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Définition de la lic Y M Tm"“""m

» condensation du
groupement a carboxyl
d'un acide aminé AA1
avec le groupement a
aminé d'un second
acide aminé AA2 avec
eliminatfion d'une
molécule d'H20.

» Formation amide

secondaire
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» La synthese des liaisons peptidiqgues est
sous le conirole enzymatique .

» se déeroule dans les ribosomes
» Dirigée par 'ARNm.




» 2 formes de raisonance : doubls
poartielle = géometrie plane

O L : O

» Chaque plan contient les atomes
C=0 du résidu n et les atome N,H, Ca
du résidu n+1




» Dans I'enchainement des plans
peptidiques, il y a 2 degrés de liberté.
-L" angle de rotation autour de |la
liaison C-Co. déterminé par
-I'angle de rotation autour de la
liaison Co-N déterminé par ¢

» La structure du squelette de |la
protéine (Ca) est déterminé par ses
2 angles pour chaque acide aminé




Deux configurations sont possibles
. cis ef frans (sauf glycine).

Trans est plus favorable sur le plan O Ca Oa

énergétique. \ / \ / \ / \

Mais 10 % des prolines dans les N

protéines sont en configuration \ / \ / \

Des serines et d’'autres aa dans C H 0 H
{t

des sites de caractere

dynamique se tfrouvent parfois

dans la configuration cis pour

“précharger” I'enzyme avec de '
I'énergie pour la catalyse. Trans c,s




Définition d’'un peptide

» Enchainement d'acides aminés liés par liaison
peptidigue.

» Dipepftide: 2 AA
tripeptide: 3AA
Oligopeptide :20AA
Polypeptide : 20 a 50 AA



Mode de représentation des

acides amines
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Sens de la chaine peptidique
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ﬂ' Chemistry of a polypeptide
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Quelques peptides d’'intérét

biologique
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» . Insuline:

) . Lol H
-Hormone hypoglycemianfte. i @ | @

-Synthetisée par les cellules B @
des ilots de langerhans du A NN @
pancreas. ' i &Xl

s |1 I'1I.
! .
l

-Elaborée sous forme de
proinsuline

-Une endopeptidase coupe
ensuite cette chaine en deux
points, amenant a la libération
de lI'insuline et du peptide C.

Insuling



DETERMINATION DE

LA STRUCTURE D'UN
PEPTIDE




DETERMINATION DE LA STRUCTURE D'UN
PEPTIDE

|. DETERMINATION DE LA COMPOSITION.
1.HYDROLYSE CHIMIQUE.
2. HYDROLYSE ENZYMATIQUE.

. DETERMINATION DE LA SEQUENCE.
1. DETERMINATION E L’EXTREMITE C TERMINALE.
2. DETERMINATION DE L'EXTREMITE N TERMINALE.
A. DANSYLATION.
B. REACTION DE SANGER.
C. METHODE D’EDMAN.
3. COUPURE SELECTIVE DE LIENS PEPTIDIQUES .




DETERMINATION DE LA

STRUCTURE D'UN PEPTIDE

» quels sont les acides aminés constitutifs?
» combien ?
» quelle est la séquence?



Determination de la

composition

But:

Connaitre la nature et le nombre des acides aminés
constitutifs qui passe par une hydrolyse de toutes les
licdisons peptidiques.

1. Hydrolyse chimique.

1. hydrolyse enzymatique.



Hydrolyse chimique

« Catalysée par
I'HCI 6N a 110° pendant 24h

dans un tube sans air pour empécher les réactions
d’oxydation.

= jnconveénient:

Certains acides aminés sont fransformés (GLN en GLU et ASN en
ASP).

L'aminoacide acide fryptophane est entierement détruit

Certains aminoacides (Tyr, Ser, Thr) peuvent étre partiellement
détruits (un tfemps d'hydrolyse plus faible permet de résoudre le
probleme).



» L'analyse de I'hydrolysat passe par une separation
des acides aminés par chromatographie et par leur
détection(a ninhydrine).



Mélanges tampon
a pH croissant

|

Identification
et dosage

, 8 @ Détecteur

110°C 24 H

Le temps de séjour dans la colonne, caractéristique pour chaque
acide aminé et fonction du pH imposé, est le "temps de rétention"



Hydrolyse enzymatique

» I'hydrolyse peut étre catalysée par un mélange de
protéases.



Détermination de la séquence

a A. determination de I'extrémité Cterminale:

I'extremité C : on utilise en général une dégradation
imitée a I'aide des carboxypeptidases.

0 B. détermination de I'extrémité N terminale:
L'acide terminal est identifié par:

1. Dansylation.

2. la réaction de SANGER.

3. B. Dégradation d'EDMAN



Dansylation.

» on utilise en général le chlorure de dansyl et apres
hydrolyse chimique complete du peptide, on
identifie le dansyl-aminoacide).

(I‘H?’ ([‘Hs
=) ~O)
CH; ..__N-CH-COOH —» C(H, Ilt
@ SOCI H | @ SOZ-I\II—CH—COOH

H

Chlorure de dansyle dansyl-aminoacide
(DNS Cl) DNS aminoacide

Fluorescent



INCONVENIENTS:

Cette technigue ne permet de connaitre que le
premier acide aminé.

L'hydrolyse finale peut fournir la composition et pas
I'ordre d’assemblage des acides aminés.

La présence de lysine dans le peptide va perturber
cette méthode puisque la chaine latérale de ce
résidu porte un groupe -NH2 qui réagira avec le
DNS-CI.




la reaction de SANGER

@\H J\EOH ¥ thl)L TL)LOH .....

L'acide aminé N terminal est reconnu par son produit de
condensation avec le réactif de Sanger et 1'ensemble des

produits est analysé par chromatographie.



La méthode d’Edman

« L'isothiocyanate se fixe sur I'acide N terminal du
peptide en milieu basique, et apres une réaction de
cyclisation, se décroche en milieu acide, en formant
une hydantoine qu'on peut identifie par son temps de
rétention sur une colonne de chromatographie.



= Lereste du peptide peut recommencer la
réaction avec une nouvelle molécule
d'isothiocyanate pour identifier 'acide aminé
suivant.

- Cette opération est applicable environ 40 fois
de suite et permet de déterminer la séquence
de peptides courts.
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» Pour les peptides a longue chaine, on fragmente
en morceaux plus petits qui sont ensvite
séquencés par d'auvtres méthodes (par exemple
Edman).

» Les réactifs de fragmentation, parmi lesquels des
enzymes appelés proteases, catalysent la rupture
de la chaine protéique en des endroits
spécifiques.




Points de rupture:

Chymotrypsine : le CO de Tyr, Phe et Trp
Trypsine : le CO de Lys et Arg
BrCN : le CO de Met
Carboxypeptidase : identifie le C terminal

BrCN Ch}*motryp sine

|

Ala-Ala- LysICys—Met Cys—Arg—‘Tyr- le- Phe-Gly-Trp le-Pro

Trypsine Carboxypeptidase



Exemple de détermination de séquence

Un échantillon du peptide inconnu est d'abord hydrolys«
totalement (HC1 6N, 110°, 24 H) et par l'analyseur d'acide:
aminés fournit la composition suivante :

20 acides aminés

Ala Arg Cys Glu Gly Leu Lys Phe Pro Thr Tyr Val
2 1 2 1 2 2 1 2 1 1 2 3



La chaine totale (30 acides aminés) est séquencable par
Edman. Pour cet exemple, nous procédons cependant a la
fragmentation par la chymotrypsine:

Phe

Chymotrypsine 2 acides aminés isolés
Peptide [ —— T}T
A
B 3 peptides
C
A, B et C sont séquencés par la méthode d'Edman:
A = Val-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe
B = Val-Cys-Ala-Leu-Tyr
C = Thr-Pro-Lys-Ala

La chymotrypsine ne coupe pas a droite de Ala: le fragment C
est donc la séquence terminale. La carboxypeptidase confirme

que Ala est bien ’acide C terminal




Un nouvel échantillon du peptide initial est soumis au
clivage par la trypsine et il en sort 3 fragments :

291

Trvosine Ala (=Ala’? puisqu'il est a droite de Lys
Peptide %

2 tid
F peptides

D est sequence par méhode d'Edman et on trouve :

D = Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys
E = Val-Cys-Ala-Leu-Tyr-Val-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg

Comme D se termine par Lys, il s'agit de Lys?° et la
comparaison des séquences de C et D permet de mieux
préciser l'extrémité du peptide



La reconstitution de la séquence complete est aisément réalisée
en partant du peptide porteur du C terminal et en cherchant

les recouvrements des fragments.

Val-Cvs-Ala-Leu-Tyr
Val-Cys-Ala-Leu-Tyr-Val-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg
Val-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe
Phe
Tyr
Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys
Ala
Thr-Pro-Lys-Ala

Chymotrypsine \ \ \

Val-Cys-Ala-Leu-Tyvr-Val-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tvr-Thr-Pro-Lys-Ala

Trypsine



