Primary protein structure

Is saquance of a chain of amino acids

Chapitre SV-D-2-4:

Acides amineés et proteines
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Abondance des principaux élémon&s chimiques
(en pourcentage massique)

Lithosphére
Eléments + hydrosphére Luzerne Homme
+ atmosphére

Oxygéne O 50 76,30 62,81
Carbone C 0,2 11,30 19,37
Hydrogéne H 1 9,53 9,31
Azote N 0,03 0,825 514
Calcium Ca 3,2 0,58 1,38
Soufre S 0,1 0,108 0,64
Phosphore P 0,1 0,706 0,63
Sodium Na 24 0,039 0,26
Potassium K 2.3 0,226 0,22
Chlore Cl 0,2 0,07 0,18
Magnésium Mg 2 0,08 0,04
Fer Fe 4 0,0027 0,005
Silicium Si 25,8 0,0093 0,004
Aluminium Al 7,3 0,0025 0,001

Total 98,63 99,78 99,99

Total des éléments
majeurs . 98,77 97,9

Macroéléments : C, H, O, N, P, S représentent environ 98 % de la biomasse.

Oligoéléments

: Cl, K, Ca, Mg, Na dont la forme ionique est prévalente.

Microéléments : Fe, Zn, Cu, |, Mn, Se, Co sont présents a trés faible dose (<1mg/kg)

Modifié d'aprés : Blochimie structurale AUDIGIE, ZONSZAIN, Doin 2009




Escherichia coli Cellule hépatique de rat

constituants % du poids nombre % du poids nombre
(MM total de molécules total de molécules
moyenne, par cellule par cellule
en Da)
eau (18) 70 4.10" 75-85 4,2.10™
ions
inorganiques 1-2 2,5.108 1-2 2,4.10™M
(40)

petites molécules
et précurseurs

(100-300) 3-4 2,5.10° 0,5-2 1,4.101°
lipides et
précurseurs 1-2 2.5.107 2-5 205 10
(750)
polysaccharides 1-2 / 2-10 /
protéines
(4 .10% 15 3,6.108 10-12 2510°
ARN
(104-10¢%) 6 4,6.10° 0,8-1 1.5.102
ADN 1 1-2 0,4 44
(MM = chromosomes
2,5.109)

Comparaison des catégories moléculaires de cellules

eubacterienne (E. coli) et eucaryote (foie de Rat).
L’hépatocyte a un volume environ 1000 fois supérieur a celui de la cellule
bactérienne. J.-C. CALLEN - "Biologie Cellulaire” (1999), DUNOD - ISBN : 2 10 003197 X



Document 1. Structure des acides amineés.
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http://lyon-sud.univ-lyon1.fr/serviet/com.univ.collaboratif.



Des composés amphoteres

4 50

. ["H =
Ex : la glycine /
Ka : cst de dissociation acide ou cst d’acidité = cst H CH
d’équilibre de la réaction de dissociation d’'une espéce 2,34
acide dans le cadre d’'une réaction acido-basique CO0OH
AH=A +H*
Ka = [AT.[ H]/[AH] Glycine (Gly) G
pKa =-log,,Ka pH; = 5,37
AH,  PKy, AH PRy A
i ! » pPH
2.4 Zwitterion 9,7

AH,Y est HaNT-CH,-COH, AHY" est HaN'-CH.-C0;" et

A" est HzN-CHz-COg



tahle 5-=1

Properties and Conventions Associated with the Standard Amino Acids

pH, values
Abbraviated pi, pK;I PHg Hydropathy l{wunanca £
Amino acid namas M, [(—COOH} [—MH3I (R group) pl imclax* il proteins (F)
Monpelar, aliphatic
R groups
Glyzine Gly G 75 2.34 .60 597 0.4 7.2
Alamine Bla A A9 2.34 5,69 G0 1.8 7.8
Yaline Val ¥ 117 2.32 9.62 5.97 4.2 .6
Lewcine Lew L 131 2.36 G.40 598 3.8 / g1
lsoleucing =—————— He == ———f S ————— PEE——————— g ——————————— FaEr=—-—— 4.5 .3
Methionine Met M 149 2.28 4,21 5.74 1.9 2.3
Aromatic R groups
Phenylalanine Phe F 165 1.83 9,13 5.48 2.8 3.9
Tyrosing Tyr ¥ 181 2.20 59.11 1o.04 i 1.3 3.2
Tryptophan Trp W 204 2.38 5.39 589 0.9 1.4
Palar, uncharged
R groups
Serine Ser S 105 2.21 .15 5.68 0.8 6.8
Prodinae Po P 115 1.99 1096 B AE 1.6 5.2
Threoning Thr T 119 2.11 G.62 587 0.7 5.4
Cysteine Cys C 121 1.96 10,28 18 507 2.5 1.9
Bspanaging Ben M 132 2.02 LR 241 3.5 4.3
Glutamine Gln O 146 2.17 G3.13 565 3.5 4.2
Paositively charped
R groups
Lysine lys K 146 2.18 895 10,53 .74 3.9 5.9
Histidine His H 155 1.82 9.1/ RN F.59 3.2 / 2.3
Argining ==—=—=—==-= = ———d P ————— B ——————— - bbbl T DDl 1o T Lt B.1
Megatively charged
R groups
Bsparlate Bep D 133 1.858 5,60 A.6b 2.7 is 2.3
Glutamate Glu E 147 2.19 3.67 .25 3.22 3.5 .3

*# scale combining hydrophobicity and hydrophilicity of B groups; it can be usaed to measure the tendency of an amino acid to sesk an
aqueous environment {— values) or a hydrophobic environment (+ walues). See Chapter 12, From Kyte, 1. & Doolittle, B F (12820 4. Mol
Bigl. 157, 105 - 132,

Yverage occurrence in ower 1150 proteins. From Doolittle, B.F. (19893) Redundancies in q}m gin sequences. In Prediction of Profein
Shucture and the Principles of Protein Conformation (Fasman, G.D., ed) Plenum Press, NY, pp. 599523,
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Diagramme de Venn des 20 acides aminés naturels
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Document 3. La liaison peptidique.

La réaction 1 :

- necessite une y B *
enzyme (la ' /
peptidyltransférase), o |

- se deroule dans le o\ \C
ribosome, / Oy Ry

- est endergonique T J
(couplage avec ATP). T

6 atomes coplanaires
(dans le plan de la page)



Trois conseqguences de la liaison peptidique :

1 - Le peptide (ou la protéine) est polariseé : |l
existe une extremité —NH, et une extremité —OH

2 - Phénomene de résonance : la liaison C-N est
Intermeédiaire entre une simple et une double
liaison. En conséquence le groupe peptidique est
une structure rigide, dans une geomeétrie plane.

3 - Les liaisons peptidiques définissent la
structure primaire (= sequence d’acides amines)

des protéines.



http://ead.univ-angers.fr/~jaspard/Page2/COURS/2N2NH3aaetUree/IN2NH3AAetUree.htm
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Amino acid requirements in humans

AA « semi-esseliics B ATHINING Alanine

dinopertecine | Histidine Asparagine
Isoleucine Aspartate
Leucine Cysteine
Lysine Glutamate
Methionine Glutamine
Phenylalanine Glycine
Threonine Proline
Tryptophan Serine
Valine Tyrosine

L es acides aminés essentiels

lyon-sud.univ-lyon1.fr/serviet/com.univ.collaboratif.




L'ultracentrifugation analytique
permet de mesurer directement la masse et le coefficient de sedimentation de
macromolécules (pas seulement des protéines) en solution.
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Lorsque I'on centrifuge une macromolécule avec une grande vitesse angulaire (par
rapport a sa capacité a sedimenter), elle est entrainée vers l'extérieur : elle culotte.
Pendant I'expérience, on mesure I'absorbance en fonction de la distance a I'axe de
rotation : un front se forme et se déplace vers le fond de la cellule. La position de ce
front en fonction du temps permet de calculer le coefficient de sédimentation s,
exprimeé en Svedberg, caractérisant la particule dans son milieu.

S est le rapport entre vitesse de la particule (v) et accélération due a la force centrifuge.

Le Svedberg n'est pas additif : une particule formée de deux particules de 5S n‘aura pas un
coefficient de sédimentation de 10 S (le ribosome et ses deux sous-unités rassemblées en

donnent un exemple classique).



Azote Fornpage Quadripdle
L La spectrometrie
In teo duwction

de La solition P /; - de masse

LN\

La solution contenant les protéines est vaporisée ,
dans une chambre en présence d'un potentiel élevé 713
qui va provoquer une grande ionisation des
macromolécules (en moyenne une charge + pour
1000 Da, qui correspond a la fréequence moyenne de
10 % des aminoacides basiques dans les proteines).
Le solvant s’évapore et les ions pénetrent dans
I'analyseur (quadrip6le) ou ils sont separes en

fonction de m/z. o

On obtient un ensemble de pics correspondant a des — SOak &
m/z différant successivement de une unité au 5867.3

dénominateur, ce qui fournit un ensemble d'équations ‘,l* M;ﬁ,l . w&_k
a partir desquelles on peut déduire la masse de la
protéine. Spectre de Masse (ESI) de

I'hémoglobine humaine Ay (T:
www.snv.jussieu.fr/bmedia/lafont/spectro/C4.html tétrameére)



Méethodes de séquencage - 1

R2 o
/\ Hi | " R 0
ON oot i H"’ET - OH — NHEJL;NJE SRR OH
—_— = h *
R1 5 n OZN% | H \H/ i

N -
¥ O *
- O AA1 AA2 Q’N‘o‘ AA1 AAD
2.4 dinitroflucrobenzéne

# @] ]
Méthode de Sanger —. H | o
R1 0 =
NO,
AA1 AAZ n AA

L'acide aminé lié au 2,4 dinitrofluorobenzene peut
étre identifié, par chromatographie par exemple.



Méthodes de séquencage - 2

O
R, 0 N - ® I
st s || I 6% Dpf W HN-CHEGS
N=C=§ + H,N—C—C—N—CH—C—Nwa 5 I |
' T Yo' gz
Iethiocyanaia da phinyle N ——— ? Dérivé anilinothinzolinone Chaine polypeptidique de
(Réactif d*Edman) Résidu N-terminal {# — L)eésidus d’acides aminds
du polypepride |
Solution aqueuvse acide l
o l Remise en condition akcaline avec le
pH = 9.0 réactif d'Edman pour le second cy-
Isl cle B¢ dégradution
e C\
Org s
S R, O 0 Y, .
Ui || Sk
N—C=—=N—C—C=N=—CH—C—N»~ o H
| 2] 1154 | N
H H M H R, H Dérivé phénylthichydantoine
d'acide aminé passé dans le
Dérivé phénylthyocarbamyle solvunt d"extraction
(F1C)
de peptide
FCCOOH

Tdentificaton de 'acide
uminé pur chromatographie

|

http://ead.univ-angers.fr/~jaspard/ Méthode d’Edman



Importance de la structure primaire :

exemple de la ribonucléase

(active) TR IT
merceptosthanc]

\'su

Ribonucléase
native

protéine dénaturée

C. Anfinsen , Nobel 1972 (inactive)

Conclusions:

(active)

Oxydation par
{V'oxygene dissous
On fait partir

progressivement
T'uree ot le
mercaptoethano]
par dialyse

Extrait de Pelmont, les enzymes

- La forme (structure tridimensionnelle) conditionne I'activité de 'enzyme

- La structure primaire détermine a elle seule toutes les propriétés de la
protéine y compris son activité biologique (« mise en pli » automatique)



@) Hématies d'un individu sain.
_(MEB X 3 200, coloration artificielle).

~

(a\ Hémoglobine normale dissoute dans le cytoplasme
d’'une hématie (MET x 18 000). Remarquer la forme caracteris-

tique de la cellule et I'aspect homogeéene du cytosol.

@‘ Hématies d'un individu atteint de drépanocytose
(MEB X 3 200, coloration artificielle)

-5 ’ SN

'v T \ Vi
. S o
. BT s -/ ,\
A e+ «
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P N
(b) Hémoglobine fibreuse (MET x 22 000). Sur cette vue
partielle d’'une hématie, le contenu du cytosol apparait fibreux et
la cellule, partiellement éclatée, a perdu sa forme discoidale




HbA:  Val—His—Leu—Thr—Pro- Glu— Glu—Lys-|
HbS : Val - His — Leu — Thr — Pro - Val - Glu - Lys - |

Position dans
lachainep: 1-2-3 -4-5-6-7-28 -

Détail de I'enchainement des huit premiers
acides aminés des chaines [} des hémoglobines A et S.
L'acide glutamique est un acide aminé chargé négativement,
alors que la valine est un acide aminé non chargé.

Val : valine ; His : histidine ; Leu : leucine ; Thr : thréonine ;
Pro : proline ; Glu : acide glutamique ; Lys : lysine

Relation entre la structure | de I’'HbS et
la forme en faucille de I’hématie.

Sous sa forme oxygénée, HbS est aussi
soluble que HbA dans le cytoplasme des
hématies.

En revanche, lors de sa désoxygénation dans
les capillaires sanguins, la présence de la
valine a la place de [l'acide glutamique
entraine une association de molécules HbS
entre elles.

Ce phénomene est a l'origine du caractere
fibreux des HbS et de la forme en faucille des
hématies.

Désoxyhémoglobine HbS

Polymére de
désoxyhémoglobine
(HbS)

Hémoglobine
fibreuse
(HbS)

Hématie normale

Hématie falciforme
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La structure primaire du collagene :
- La proline (X) force la chaine a s’enrouler en une spirale singuliére, trés

étirée et sans liaisons H.
- Trois chaines sont emboitées et forment une superhélice = tropocollagene

(grande résistance a la traction).



La RMN, méthode d’exploration structurale
des protéines

"ntensiliﬁ Exemple de spectre RMN d’une protéine
d’environ 150 résidus enregistrés a 14,5 T.

Les étapes d’élaboration d’'un modéle structural
a. Ensemble des contraintes etablies par maillage
‘ des distances (en blanc).

] _..,-‘Ww\_‘-\ b. Ensemble de structures tres proches
compatibles avec les données expérimentales.
Représentation de la structure tridimensionnelle
de la proteine.

10 B & & 7 0 [ppm}

http://lwww.cea.fr/rechercher/rmn%2520prot%25C3%25A9ines/sortBy/pertinence/showExtr/1/nbResultDisplay/10/offsetDisplay/10/nbCoocDispla
y/5/collection/1/l/fr/page/2



Diffractomeétrie aux rayons X  [suuctre 3o

=
Génération de structure 3D a / ‘%Jz-;‘“ /
partir des cartes de densité
électronique via des méthodes
de modélisation moléculaire

}',:

-
-

Patterns de diffraction

Carte de densite électronique

Utilisation d'outils informatiques et mathématiques (les transformées de Fourier)
pour obtenir les cartes de densité électronique

http://elec.polytech.unice.fr/~rgautier/SiteWebGB3UF2/GB3_UEF2_c2.pdf



Document 4. L’hélice a.

R « pas » .
At (@) — 0,54 nm

3l 3,6 « résidus »
ssesaesun (= radicaux d'acides
amines) par tour

- / -
'
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= -
‘ \
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Dans une
proteine @ ke
fibreuse, Dans une proteine

la keratine globulaire, la myoglobine



Oligosaccharide —__ i.

!. Ala Met His Thr Thr Thr Ser !0
g’ i,,', Thr Glu Val 2@ 10 Ser
+H3N Leuy =€r

Ala !.
: Val Arg Thr
Ala Gy Val Ser Glu lle Ser g Thr va -

Th Ala His
" Pro Arg 403 Pro

o Pro
AY9GIuGlY Thr Glu Glu g

Exterior Val=. . -

Phe  Glu-+His |
Gl\s; IPro
Glu- +His
Met 8% 70 !

Ala
Gly ||Se"Phe|

Bilayer < Val

Cytosol | ° 5
proSerL‘r'SI ys ArgArg

Aspser lle Leu

Val

Lys Pro L
Asp Val Pro Leu Ser
Pro Leu f;;% Ser Pro-Asp Thr Asp ?%V%II“

AspSer Thr lle
00C-Gin 738 Gluprg, o il

~% Glycophorine A

Une hélice a
transmembranaire.

Cette glycoprotéine de
la membrane des
hématies est glycosylee
sur sa région
extracellulaire : elle
porte les Ag de groupe
sanguin MNS.

http://bioweb.wku.edu/courses/biol22000/4ProteinStructure/
Lecture.html



Profil d’hydropathie de la glycophorine A

Hydrophobicité

+AG

-AG

[

o

74 93

L i3
A 50 100
Résidu acide aminé n° J
- Terminaison N Terminaison C

Les valeurs positives indiquent qu’il faut fournir de I'énergie pour passer d’'un solvant
non polaire a un milieu agueux, donc le segment considéré est surtout constitué
d’acides aminés a chaine latérale non polaire donc hydrophobe. Les pics situés au
dessus du trait rouge correspondent a des domaines transmembranaires.

[Source : G. KARP « Biologie cellulaire et moléculaire » Ed. De Boeck p 136]



Profil d’hydropathie de la bacteriorhodopsine
et sa structure déduite

(Molecular Biology of the cell, 4th Edition)

(B) BACTERIORHODOPSIN

H2N S — 88— 8@ COOH

® EXTRACELLULAR NH2
SPACE
52 .
Q
© retinal ——
5.
F3
o hydrophobic
a0 core of lipid
e ‘ bilayer (3 nm)
o<
>
) {
CYTOSOL

1 |
0 100 200
amino acid number

Cette glycoproteine de la membrane de certaines
archées utilise I'énergie lumineuse pour transporter des
protons a travers la membrane cellulaire.



Document 5. Le feuillet plisse .
(ici : antiparallele)

deux brins

o adjacents
P

Q%Q\

Chaine d’ acides aminés

Feuillet béta



Complexe P53 et ADN

ADN : en bleu
Protéine : hélices a en rouge
et feuillets 3 en jaune.

La protéine P53 est un facteur
de transcription : elle contrdle
I'expression de certains
genes, avec deux
conséquences possibles :

- soit I'arrét du cycle cellulaire
entre phase G1 et phase S ce
qui permet a la cellule de
reparer son ADN,

- soit la mort cellulaire par
apoptose (quand la réparation
de 'ADN n’est pas possible). Modélisation 3D obtenue avec Swiss-Pdb viewer 3.7 —

Données : Cho et al, 1994 ; Source Spectro Sciences




Protéine prion Protéine prion
cellulaire pathologique
(PrP¢ou PrP-sen) (PrP5¢ ou PrP-res)

Les isoformes du Prion :
Prp est la forme cellulaire normale,
PrPsc est la forme pathogene




Lésions spongiformes dans un encéphale de Mouton
atteint par la tremblante.




Prediction des structures d’ordre supérieur a partir de la structure |.
Une valeur > 1 indique une tendance supeérieure a la moyenne, donc une préference pour

un acide aminé donné a se rencontrer au sein de la structure indiquée.
In Smith, Wood, les biomolécules, Masson



L'elucidation de la structure tertiaire
de la myoglobine

o ) \ oD o ould 1 t 2

2h (O B .,'Il"__‘ "‘ ':: LS

Représentation synthétique des
densités electroniques a partir des
Images de diffraction aux rayons X
de la moléecule de myoglobine

KENDREW JC, BODO G, DINTZIS HM, PARRISH RG, WYCKOFF H, PHILLIPS DC “A three-dimensional
model of the myoglobin molecule obtained by x-ray analysis. » Nature 1958 Mar 8;181(4610):662-6.

Modeles proposes pour la
myoglobine



(

saturation Courbe de dissociation
4 de 'oxygeéne pour la
£ Myoglobine

La p50 est trés faible (environ 0,1
kPa). Le plateau de saturation est
rapidement atteint. Aux pressions
0,5- partielles communément
rencontrees dans une cellule, la
Myoglobine est saturee.

0 T T T 1 T T T T - p02
0 2 4 6 8 (kPa)

Document 6. La myoglobine,
un stockeur musculaire de dioxygene.

(B. ANSELME https://brunoanselme.files.wordpress.com/2011/11/hc3a9moglobinemyoglobine-poly.pdf).




Histidine F8
FeZ+ pentacoordiné

Plan de I'héme
Poche EFC

Structure tertiaire de la molécule de myoglobine.

(PEYCRU P. et coll., “ Biologie 1¢¢ année BCPST, Dunod Ed., 2007).



Structure tertiaire : exemple de la ribonucléase

(active) T oree BN (active)
mercaptoethenc]

Xsu

Ribonucléase
native

[Oxydation par
{i'o ene dissous
On fait partir
progressivement
T'uree ot le
L g toethanol
protéine dénaturée pm:rr:i‘;qo:e "
| /. (inactive)
C Anfinsen Nobel 1972 Extrait de Pelmont, les enzymes
. )

Conclusions :

- La forme (structure tridimensionnelle) conditionne I'activité de 'enzyme

- La structure primaire détermine a elle seule toutes les propriétés de la
protéine y compris son activité biologique (« mise en pli » automatique)

- L'enroulement de la chaine met en jeu de nombreuses liaisons non covalentes —
liaisons H, liaisons ioniques, interactions hydrophobes — et parfois covalentes
(ponts diS dans cet exemple)



Effet
hydrophobe

CH, Chaine
| olypeptidique
20, Y polypepudiq
Liaison = T'% CH
hydrogénd . :
IIIIIIIII "‘ O :
Q.ILQ
C—OH
| —CH+-s—S+CH:— cYS
CH,
ASP Pont disulfure
Liaison covalente
* * O
LYS CH;—CH,— CH,—CH, -:;-.r:IH{’ © —C—CH,

LT A
Liaison ionique

Document 7. Diversité des liaisons a I’origine

de la structure tertiaire des protéines.



Feuillet béta

Structure tertiaire =~
(forme finale) L 1)\

! Protéine
Copynight © 2001 Banjamin Cummings. an imprint of Addison Wesley Longman, Inc.

Document 8. Fondements de la structure tertiaire des protéines.




Electrophorese de la lactate déshydrogéenase
realisée en conditions non denaturantes

Pistes 2 et 6 : foie Pistes 3 et 7 : muscle

Pistes 1 et 5 : coeur
Pistes 4 et 8 : rein
Si I'électrophorése est réalisée en conditions dénaturantes, seules 2 bandes sont

observables pour chaque tissu.
http://jean-jacques.auclair.pagesperso-orange.fr/banque/bang.htm#electrophorese



Electrophorese de la lactate déshydrogéenase
realisée en conditions non denaturantes

- e

La LDH, une protéine a
structure quaternaire.

http://jean-jacques.auclair.pagesperso-orange.fr/banque/bang.htm#electrophorese

Pistes 1 et 5 : coeur
Pistes 2 et 6 : foie
Pistes 3 et 7 : muscle
Pistes 4 et 8 : rein



Document 9. La dissociation de |la structure quaternaire,
un moyen de contréle de I'activité cellulaire.
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Document 10. La phosphorylation induit des
modifications structurales et fonctionnelles.
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' L : Mg** positioning loop
l v activation loop

peptide positioning loop

https://www.researchgate.net/figure/Structure-of-the-

- g 4
protein-kinase-A-catalytic-subunit-Shown-is-the-overall- large lobe catalytic loop
structure_fig4 336279576



L’hémoglobine,
un bon transporteur de dioxygene.

( ™
saturation
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cellules poumons
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0 2 4 6 38 10 12 14 (kPa)
\_ J

Document 11. Courbe de saturation en O, de I’lhemoglobine et
de la myoglobine.

(B. ANSELME https://brunoanselme.files.wordpress.com/2011/11/hc3a9moglobinemyoglobine-poly.pdf).




| \:\, ~ La myoglobine :
“ ) protéine & structure tertiaire

brunoanselme.files.wordpress.com/2011/11/hc3a9maoglobin
emyoglobine-poly.pdf

L’ hémoglobine :
protéine a structure
guaternaire
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« Ponts salins »
= liaisons ioniques entre protomeres de la molécule d’hémoglobine



Forme oxygenee Forme desoxygenée
(forme R) (forme T)

Deux formes de I'hemoglobine,
plus ou moins compactes

brunoanselme.files.wordpress.com/2011/11/hc3a9moglobinemyoglobine-poly.pdf



Document 12. Modeéle concerté de I'effet coopératif lors de la

fixation de O..
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Document 11. Courbe de saturation en O, de I’lhemoglobine et
de la myoglobine.

(B. ANSELME https://brunoanselme.files.wordpress.com/2011/11/hc3a9moglobinemyoglobine-poly.pdf).




Arads ( Electrophorese en gel PAGE
realisée en conditions non

o9

. dénaturantes de la LDH

A gauche : extrait provenant du muscle

A droite: extrait provenant du coeur

. Au centre : extrait provenant d’'un mélange
sérique
' ' =7 http://biotech.spip.ac-rouen.fr/IMG/pdf/Les_enzymes.pdf

Cathode ()
[ /7
Comparaison des séquences de la LDH-M et LDH-H
LDH-M ATLKDQLIHNLLKEE HVPHNKITVVGUGAVGMACAISILMKELADEIAL VDVMEDKLKGEMMDLQHGSL
LDH-H ATLKEKLIAPVAQOETTIPNNKITVVGUGOQVGMACAISILG KSLTDELALVDVLE DKLKGEMMDLQHGSL

FLRTPKITSGKDYNVTAHSRLVVITAGARQQEGESRLNLVQRNVNIFKFIIPNIVKYSPNCKLLVVSNPVDILTYVAWKISGFP
FLOTPKITANKDYSVTAHSEIVVVTAGVRQQEGESRLNLVQRNVNVFKFIIPOIVKYSPNCIHIVVSNPVDILTYVIWKLSGLP

KNRVIGSGCNLDSARFRYLMGERLGVHPLSCHGWILGEHGDSSVPVWSGVNVAGVSLEKNLHPELGTDADKEHWKAVHKE
KHRVIGSGCNLDSARFRYLMAEKLGVHPSSCHGWILGEHGDSSVAVWSGVNVAGVSLOOLNPEMGTDNDSENWKEVHKM

VVDSAYEVIKLKGYTSWAIGLSVADLAESIMKNLRRVHPISTMIKGLYGIKENVFLSVPCILGONGISDV VKVILTPEEEAH
VVESAYEVIKLKGYTNWAIGLSVADLIESMLKNLSRIHPVSTMVOQGMYGIENEVFLSLPCVLNARGLTSVINQELEDDEVAQ

LKKSADTLWGIQKELQF (331 acides amines)
LENSADTLWGIQKDLEDL (333 acades amineés)



Un exemple de complexe multi-enzymatique :
le complexe pyruvate deshydrogenase

Association de trois
enzymes (et 5
coenzymes) qui
Interviennent
séquentiellement pour
catalyser la
decarboxylation
oxydative du pyruvate
en acetyl-CoA.

http://www.rcsb.org/pdb/101/motm.do?momID=153



Alexander
Flemming,
en 1945

Crevasse du
site actif

PDB 1HEW

Le lysozyme

http://esilrch1.esi.umontreal.ca



Site de clivage
du lysozyme

CH,OH

CH,OH

0
0.
OH H 0 ’s
0 9 0
CH3CHCOO™
NAG NAM

Partie glucidique du
peptidoglycane :

un polymere de NAG
et d'acide
N-acétyl-muramique
(NAM).

Parois bactériennes

http://www-dsm.cea.fr



Données des études en diffraction aux RX :

 Un tri-NAG se fixe
dans une crevasse de
la molécule, et il inhibe
son action : cette
crevasse est le site
actif

 Un hexa — NAG se fixe
puis est clivé en tétra —
NAG et di — NAG : le
site actif est capable
d’accueillir 6 oses

http://esilrchl.esi.umontreal.ca



Document 13.

Effets du pH sur la vitesse
d’hydrolyse de la chitine
(poly-NAG) par le
lysozyme.

http://esilrchl.esi.umontreal.ca

GLU 35




Document 14. Méecanisme catalytigue pour le lysozyme.

INAG| [NAG]
’ "
( B 5
& - O -
C £
D

1ere étape : transfert d'un H* de GLU 35 a 'atome d'O de la
liaison glycosidique. Cette liaison est clivée et un ion
carbonium (sur C1) intermédiaire est forme.



Document 14. Méecanisme catalytigue pour le lysozyme.

2¢ étape : la réaction d’hydrolyse est complétée par
I'addition d’un OH- a l'ion carbonium intermédiaire et d’un
H* a la chaine latérale de GLU35.

HO H

O O

NAG, NAG,



acide
N-acdtyl

neura-
minique

N-acétyl
galactosamine

(GalNAc)

_C.
0% "CH,

E. Jospord (2 000a]

Document 15. Un exemple de O-glycosylation :
La liaison s’établit entre la N-acetyl galactosamine et I'oxygene

du groupement hydroxyle de la sérine.
http://biochimej.univ-
angers.fr/Page2/COURS/7RelStructFonction/2Biochimie/2ModifPOSTtraduc/8Glycosylation/1Glycosylation.htm




Glycosylation et adressage moleculaire:
exemple du mannose 6P

Man-6-P dynamin
tagged
protein



couche
périphérique
polaire

phospholipides

cholestérol

- phosphatidylcholines

-~ sphingomy¢élines

Representation
schématique
d'une lipoproteine

noyau apolaire
- tnacylglycérols
¢t/ou ipoprotéine et ¥ 27 .
- esters de cholestérol B100 f e
A 4536

résidus

phosphaolipides (300)

cholestérol (50

- ester de cholestérol
(1500

Source: Durliat, biochimie structurale, Diderot éditeur



