES DES PROTEINES : on classe les protéines selon :
+ Leur composition en protéine :
— Monomérique = une seule chaine peptidique
— Multimérique = plusieurs chaines peptidiques.
— Homomultimeérique = plusieurs chaines peptidiques identiques
— Hétéromultimerique = plusieurs chaines peptidiques différentes.
— Haloprotéine : dont la molécule n’est composée que d’acides aminés.
— Hétéroprotéine dont la molécule comporte :
* Une partie protéique : apoprotéine.
Une partie non protéique : appelée groupement prosthétique.
+ Selon leur forme globale en :
— Protéines fibreuses : forme allongée et mince, exemples : le collagéne, la kératine (a fonction structurale
ou protectrice)
— Protéines globulaires : forme sphérique et compacte, exemples : hémoglobine, myoglobine.
+ Les protéines peuvent étre liées a d’autres molécules (par liaison covalente), il peut s’agir :
— De lipide ; on parle de lipoprotéine.
— De glucide ; on parle de glycoprotéine.
— D’un métal ; on parle de métalloprotéine.

IV.NIVEAUX D’ORGANISATION DES PROTEINES : Les caractéristiques spatiales des protéines sont la clé de
leurs fonctions. La structure des protéines est définie a plusieurs niveaux :

1. Structure primaire : la séquence d’acides aminés (enchainement d’acides aminés).

2. Structure secondaire : structure tridimensionnelle locale (interactions entre acides aminés voisins).

3. Structure tertiaire : structure tridimensionnelle globale (interactions entre acides aminés éloignés).

4. Structure quaternaire : associations de plusieurs chaines peptidiques (interactions entre sous unites).

1. Structure primaire : C’est une séquence linéaire qui résulte de I’enchainement successif des acides aminés (dont
le nombre est supérieur a 100) reliés entre eux de fagon covalente par liaison peptidique (liaison amide) selon une
séquence de codons d’ARNm suite a la traduction de I’information contenue dans le géne codant.
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-La séguence en acides aminés se lit et s’écrit par convention, de I’extrémité N-terminal vers le I’extrémité C-terminal

en utilisant le code a une lettre ou le code a trois lettres.

1er acide aminé (Lysine)
Extrémité N terminale

129e acide aminé (Leucine)
Extrémité C terminale

)

N R H | £ % L 2. = =

N-termm

=K S A ~ T A |
Met Val His I . eu Thr Pro Glu Glu Lys Ser Ala Val Thr AlaT eu ...

C-term

2. Structure secondaire :

-Premier stade de I’organisation dans I’espace de toute la chaine peptidique ou d’une séquence courte de la chaine

peptidique.

-C’est une structure non linéaire stabilisées par des liaisons hydrogenes entre le CO et NH des liaisons peptidiques.
-Les structures secondaire les plus fréquente sont : I’hélice a, le feuillet B et le coude .

2-A/Hélice o : Rotation réguliere d'une chaine
polypeptidique sur elle-méme (en spirale) vers la droite
(dans le sens des aiguilles d’une montre) stabilisée par
des ponts hydrogénes établis (a intervalles réguliers)
entre ’oxygene d’un groupement carboxylique -C=0

Les liaisons hydrogéne s’effectuent entre le CO
de 'aa n et le NH de I'aa n+4

» Antiparalléles quand elles vont dans des
directions opposeées (plus stable étant
moins distordues).

— Exemple : La fibroine est une protéine sécrétée par
le ver a soie qui donnera le fil de soie, Constituée
essentiellement de feuillets plissés .

(n) et I'hydrogéne d'un groupement aminé —NH situé hélice cgq:‘.
quatre résidus plus loin (n+3). droite "ot "
— Les ponts hydrogénes vont dans la méme direction = s O e S AR

que I'hélice. = "Wl [ o=
— Les chaines latérales R sont orientées vers o 2 . '-.,_5‘";04 J

I’extérieure de ’hélice. e fi-c 2
— Exemple : la kératine des cheveux est une protéine 4 c_;;f-.&:

fibreuse en hélice o sur toute sa longueur. q’: o TOuSS

;‘—c/c-u-c
Feuilletpissé B 2

2-B/ Feuillet p : les chaines polypeptidiques (ou une ?’* S
partie) se lient cOte a cbte au moyen de liaisons . -/' 0N S
hydrogeéne entre les groupements C=0 et NH en forme o~«;‘§? H'x\ BT B g
de zigzag. e % T pr
— Les liaisons hydrogenes sont perpendiculairement " T %o, o5 i o ™

a l'axe de la chaine polypeptidique. . o, S . =c~q*'c
— Les chaines latérales R sont rejetées tantot vers le o" i ORacica |

haut, tantot vers le bas. = e e et
— On parle de feuillet 3 :

» Paralleles quand les chaines vont dans le
méme sens.

TR

Feul et 3 armpatallele Fe-ultet B paralleh
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2-C/Coudesp : permet le changement de direction de O K,
deux feuillets B antiparall¢les. /Ex _ (':(4\::
— Lachaine principale de la protéine fait un tour en Raw= o E I
U formée de 4 résidus avec liaisons hydrogénes N = E
établis entre I’0xygeéne du C=0 d’un résidu et S 7 o
I’atome I’hydrogéne du résidu (n+3). R C"“of L r:(:
— Les acides aminés glycine et proline apparaissent R
souvent dans ce coude. Coude B a4 résidus

3. Structure tertiaire : La structure tertiaire consiste en une organisation des structures secondaires entre elles en une

molécule de grande taille.

— Elle est stabilisée par de nombreuses liaisons non covalentes (liaisons hydrogénes, ioniques, hydrophobes, Van
Der Waals) et parfois par des liaisons covalentes type ponts disulfures.

— Elle n’est pas figée, se modifie (se tordre, se déformer) sous I’effet de la fixation d’une molécule (ligand) ou sous
I’effet de la variation d’un paramétre physico-chimique (pH, T°).

— Exemple : la myoglobine et la ribonucléase.

4. Structure quaternaire : Résulte de I’association de plusieurs chaines peptidiques ou sous unités (de structure
tertiaire) en une seule protéine fonctionnelle ayant une fonction unique (enzymes, ribosomes)
» Les sous-unités peuvent étre :
— ldentiques : homopolyméres.
— Différentes : hétéropolymeéres.
» Unies selon une géométrie bien particuliére par des liaisons faibles (hydrogénes, hydrophobes, ioniques,
Liaison de van der waals) et parfois par des ponts disulfures.
+ Exemple : I’hémoglobine Hb

— Chez I’adulte I’hémoglobine A (95%) est constituée :
e D’une partie protéique formée 4 Sous-unités :
Hétérotétraméres 2a2p.
o 2 Sous-unités a.
o 2 Sous-unités f.
e D’une partie non protéique : I’héme (chaque
o Sous unité est associé a une molécule
d’héme).

A

L Chaines ge giatine « ~/

V. LES LIAISONS IMPLIQUEES DANS LA STRUCTURATION DES PROTEINES : Les liaisons qui peuvent
s'établir entre les acides aminés constitutifs d'une protéine peuvent étre classées en :
» Liaisons covalentes :
— Liaison peptidique.
— Pontdisulfure.
» Liaisons non-covalentes (ou liaisons faibles) : 4 types
— Liaison hydrogéne.
— Liaison hydrophobe.
— Liaison ionique.
— Force de Van Der Waals ou liaison de de Van Der Waals.

1-Liaison hydrogéne : Se forme quand un atome d'hydrogene est lié & un atome électronégatif (le plus souvent
I'azote) se trouve a proximité d'un atome électronégatif (le plus souvent I'oxygéne).

Ponts hydrogénes

N /
C=0-+H—N
78 §- B+ 5-N
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2-Liaison hydrophobe : les chaines latérales des acides aminés apolaires (non polaires) s'associent les unes aux autres
au cceur de la protéine de facon a ne pas interagir avec 1’eau et les résidus les plus polaires eux sont au contact du
solvant responsable du repliement compact de la protéine.

Les forces hydrophobes participent au
repliement des protéines

chaines latérales - &
polaires chaines latérales non-

———— gl polaires
/ = - < \ o>
= y = > =5 5
& - - —— ey &
&
- - N PN -
P “ € L - Les chaines latérales La région hydrophobe
polaires exposées a centrale contient les
I'extérieur peuvent chaines latérales non-
former des liaisons polaires
H avec I'eau
Polypeptide déroulé Polypeptide replié¢ en milieu aqueux

3-liaison ionique : Elle s’établit entre ions de charge opposée :
* Un atome charge positivement (cation) céde un ou plusieurs électrons (réalisant une oxydation).
* Un autre atome capte ces électrons pour former un ion chargé négativement (anion) réalisant une réduction.

“CH, —NH;*

Liaison ionique

4-Force de Van Der Waals : il s'agit de dip6le temporaire de faible force. Elle permet aux atomes de se positionner le
plus prés possible les uns des autres permettant une structure trés compacte du coeur des protéines.
CH20H #=* CH20H

4 Les interactions non-covalentes sont responsables de 1’établissement de structures secondaires (liaison hydrogéne)
mais aussi tertiaires et quaternaires (liaison hydrogéne, hydrophobe, ionique et force de Van Der Waals).

V1. LES METHODES D’ETUDE DE LA CONFIGURATION SPATIALE DES PROTEINES : Sont la
diffraction des Rayons X, La spectrophotométrie ultra-violet (UV) et infrarouge (IR), La dispersion rotatoire optique
(ORD), Le dichroisme circulaire, La florescence résonance paramagnétique électronique (RPE) et La résonnance
magnétique nucléaire RMN.

VIl. STRUCTURE DES PROTEINES FIBREUSES :

1. Le collagéne : principale protéine de la matrice extracellulaire du tissu conjonctif (peau, os, tendons cartilage,
vaisseaux sanguins). Secrétée par les fibroblastes (peau), les chondroblastes dans le cartilage et les ostéoblastes
dans I’os.

- Il existe différents types de collagene : type I, 11, 1l (plus de 90% type | dans le corps).
» Lastructure primaire : séquence en acides aminés avec répétition de 3 acides aminés Gly-X-Y
(X et Y sont en majorité la proline et I'hydroxyproline Hyp).

Gly-Pro-Met-Gly-Pro-Ser-Gly-Pro-Arg-Gly-Leu-Hyp-Gly-Pro-Hyp-Gly-Ala-Hyp-Gly-Pro-GIn-Gly-....

» Lastructure secondaire : Hélice gauche (sens des aiguilles d’une montre).

»  Les trois hélices tournent 1’une autour de l'autre en une superhélice formant le tropocollagéne.
-Les molécules de tropocollagene s'assemblent cote a cote mais avec un décalage et s'assemblent en une
fibrille de 50 nm de diamétre. Ces fibrilles s'agrégent en une fibrille d'ordre supérieur de 500nm, qui peuvent a
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leur tour former une fibre de collagéne de 1 & 10 um de diamétre.

Tropocollagéne [cocosesses |

SISO SOCUIORIE | SNSRI
Fibrille soam = CORUSIERRIE  SOSKOKKINKEE SOCKOCROSRS
RS  SOSHTRITNNES  SOSKEOCRESKES SOORESKS
e SRTESSEISEE SSNOTEESEE SOKKSS

Fibrille d'ordre supérieur l 500nm

dddEExa’
l

Collagéene 1:10um

2. Lakératine : c’est une protéine résistante retrouvée chez les vertébrés supérieurs, constituant principal de la
couche cornée externe de 1’épiderme, ongles, cheveux, cornes et plumes.
* Ondistingue 2 types :
— Lakératine a : formée d’hélice a. = mammiferes et 1’étre humain (cheveux et ongles).
— LaKératine B : formée de feuillet B plissés antiparalléles =oiseaux (plumes) et reptiles.
* Lastructure d’un cheveu est composée a 95% de kératine : protéine fibreuse dont la structure moléculaire
passe par plusieurs niveaux complexes :
= Lastructure primaire : la chaine polypeptidique est faite d’environ 310 acides aminés riche en résidus
Cys (14% des acides aminés) avec présence de ponts disulfures (a I’origine de rigidité et résistance du
cheveu).
= Lastructure secondaire (kératine o) : hélice o droite (sens des aiguilles d’une montre).
= Le protofilament : résulte de I’association de deux molécules de kératine o qui s’enroulent I’une autour de
I’autre avec un pas a gauche.
= Latorsade de 02 protofilament est appelé protofibrille.
= L’association de 04 protofibrilles constitue une microfibrille.
= Les microfibrille s’assemblent en macrofibrilles.
= Les macrofibrilles a leur tour constitues le cortex qui est enveloppé par une fine couche protectrice : c’est
La cuticule.

DOUBLE SPIRALE PROTOFIBRILLE MICROFIBRILLE MACROFIBRILLE CORTEX CUTICULE
Diamétre 0,002 um Diamétre 0,003 um Diamétre 0,008 pm Diamétre 04 pm Liintérieur du cheveu Enveloppe protectrice
formée de plusieurs couches

CELLULE CORTICALE

Diamétre 5 um

www.adjocom.com ’
COMPLEXE MEMBRANO-CELLULAIRE = CMC Coshasibliste das ShavaUx oy Fait

Tout ce qui est en jaune sur ce schéma CHEVEU

On parle aussi de Complexe Membrano-Cellulaire

pour désigner les tissus assurant la cohésion Diameétre entre 60 et 100 um

des différentes couches protectrices formant la cuticule moine génétique
rés

VIIl. PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES PROTEINES.
1-MASSE MOLECULAIRE.
» Lamasse moléculaire varie de 10 KDa (kilodalton) a plusieurs millions.
» Elle est souvent utilisée comme élément caractéristique servant a la définir ou a la nommer une protéine.
Exemple : Albumine  Mm (mass molaire) = 67 000 D (67 KDa).
2-CARACTERE AMPHOTERE DES PROTEINES
Les acides aminés constituants de chaque protéine sont des ampholytes qui lui conferent un caractere amphotére par :
v" Les groupements o amines NH2 et a carboxyliques COOH terminaux qui s’ionisent.
v’ La nature ainsi que le nombre des groupements R (chaines latérales) ionisables de certains acides aminés
(Asp, Glu, His..).
RQ : les groupements aNH2 et aCOOH restants (pas terminaux) unis par covalence pour former des liaisons
peptidiques qui ne peuvent s’ioniser et ne contribuent pas a ce caractére.

6
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La charge nette globale d’une protéine varie en fonction du pH :

+ En milieu acide : les groupements dissociés sont les groupes basiques, donc la protéine aura une charge positive
(+).

+ En milieu basique : les groupements dissociés sont les groupes acides, donc la charge résultante est négative (-).

* Il existe une valeur de pH pour laquelle la charge nette de la protéine est nulle ; c’est le pH isoélectrique (pHi).

Arginine .
Ac. Glutamigue Glycine O L}I‘ging . Elsg:mcl‘(hu;
Arginineg Histidine Valing (Histidine)

—@— —8@——_ —{ —° pH 2 charge 3+
— Protéine neutre
—r——P— — — pH 5 (pHI)

charge +

—@®—@ — —— —_ —e pH2 charge 0 W Protéine basique
S e — positive

O _.:_._:\_j_"u; _—. pH13 charge 2- Protéine acide

Nt - negative

3-SOLUBILITE : La solubilité d’une protéine est influencée par divers facteurs :

A. Influence du pH : La solubilité d’une protéine est minimale au voisinage de son pH isoélectrique ce qui
favorise la formation d’agrégats insolubles de la protéine (précipitation).
B. Influence des solvants organiques :
- L’eau = effet solubilisant.
- A linverse si on ajoute de I’éthanol ou de I’acétone —excellents agents de précipitation des protéines.
C. Influence de la concentration en sels : la solubilité des protéines en solution dépend de la concentration des
sels dissous exprimée par ce qu’on appelle la force ionique p.
o A force ionique faible (concentration faible en sels) => Solubilisation.
o A force ionique élevée (forte concentration en sels) => précipitation de la protéine (précipitation
saline).
4- STABILITE THERMIQUE DES PROTEINES : une élévation importante de la température au-dela de 40%%t le
froid induit une dénaturation (perte d’activité biologique de la protéine).
-La dénaturation : modification de la structure tridimensionnelle sans modification de la structure primaire.

5-AUTRES PROPRIETES :
»  Absorption de la lumiére en UV :
— Absorption de 220 a 230 nm (liaison peptidique).
— Acides aminés aromatiques : absorption 260 ou 280 hm.
« Coloration par fixation des colorants : Les protéines fixent des colorants (le rouge Ponceau, le noir
d'amidoschwarz, le bleu de Coomassie, le vert lissamine).
» Coloration par réaction permettant le dosage des protéines :
— Réaction du biuret.
— Lowry.
IX. DETERMINATION DE LA STRUCTURE PRIMAIRE DES PROTEINES.
1. Stratégie générale : La détermination de la séquence compléte en acides aminés d’une protéine passe par les
étapes suivantes :
v’ Extraire, séparer et purifier la protéine.
v’ Séquencage proprement dit de la protéine :
- Rompre les ponts disulfures (sous unités), fragmenter la protéine, et hydrolyser la protéine (analyse
=composition en acides aminés).
- Séquencage de la protéine et identification des Aa aux extréemités Ct et Nt.
- Réarrangement de la séquence de la protéine.
2. Technique de séparation et de purification : diverses techniques de séparation des polypeptides en fonction de :
* Ladensité : Ultracentrifugation.
» Lasolubilité : Précipitation au sulfate d'ammonium.
» Lataille : Chromatographie gel filtration.

10
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» Lacharge: |[-Chromatographie d'échange d'ions.
-Electrophoreése.
-Isofocalisation.
« L’affinité : Chromatographie d'affinité.
«» Les techniques de séparations des protéines :
A-Ultracentrifugation : Technique d’extraction des protéines d'un mélange en fonction de la

tendance des particules a se déplacer dans une solution sous l'effet d’une force centrifuge a grande
vitesse par différence de densité.

-L'appareil utilisé est une centrifugeuse.
B-Chromatographie d’exclusion ou chromatographie gel filtration : méthode de séparation basée
sur la taille des protéines. Le gel est composé de billes trouées avec des trous de différents diamétres
; les petites molécules pénétrent dans les trous et sortent tardivement et les grandes sortent les
premieres.
C-Chromatographie d’affinité : Séparation fondée des interactions spécifiques entre protéines et
ligands fixes (ligands pour la protéine recherchée) sur un support solide .elle plus efficace que la
chromatographie par échange d’ions ou la chromatographie par gel filtration.
D-Electrophoreése en gel de polyacrylamide (PAGE) avec SDS (le Sodium dodécylsulfate) :
La séparation des protéines en fonction de la masse molaire car toutes les molécules sont chargées de
la méme fagon (le SDS apporte des charges négatives aux protéines).
E-Focalisation isoélectrique : séparation baséee sur le pHi des protéines.

3. Préparation de la protéine pour le séquencage.

A/ Séparer les chaines polypeptidiques les chaines polypeptidiques doivent étre dissociées pour étre séquencées
individuellement.

B/ Clivage des ponts disulfures S-S : Clivage des ponts disulfures S-S entre les résidus cystéine (intra -chaines
ou inter-chaines) par le dithiothréitol (DTT) ou du 2-mercaptoéthanol.

: Cystine :
H—rlu r?I_H ICHESH
H—(ID—CHZ—S—S—CHZ—CI.‘.—H + 2 HSCH2CH-OH ou ICHECH
t§:=o O=Cé 2-Mercaptoéthanol GHOH
CH2SH
DIT
3 Cystéines 3
H—N N—H L HO. g
b b SCH>CHoOH I
H—C—CH>-SH HS—CH>-C—H + 1 _ = =~ ou | s
| I SCHLCH-OH T
(g,:@ 0:? HO

1

REMARQUE : Si les ponts disulfures sont établis entre deux chaines 1’étape B doit précéder 1’étape A.
4. Séquencage :
4-1/Analyse de la composition en acides aminés :
4-1-A/Hydrolyse chimique des liaisons peptidiques
Al/Chimique :
Al-1/Hydrolyse totale acide : Par HCI & 6 Mol/L, a chaud (110°C), pendant 24 h environ.
* Inconvénients : détruit le Tryptophane et transforme la Glutamine en Glutamate et
I'Asparagine en Aspartate.
» Méthode la plus utilisée.
Al-2/Hydrolyse totale alcaline : Par NaOH a 4 Mol/L a chaud (110°C) pendant 4 a 8 heures
environ.
* Inconvénients : détruit la Sérine, I’ Arginine, la Thréonine et la Cystéine.
+ Utilisation limitée a la détermination de la teneur en Tryptophane.

B1/Enzymatique : Protéolyse total par la pronase= mélange de protéases extrait de Streptomyces
griseus.

10
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* Intérét : Détermination de la teneur en Asparagine, en Glutamine et en Tryptophane d’un
peptide, acides aminés (détruits par les méthodes chimiques plus séveres).
* Inconvénient : risque de contamination par I’autodégradation des enzymes protéolytiques.
4-1-B/Analyse qualitative et quantitative des acides aminés aprés hydrolyse : comporte une séparation
d’acides aminés par chromatographie sur résines échangeuses d’ions, suivie du dosage de chaque acide aminé

par la réaction colorée a la ninhydrine.

4-2. Identification des résidus N et C terminaux :
A. Identification des résidus N et C terminaux par méthode enzymatique : par des exopeptidases.

L’enzyme exopeptidase Extrémité attaquée | Spécificité
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
Leucine aminopeptidase N-ter Pro
Aminopeptidase N-ter Tous

B. Identification des résidus N et C terminaux par méthode chimique :

B1- Identification des résidus N

= Par méthode de Sanger (FDNB) : une hydrolyse acide totale libére I’a-dinitrophényl-amino-
acide (DNP-amino-acide) correspondant a ’acide aminé N-terminal marqué qui sera identifié

par chromatographie.

= Par méthode de dansylation.

= Par méthode récurrente d'Edman : permet I’identification de I’extrémité N-terminale sans
ruptures des liaisons peptidiques et le séquengage du peptide constitués de 40 a 60 résidus
d’acides aminés (libération des PTH-Aa se fait cycle par cycle détecter par chromatographie
liquide haute performance : HPLC).

/‘J/w—-\“ 0 R 0 o' H & u > \Labeling
“C” 4+ HN i« 8o ri-&H E .‘JH-;F L .‘f ‘}J-H oH i‘l!m"% T
' & e ST, Y D0H-0-0-0
PITC R
il ‘Release
J
aode Ihuoroaceique D@ QH3HHO) \
\Labeling
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B-2-ldentification des résidus C terminaux par méthode chimique (I’hydrazinolyse) : Par
I’hydrazine (H2N-NH2) a 100°C attaque Toutes les liaisons peptidiques et donne des dérivés
hydrazide d’acide sauf pour le résidu C-terminal qui reste normal.
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NH CH (& NH CcCOO

Polypeptide

N H NH

Hydrazine

Reésine échangeuse d'ions
acide (catalyseur)

Aminoacyl
hydrazides

H_ N CH COO

Acide aminé libre

4-3. Fragmentation de la chaine polypeptidique en séquences : suffisamment courtes (de 20 & 60 acides
amines) pour permettre leur séquencage, par coupure intra-chaine réalisée par deux méthodes :
A/Méthode chimique :
Solution
Bromure de cyanogene (BrCN)
N-bromosuccinimide (NBS) Aprés Tyret Trp
Hydroxylamine (NH20H) Liaisons Asparagine-Glycine
B/Méthode enzymatique ou par endopeptidases :

Lieu de coupure
C-terminal des méthionines

Enzyme Lieu de coupure

Pepsine Avant le N des acides aminés aromatiques : Phe, Trp, Tyr
Asp N protéase Avant le N de Asp, Cys, parfois Glu

Trypsine Apres le C des acides aminés basiques : Lys-Arg
Chymotrypsine | Aprés le C des acides aminés aromatiques : Phe, Tyr, Trp
Endoprotéase V8 | Aprés le C de Glu, parfois de I’Asp

= Les fragments obtenus par ces proceédés sont alors séparés les uns des autres par électrophorese ou par
chromatographie.

= [’¢établissement de 1’ordre dans lequel les AA sont liés dans une séquence peptidique :

On réalise une identification de 1’extrémité encore inconnues de chaque fragment.

Chacun de ces fragments peptidiques est alors soumis a une dégradation d’EDMAN afin

d’identifier sa séquence en acides aminés.

4-4. Reconstitution de la séquence totale par détermination de ’ordre des fragments peptidiques : en

comparant les séquences en acides aminés d'une série de fragments peptidiques avec celles d'une deuxiéme

série dont les sites de coupure (d’hydrolyse) sont différents mais recouvrent ceux de la premiere série.

Le chevauchement de séquence entre les segments obtenus par les deux procédés de clivage permet de

retrouver leur ordre au sein de la protéine.

CNBr
— —
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CNBr

Phe— Trp—— MEeE=EGly —Ala

Trypsin
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fragments
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4-5. Localisation des ponts disulfure S-S : derniere étape dans la séquence d’une protéine qui consiste a
déterminer les positions des ponts disulfure.
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