STRATEGIES POUR L'ETUDE DES PROTEINES

I. ISOLEMENT D’'UNE PROTEINE RESPONSABLE D’'UNE FONCTION :
On s'intéresse au fait d’isoler la chymotrypsine, enzyme pancréatique sécrétée dans le

tube digestif et responsable d'une étape de digestion des protéines alimentaires.

Pour cela, on dispose d’'une méthode de mesure de l'activit¢ de I'enzyme qui va

permettre de suivre I'ensemble du processus.

Les étapes nécessaires a suivre pour isoler cette protéine sont:

»

Dans un premier temps il faut isoler le tissu pancréatique et collecter 'ensemble de
ses sécretions.
Puis dans un second temps isoler par centrifugation différentielle et ultracentrifugation
I'organite (réticulum endoplasmique rugueux : RER).

A partir de cet organite on peut extraire 'ensemble des protéines contenues dans les
sécrétions pancréatiques.

On procédera a la séparation de ces protéines par chromatographie et
électrophorese.

Apres la séparation, il faut isoler et purifier 'enzyme par affinité.

L’étude proprement dite de notre protéine (chymotrypsine) va consister d’abords a
découper la protéine en petites unités ou peptides.
L’analyser va se poursuivre par la détermination de la composition en acides aminés
de ces peptides.
Enfin on terminera par déterminer la séquence entiere de notre protéine.
Toutes ces informations vont permettre d’étudier la structure tridimensionnelle de la

protéine afin de déduire son mécanisme d’action.

1.1. Isoler le tissu pancréatique et collecter les sécrétions :

Pour cela il faut isoler I'organite (RER) susceptible de renfermer la protéine et ceci d’abords par

centrifugation différentielle :
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1.2. Isoler 'organite (RER) par ultracentrifugation en gradient de densité :
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1.3. Extraire les protéines totales a partir de la fraction subcellulaire purifiée :

Cette extraction des protéines totales repose sur leurs propriétés d’insolubilité dans des

solutions salines.

1.4. Séparer les protéines par chromatographie :

Ceci grace a leur migration différentielle a travers un systeme composé de deux phases,

une phase fixe et une phase mobile. On peut ainsi séparer les protéines en utilisant

leurs différences de taille, de charge ou d’adsorption spécifigue.

Charge globale d'une protéine et point isoéle ctrique :
Une protéine porte des charges (+) et (-) au niveau des chaines latérales
des résidus d’acides aminés, Ces charges dépendent du pH de la solution et leur

somme algébrique définit la charge globale de la protéine.

Il existe toujours un pH pour lequel le nombre de charges (+) portées par une
protéine est égale au nombre de charges (-): la charge globale est alors nulle.
Ce pH s’appelle le point isoélectrique de la protéine (pl). C'est le principe de
base de la séparation des protéines par électrofocalisation.
(Voir électrophorese bidimensionnelle)




1.4.1. Les trois types de chromatographies utilisés pour purifier les protéines :
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1.4.2. L’électrophorése des protéines :
— Electrophorése mono-dimensionnelle : Déplacement de molécules chargées
sous l'effet d’'un champ électrique.
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Quand on soumet a un champ électrigue un mélange de molécules en solution déposé sur un support

convenable (gel), les molécules se séparent en fonction de leur charge électrique et de leur taille selon la

dimension des "mailles" moléculaires du gel et la tension électrique appliquée.

En solution dans un tampon basique, les protéines sont des molécules chargées qui migrent vers une des

2 électrodes, I'anode pour la majorité d'entre elles. Aprés fixation et coloration par un colorant spécifique

des protéines, chaque protéine apparait sous forme d’'une bande dont la position permet l'identification.

1 : homogénat cellulaire

2 . aprés ultracentrifugation

3 : aprés chromatographie echangeuse d'ions

4 - aprés chromatographie par filtration sur gel

5 : aprés chromatographie daffinité
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1.5. Analyser la composition chimique des peptides :

L'analyse de la composition des peptides se fait par spectrométrie de masse.
La spectrométrie de masse renseigne sur la masse précise d’'une molécule.
La spectrométrie de masse permet la détermination de la composition des
peptides.
Le dosage des protéines peut étre basé sur :

- Des mesures physiques : liees a I'absorption du trp et de la tyr a 280 nm.

- Des mesures colorimétriques : réaction de Biuret, Lowry et autres.

- Des mesures liées a l'activité biologique (exemple des activités enzymatiques)

Il. ANALYSE DE LA COMPOSITION CHIMIQUE DE LA PROTEINE :

2.1. Découper la protéine en petites unités (peptides) :

Clivage enzymatique : trypsine
ou
Clivage chimique CNBr

(éq \j/” ”oo

Acides aminés

Protéine clivée :
Peptides

2.2. Analyser la composition chimique des peptides par spectrométrie de masse.

2.3. Déterminer la séquence de la protéine entiere :

La spectrométrie de masse permet également la détermination de la séquence (structure
primaire) des peptides par fragmentation.

En prenant 'exemple du peptide de 10 aa, on obtient des fragments

contenant 1, 2, 3, 4 5, 6, 7, 8 ou 9 acides aminés. Chaque fragment a

une masse précise et la difféerence de masse entre deux fragments

correspond a la masse d'un acide aminé.

Nous sommes pratiquement préts a entreprendre I'étude des mécanismes

moléculaires du fonctionnement des protéines




lll. Découvrir la structure spatiale de la protéine :
La structure d’'une protéine comporte, outre la structure primaire, séquence linéaire des
aa dans la chaine polypeptidique, des structures supérieures leur conférant une

conformation propre (structure spatiale ou tridimensionnelle).

IV. Corréler la structure a la fonction de la protéine :
Les protéines fibreuses, du fait d’une structure rigide et solide assurent des fonctions

structurales de soutien et de protection au sein des systemes biologiques.

Les protéines globulaires, grace a des structures tres élaborées, sont des molécules
dynamiques et souples pouvant s’adapter a différents événements tels la
reconnaissance et la fixation de ligands..., expliquant les fonctions aussi diverses que
multiples des protéines globulaires (immunité humorale, catalyse, régulation, transport,

influx nerveuy, ...)
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