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Lecon 2

* Liaisons peptidigues

« Organisation des protéines

- structure primaire
- structure secondaire
- structure tertiaire

- structure quaternaire
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Liaison peptidique
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Peptide bond

e La biosynthese des liaisons peptidiques nécessite de |'énergie

e Les liaisons peptidiques sont tres stables (duré de vie = 1000 ans!)



Une chaine polypeptidique a une polarité

amino-terminus

N-terminus
CH,OH H H
+ | |
H,N—C——C—N—C—
I I |
H (o) H O
Amino-
terminal end
Figure 3-14
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

carboxy-terminus

\:I:ﬁ C-terminus
CH; H CH,
CI—C—I\II—(II—COO'
] m

Carboxyl-

terminal end

Exemple: NSGYAL®



Peptide et protéine

e Peptide:

< 50 aminoacides

e Protéine:

50— 2000 aminoacides




Structure de résonance

Peptide bond resonance structures

—> La liaison peptidique a un caractére de double liaison

Quelle est la conséquence de la double liaison pour
la structure de la chaine polypeptidique?



La liaison amide empéche la rotation

Carboxyl
terminus

terminus
<«—

Figure 4-2b
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

- Une liaison peptidique est rigide et planaire



En générale, une liaison peptidique est dans

une conformation trans

2)

Trans Cis

Choc stérique



Les chaine polypeptidiques sont flexibles bien que
limitées dans leur conformation

terminus
P —

| I Il |
N-Coa Ca-C C-N

— La liberté de rotation permets aux protéines de se replier de
nombreuses manieres différentes



Les chaine polypeptidiques sont flexibles bien que
limitées dans leur conformation

/s "’\ AN
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— La liberté de rotation permets aux protéines de se replier de
nombreuses manieres différentes



Les angles de torsion phi (¢) et psi () décrivent la

conformation du squelette (« backbone ») peptidique

R O R
H”c/ E |cI: H"”c/
e T W /\ L VL W
N & G N C
H o % ¥V y I

Phi (p) = angle autour de la liaison azote — carbon a

Psi () = angle autour de la liaison carbon o — carbon du carbonyle



Définition des angles de torsion

Exemple: angle de torsion psi (y)

VAN LV
& C
\N/ \”/q)'/lc\ \N/ \”/
-

Comment est-ce qu’on peut définir I'angle de torsion psi?



Définition des angles de torsion

Exemple: angle de torsion psi (y)

Observer les 4 atomes dans la direction N, = Ca. > CO 2> N__,



Exemple: angle de torsion psi (y)




Définition des angles de torsion

Exemple: angle de torsion phi (¢)

H/ No H co, Ocon H,’,/R

H CO 1 /”o_ I I
n_ O ' I .Iz O

/
()

Observer les 4 atomes dans la direction CO,_ ; 2 N_ - Ca, = CO,



Exemple: angle de torsion phi (¢)




Exemple: angle de torsion phi (¢)




Exemple: angle de torsion phi (¢)

b= -80°

Est-ce que toutes les combinaisons de ¢ et y sont possibles?



Seulement quelques angles ¢ et y sont trouvés

Valeurs trouvées dans les

/ peptides et protéines
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Diagramme de Ramachandran G.N. Ramachandran
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Seulement quelques angles ¢ et y sont trouvés

Valeurs trouvées dans les

/ peptides et protéines
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Diagramme de Ramachandran G.N. Ramachandran
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120

Pourquoi est-ce qu’on trouve pas toutes les combinaisons de ¢ et y?



Seulement quelques angles ¢ et y sont trouvés

+180 v e Deux atomes ne peuvent
m_.
60| @ pas étre a la méme place
\II 0 ——
60% e e Empéchements stériques
-120
—/—l—\L 4 |

-180
-180 -120 -60 0 60 120 +180

¢



La conformation du squelette d’'une protéine

est limitée

Carboxyl
terminus

Amino
terminus

«—

Figure 4-2b
Lehninger Principles (f Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman s

Deux atomes ne peuvent

pas étre a la méme place

Liaisons peptidiques A -
_ Empéchements stériques
planaires (trans) .
(chocs stérigues)



Organisation de la structure des protéines

Combien de conformations existent pour une protéine?



Organisation de la structure des protéines




Organisation de la structure des protéines

Est-ce qu’il y a dans les protéines des

sous-unités (structures) régulieres ?



Organisation de la structure des protéines

En 1951, Linus Pauling et Robert Corey ont proposés

les deux structures périodiques hélice o et feuillet plissé [3:

—> Structures secondaires



Organisation de la structure des protéines

Structure primaire:

Structures secondaires:
e hélice a
e feuillet plissé 3

e boucles




A)

Structures secondaires: L'hélice a

(B)

e La chaine polypeptidique
principale forme une
hélice

e Les chaines latérales se
disposent a I'extérieur

e L'hélice alpha est
stabilisée par des liaisons
hydrogene entre les

groupes NH et CO (-----)



Liaisons hydrogene entre les résidusieti+ 4

1 2 3 4 5 6
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Les aminoacides distant
de 3 ou 4 résidus dans la
séguence linéaire sont
spatialement tres proches!




Quel est le sens d’enroulement d’une hélice «?




Quel est le sens d’enroulement d’une hélice «?

L Carboxy-terminus



Le sens d’enroulement d’une o hélice est "droite"

Left-handed Right-handed +180 : :
helix helix " '
120 | ;
60 — ‘\
. .'IJI W
‘ o — ‘
¥ .V Left-handed
‘ : -60 - %_ helix (very rare)

-120 |- Right-handed

o — helix (common)
g E—t—d | 1 |
sawi -180 120 -60 O 60 120 +180

{p—r

e Le diagramme Ramachandran montre que les hélices "droites" et
"gauches" existent.
e Mais les hélices "droites" sont énergétiguement plus favorables est

elles sont trouvées beaucoup plus souvent.



Quelques parametres de I’hélice o

(B) *
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36 aminoacides?



Représentation des hélices a

rubans enroulés batonnet

- Les hélices alpha sont généralement moins de 45 A de long



Les hélices alpha sont importantes dans des

= gtripe of —
hydrophobic

“a" and “d”

amino acids

{B)

protéines fibreuses

HOOC COOH

(C)

e Exemples: a-kératine,
collagene

e Deux hélices enroulées
I’'une autour de l'autre

e Structure ‘coiled coil’

e Structures tres stables

e Fonctions: cytosquelette,
myosine (muscle),

cheveuy, etc.



Organisation de la structure des protéines

Structure primaire:

Structures secondaires:
e hélice a
e feuillet plissé 3

e boucles




Les feuillets plissés 3

{c)
e ‘B’ parce que c’était la deuxieme

structure secondaire qui était
proposeé par Pauling et Corey

(apres ‘a’).

e Composé de deux ou plusieurs

chaines polypeptides (= chaines [3)

e Les chaines 3 sont tenues

ensemble par des liaisons

Les feuillets plissés 3

hydrogene (comme les hélices a.)
formés par des chaines 3



és 3 paralleles et anti-paralléles

ISS

feuillets plissés 3
paralleles

Feuillets pl
feuillets plissés 3 anti-
paralleles



Un feuillets 3 anti-paralleles

Chagque aminoacide a son partenaire et forme 2 liaisons hydrogene

Quels groupes chimiques des aminoacides forment des liaisons hydrogene?



e Le feuillet n’est pas completement plat
e Les chaines latérales des acides aminés adjacents pointent dans
des directions opposées.



Un feuillets 3 paralleles

Chague aminoacide a deux partenaires et forme 2 liaisons hydrogene
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Parallel

Side view

e Le feuillet n’est pas completement plat
e Les chaines latérales des acides aminés adjacents pointent dans
des directions opposées.



Quels sont les angles ¢ et y des feuillets plissés [ ?

chaines 3




Quels sont les angles ¢ et y des feuillets plissés [ ?

chaines 3




Quels sont les angles ¢ et y des feuillets plissés 3




Quels sont les angles ¢ et y des feuillets plissés 3

[
4|~
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Quels sont les angles ¢ et y des feuillets plissés 3

\Ijz? ‘-
1



Quels sont les angles ¢ et y des feuillets plissés 3
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Protéines avec des feuillet plissé 3




Organisation de la structure des protéines

Formation des structures secondaires:
e hélice o
e feuillet plissé [3

e boucles




Les coudes d’inversion et les boucles (loops)

Les coudes d’inversion et les
boucles sont nécessaire pour
changer la direction de |a chaine

polypeptide dans une protéine




Coudes d’inversion

e Le groupe CO d’un résidu i
est lié a un groupe NH d’un
résidu i+3 par une liaison

hydrogene

e Les boucles n‘ont pas des
structures régulieres

comme les hélices a et les

feuillets 3



Hiérarchie des structures

e Structure primaire .::3

e Structure secondaire ........

- hélice a
- feuillet plissé 3

- boucle

e.g. coude d’inversion \

e Structure tertiaire?



La structure tertiaire

Myoglobin

e La structure d’ensemble de
la chaine polypeptidique
d’une protéine = structure
tertiaire

e Les structures secondaires
sont tenues ensemble par des

liaisons non-covalentes



La premiere structure tertiaire d’'une protéine: la myoglobine

John Kendrew
Cambridge
Prix Nobel en 1962




Aujourd’hui (2020) plus de 150’000 structures; les « coordinates » pour chaque
structure peuvent étre retrouvées sur le site http://www.rcsb.org/pdb

140000
120000

100000
Number of
PDB entries  ggogo

60000
40000

20000

mmmmmm
NNNNNNNNNNNNNNNN



La structure de la myoglobine

e 153 aminoacides

e 70% des aminoacides de la
myoglobine forment des hélices a

e Peut fixer un molécule d’oxygene

e Groupe heme




La structure de la myoglobine

e 153 aminoacides

e 70% des aminoacides de la
myoglobine forment des hélices a

e Peut fixer un molécule d’oxygene

e Groupe heme

Quels sont les dimensions d’une

protéine comme la myoglobine?

1mm? 1xm? 1nm? 1A?



eine

&

Dimensions d’une prot

I'hélice
5.4 A



Dimensions d’'une protéine

Pas de
I'hélice =

5.4 A

Dimensions: 45 x 35 x 25 A



Dimensions d’'une protéine

Pas de
I'hélice =

5.4 A

Dimensions: 45 x 35 x 25 A

Est-ce qu’on peut voir la protéine avec un microscope photonique (résolution = 400 nm)?



La structure de I'hémoglobine

Max Perutz, Cambridge
Prix Nobel en 1962
Structure de I'hémoglobine




Distribution des aminoacides dans une protéine

e Bleu: aminoacides chargés

e Blanc: tous les autres



Distribution des aminoacides dans une protéine

e Bleu: aminoacides chargés

e Blanc: tous les autres



Distribution des aminoacides dans une protéine

I » « Cross-section »

e Bleu: aminoacides chargés Pourquol est-ce qu'on

trouve cette distribution

e Blanc: tous les autres des aminoacides?



Aminoacides chargé

CH,

CH;
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CHs
*HsN—C—COO~

H

Alanine
(Ala, A)

Aminoacides hydrophobes

CHs

H—C—CHj

+HsN—C—CO0~

Valine
(val, v)

+HsN—C—C00~

H

Phenylalanine
(Phe, F)

CHy

H—C—CHs

CH,

*HsN—C—CO0~

H

Leucine
(Leu, L)

CHs
CH,
H—C—CHs
*HsN—C—CO0~

H

Isoleucine
(lle, 1)

+HsN—C—C00~

H
Tryptophan
(Trp, W)

Methionine
(Met, M)



Hiérarchie des structures

e Structure primaire

e Structure secondaire
- hélice a
- feuillet plissé 3
- coude d’inversion

- boucle

e Structure tertiaire

e Structure quaternaire?



La structure quaternaire des protéines

Le tetramere a2p2 de 'hémoglobine humaine



La structure quaternaire des protéines

Cre endonuclease (homodimer)



Structure quaternaire de protéines: capsides des virus

Poliovirus
(derived from
PDB ID 2PLV)

Tobacco mosaic
virus (derived
from PDB ID
1VTM)




Est-ce que la séquence d’une protéine (structure primaire)

détermine sa structure tridimensionnelle?




Expérience de Christian Anfinsen (1950)

Christian Anfinsen
NIH
Prix Nobel en 1972

Séguence de la ribonucléase bovine
(124 aminoacides, 4 liaisons disulfures)



Structure de la ribonucléase bovine

Comment est-ce qu’on peut détruire la structure tridimensionnelle d’une protéine?



Une protéine peut étre transformée en une forme dénaturée

par certains réactifs

Interactions covalentes

Excess

i : . H, -mercaptoethanol
(liaisons disulfures): X P P
Hy
/H
—{S — S
Protein | K Protein
—S \ —@A
H> H> H
H O\ﬁ/c\ s/C\ﬁ/o\H
Interactions non-covalentes:
0 NH,
¢ ¢
<N Pt
H>N NH, H2N" ‘NH2

Urea Guanidinium chloride



40

Une protéine peut étre transformée en une forme dénaturée

par certains réactifs

72 8 M urea and
O 65 pB-mercaptoethanol 110

Native ribonuclease Denatured reduced ribonuclease

—> Christian Anfinsen avait enlevé les réactives urée et f-mercaptoethanol



La dénaturation de la ribonucléase est réversible

¢ Native state; e Apres la dénaturation, la

catalytically active.

ribonucléase a retrouvé la méme

addition of urea and
mErcAptaRhanol activité qu'avant

Unfolded state; e L'information pour la

inactive. Disulfide
cross-links reduced to

yield Cys residues. structure tridimensionnelle

est completement contenue

mercaptoethanol dans |a Séquence primaire!

l removal of urea and

Native,

catalytically

active state.
Disulfide cross-links
correctly re-formed.




L'importance des liaisons disulfures

Native state;

Native state;
catalytically active.

catalytically active.

addition of urea and addition of urea and
mercaptoethanol mercaptoethanol

Unfolded state;
inactive. Disulfide
cross-links reduced to
yield Cys residues.

Unfolded state;
inactive. Disulfide
cross-links reduced to
yield Cys residues.

l removal of urea l removal of

l removal of l removal of urea

La ribonucléase a 100% de l'activité  La ribonucléase a seulement 1% de
de I'enzyme native I'activité de I'enzyme native

Pourquoi?



L'importance des liaisons disulfures

Native state;
catalytically active.

addition of urea and
mercaptoethanol

Unfolded state;
inactive. Disulfide
cross-links reduced to
yield Cys residues.
removal of
mercaptoethanol

1 removal of urea

La ribonucléase a seulement 1% de
I'activité de 'enzyme native

Il y a 105 facons
différentes de
connecter 8

cystéines pour
former 4 liaisons
disulfures

\“(\ Cys-72 Cys-84
\3\ - Cys-05



Est-ce qu’on peut prévoir la structure tridimensionnelle d’une

protéine si on connait la séquence?




Calculation de la structure d’une protéine

O
-9

The folding pathway of a 36-residue segment of the protein villin (an actin-binding protein found
principally in the microvilli lining the intestine) was simulated by computer. The process started
with the randomly coiled peptide and 3,000 surrounding water molecules in a virtual “water box.”
The molecular motions of the peptide and the effects of the water molecules were taken into
account in mapping the most likely paths to the final structure among the countless alternatives.
The simulated folding took place in a theoretical time span of 1 ms.



Est-ce qu’on peut prévoir des structures secondaires si on

connait la séquence d’une protéine?

EDVEGEALATLVVNKLRCTLSVAAVKAPGFCDRRKEMLEKDIAAVTGCTVISEELGFKLEN
B B E e o B — S S S
260 270 280 290 300 310

A A

) r——

ATLSMLGRAERVRITKDETTIVGGK




La probabilité de trouver un certain aminoacide dans

hélice a

feuillet 3

coude

une certaine structure secondaire

T
TABLE 3.3 Relative frequencies of amino acid residues in secondary structures
Amino acid a helix B sheet Turn

Ala 1.29 0.90 0.78 :
Cys 1.11 0.74 0.80 ala nine
Leu 1.30 1.02 0.59
Met 1.47 0.97 0.39 gl utamate
Glu 1.44 0.75 1.00 ;
Gln 1.27 0.80 0.97 leUCI ne
His 1.22 1.08 0.69
Lys 1.23 0.77 0.96
Val 0.91 1.49 0.47 Vallne
Ile 0.97 1.45 0.51
Phe 1.07 1.32 0.58 |SoleUC|ne
Tyr 0.72 1.25 1.05
Trp 0.99 1.14 0.75
Thr 0.82 1.21 1.03
Gly 0.56 0.92 1.64
Ser 0.82 0.95 1.33
Asp 1.04 0.72 1.41
Asn 0.90 0.76 1.28
Pro 0.52 0.64 1.91
Arg 0.96 0.99 0.88

Note: The amino acids are grouped according to their preference for a helices (top
group), B sheets (second group), or turns (third group). Arginine shows no significant
preference for any of the structures.

After T. E. Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties, 2d ed.

(W. H. Freeman and Company, 1992), p. 256.



Est-ce que la séquence VDLLKN a une

structure helice a ou feuillet B7?

I
TABLE 3.3 Relative frequencies of amino acid residues in secondary structures
Amino acid a helix 8 sheet Turn
Ala 1.29 0.90 0.78 H
Cys 1.11 0.74 0.80 ala nine
Leu 1.30 1.02 0.59
héllce oL Met 1.47 0.97 0.39 gIUtamate
Glu 1.44 0.75 1.00 |eucine
Gln 1.27 0.80 0.97
: 1.08 0.69
Lys 1.23 0.77 0.96
Val 0.91 1.49 0.47 Va“ne
e 0.97 1.45 0.51
feuillet B Phe Loz 132 058 isoleucine
Tyr 0.72 1.25 1.05
Trp 0.99 1.14 0.75
Thr 0.82 1.21 1.03
Gly 0.56 0.92 1.64
——C 0.82 0.95 133
COUde Asp 1.04 0[2 1.41
Asn 0.90 0.76 1.28
TT0 0.52 0.64 IR
Arg 0.96 0.99 0.88

Note: The amino acids are grouped according to their preference for « helices (top
group), B sheets (second group), or turns (third group). Arginine shows no significant
preference for any of the structures.

After T. E. Creighton, Proteins: Structures and Molecular Properties, 2d ed.

(W. H. Freeman and Company, 1992), p. 256.



Une méme séquence peut avoir des conformations différentes

dans des protéines différentes

Séguence:
VDLLKN

(en rouge)

- Importance des interactions tertiaires



Est-ce qu’on peut prévoir des structures secondaires si on

connait la séquence d’une protéine?

EDVEGEALATLVVNKLRCTLSVAAVKAPCGFCDRRKEMLKDIAAVTGCTVISEELGFKLEN

260 270 280 290 300 310

M M

ATLSMLGRAERVRITKDETTIVGGK

- Non, mais on peut calculer des probabilités pour trouver des hélices a ou feuillets 3



Pourquoi est-ce que quelques aminoacides sont trouveé

rarement dans des hélices o?

valine HQ o
. H H
threonine OH 4 oH
FaN HoN

isoleucine O

0
serine HO ' HO
aspartate )\fo H

. H,N <
asparagine 2 HzN
OH OH



Pourquoi est-ce que quelques aminoacides sont trouveé

rarement dans des hélices a?

valine HQ o
threonine OH 4 oH
H,N HoN

isoleucine O

0
serine HO ' HO
aspartate j\fo H

. H,N <
asparagine 2 HzN
OH OH



Quelques aminoacides sont trouvés rarement

dans les hélices a

' 4 _OH
valine HzN/J\H/

threonine

= carbon 3

Déstabilisation des hélices a en <oleucine /H]/OH
raison de conflits steriques HzN



Pourquoi est-ce que quelques aminoacides sont trouveé

rarement dans des hélices a?

valine HQ o
threonine OH 4 oH
H,N HoN

isoleucine O

0
serine HO ' HO
aspartate j\fo H

. H,N <
asparagine 2 HzN
OH OH




Quelques aminoacides sont trouvés rarement

dans les hélices a

&

. O
serine HoN
OH
— = ll@ison
hydrogene
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Pourquoi est-ce que quelques aminoacides sont trouveé

rarement dans des hélices a?

valine HO .
threonine OH 4 oH
FaN HoN

isoleucine O

0
serine HO ' HO
aspartate j\fo H

. H,N <
asparagine 2 HzN
OH OH




Quelques aminoacides sont trouvés rarement

dans les hélices a
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La structure cyclique de la proline tend a rompre les hélices a
(valeur phi =60°)

Valeurs phi et psi d’'une hélice o sont -80° et - 60° !



Comment est-ce que les protéines se reploient?

Deux propositions:

1. Tester toutes les conformations 5&'@ (?js
de facon aléatoire

2. Une stratégie de reploiement ‘intelligente’



Comment est-ce que les protéines se reploient?

1. Tester toutes les conformations b 2 j) Cj\g\f

de facon aléatoire

“.
Un exemple: ‘tj §

- Protéine de 100 aminoacides

- Chague aminoacide peut assumer trois positions différentes
- 3190 strucuture = 10%’

- On a besoin 1013 second pour tester une structure

- 1.6 x 10%7 années

- Paradoxe de Cyrus Levinthal

« Une protéine n'a pas assez de temps pour tester toutes les conformations
différentes imaginables pour trouver la bonne... »



Une stratégie de reploiement ‘intelligente’
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Stabilisation progressive d’intermediaires!




Reploiement des protéines

Beginning of helix formation and collapse

Percentage of residues of protein
in native conformation

http://wviw.dillgroup.ucsf.edu
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Résumeé: hiérarchie des structures
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Assembled subunits



Lecon 3

e Purification des protéines @@

e 'analyse des protéines

Positively charged
protein binds to
negatively charged
bead

Negatively charged
protein flows
through




Questions?
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Série 1

Question 1
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Série 1

Question 2
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Le rapport des formes protonées et déprotonées [AH]:[A] = 10:1

Le pourcentage de |la forme protonée = 90.9%



Série 1
Question 3

Au pH 7, il a plusieurs états d’ionisation. Ici, les donneurs et accepteurs de liaison hydrogene

sont indiqué pour I'état d’ionisation qu’on trouve le plus fréquent au pH 7 :
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Série

1

Question 5

acides amine

code a trois lettre

code a une lettre

charges nette

aspartate Asp D -1
histidine His H 0
lysine Lys K +1
tryptophane Trp W 0
cystéine Cys C 0




Série 1

Question 6
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lysine, arginine, (histidine)



Serie 1
Question 7
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[I'acide aminé neutre] : [I"acide aminé zwitterion] =1 : 100’000



