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Plan du cours

Importance des protéines

Structure des proteines globulaires
Structure primaire, secondaire, tertiaire, quaternaire (allostérie)

Structure et importance des domaines proteigues
Structure et role des proteines fibrillaires (collagene, élastine)
Repliement des protéines

Relation structure-fonction.
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m Protéines: principaux effecteurs cellulaires

Biopolymeres: 20 acides amineés standard - polycondensation
non-périodique

m Structure: déterminant de la fonction

Diversité des chaines latérales des acides aminés + diversité de leurs
interactions - versatilité des protéines

m Classification (selon la structure générale)
Proteines globulaires: hydrosolubles, forme =~ sphérique

Protéines fibrillaires: insolubles dans 1’eau, extracellulaires, organisées
en filaments allongeés (collagene, kératine, élastine, fibroine)...
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Protéines globulaires et fibrillaires

Proteines globulaires
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Structure primaire: séquence d’acides aminés dans la chaine
peptidique

Structure secondaire: interactions entre les acides aminés
consecutifs/proches - motifs frequents

Structure tertiaire: interactions entre les acides amines éloignés
dans la structure primaire = structure 3D

Structure quaternaire (facultative): plusieurs chaines peptidiques
—> protéine unique

Chague chaine: sous-unité (structure primaire, secondaire, tertiaire propre)

Structure primaire - conformation - fonction |




vaeaux hlerarchlques

Structure secondaire Structure tertiaire

Hélice alpha

coude ( |
NN

Feuillet béta

. les motifs structuraux | |'organisation interne .. I'organisation complexe
de base : d ‘une protéine monomérique d'une protéine multimérique
hélice alpha, feuillet bé‘l‘a, (ou d ‘une sous_unifé) (OU moins dimér'ique) .

tours et coudes
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Structure primaire
’
Séquence d’acides aminés X
H,N

L-a-acides amines, réunis par des Extremite
liaisons peptidiques N-terminale

Extrémité N-terminale: 1°" acide
amine - fonction NH;* libre

Résidus d’acides
amines

Extréemité C-terminale: dernier
acide aminé - COOQO- libre =
orientation de la chaine peptidique.



Importance de la structure p prlmalre
m  Déterminant de la structure primaire: gene correspondant

Principe de colinéarité: sequence de nucléotides = séquence d’acides
aminés

Importance: déchiffrage de la structure primaire - déduction de la
conformation - fonction des protéines

m  Séquencage des proteines

Méthodes chimiques: libération et identification successive des acides
amineés a partir des extrémites

Biologie moléculaire: séquencage des genes (> 100 000 sequences de
protéines connues)

Homologie des séquences peptidiques (differentes especes) = analyse
phylogéneétique (superfamilles, familles, sous-familles de protéines) -
evolution des proteines.
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Structure secondaire

m  Eléments: motifs répétitifs, engendres par la rotation de la chaine
peptidique (angles ¢, ) au cours de la synthese proteigque

m Classification (selon les interactions entre les acides aminés)

—_—

Hélices a
- | Structures regulieres, répétitives ’

Feuillets 3

Structures non-régulieres: coudes et boucles, segments aléatoires
(aucune des structures précédentes)

m Protéines fibrillaires: autres types d’hélices, enroulées les unes
autour des autres - superhélices.



Helice alpha

m Rotation de la chaine peptidigue (axe imaginaire)
Tour complet: 3,6 acides aminés (100° et 1,5 A / acide aminé)
Rotation dans le sens horaire

Stabilisation: liaisons hydrogénes (C=0),, <> (NH) .,
(C=0 du résidu 1 et NH du résidu 5, puis entre les résidus 2-6...)

Absence de la Pro
Chaines latérales (volumineuses) = extérieur
m Protéines riches en hélices o

Myoglobine, hémoglobine (75%).




Helice alpha

(A}

Vue de dessus



Chaine peptidigue allongee: feuillets plisses (structures [3)

Stabilisation: jonction de plusieurs segments (2 = 10) de la chaine
peptidique par des liaisons hydrogenes (C=0 <> NH)

Classification

Orientation de la chaine: méme direction - feuillet parallele; directions
opposées > feuillet antiparallele

Liaisons hydrogenes plus fortes entre les segments antiparalleles -
prédominance

Connexion entre les segments

Coudes (tours) et boucles.




(R aminoacid __ oo pi
sidechain ) Moo

.:" n;f peptide bond
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Liaisons hydrogenes entre les segments
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/e/e4/BetaPleatedSheetProtein.png

Feuillet B antiparallele et parallele

|
Feuillet antiparallele ‘
— L c+~——N

N *C

Feuillet paralléle

P C+—N ¢
’

\
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Les boucles et Ies coudes son'r des sfr'uctur'es non r'eguller'es non r épeh’nves permeh‘ant
des connections entre les structures secondaires.

Les coudes ou tours ne possédent que quelques résidus
Une boucle peut atteindre une vingtaine de résidus.

s . p— Contrairement aux structures secondaires
: réguliéres, les boucles ont tendance a se
situer vers |'extérieur des protéines et a
engager des liaisons hydrogénes avec
I'eau environnante

Exemple de coude B (type I)

Coude serré: 4 résidus, souvent Gly, Pro
—> changement de direction




Assoclations de
structures secondaires

a-a Corner

&5’2&?) &m

. M Ot i fS fré q u e n tS : B = (x = B y (x = a y (b) 'Ij'rplcal connectl(?ns Cro:zg:iggzs‘g?:non

in an all-8 motif

B-B (feuillets superposes),
tonneau-f3, feuillets-f tordus... Q C—D
. el

m Assoclations de structures
secondaires: fondement de la
structure tertiaire, des
domaines proteiques.

(d) B Barrel Twisted g8 sheet
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Domaines proteiques
m Définition
Uniteés structurelles et fonctionnelles des protéines

Structures conservées pendant I’évolution -
fonction spécifique

m Structure et fonction

Régions compactes (100-400 acides amines):
plusieurs associations de structures secondaires

Fonction: reconnaissance d’un ligand, catalyse
enzymatique, interaction avec protéines / acides
nucléiques...

m Determinants des domaines: les exons du gene.




Importance des domaines

domain X domain A domain X domain B

Interface entre les domaines: localisation

des sites actifs des protéines




Importance des domaines

m Association des domaines préexistants - evolution des protéines
(nouvelles fonctions, perte / modification d’une fonction,
meilleure régulation de I’activité)...

Epidermal
Growth

"EGF-like domain® Factor

human tissue plasminogen activator (t-PA) .

“serine-
proteinase”

Chymotrypsin
E e damain
L}L‘ﬁi‘ *“W Urokinase
W :.%'-5{2 "kringle domai
o
. z" “kringle-2" .
“fibrin-finger” Clotting
“kringle-1” Factor IX

"caldunebinding domain”

“EGF-like”

Plasminogen
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Structure

m Determinant direct de la fonction protéique: destabilisation
(dénaturation) - perte de la fonction

Structure 3D de la protéine (association de plusieurs domaines)
m Stabilisation
Liaisons faibles (acides aminés eloignes dans la structure primaire)

Liaisons covalentes (fortes): ponts disulfures.

Lactate dehydrogenase




Importance des Ilalsons hydrogenes

glutamic acid

o~

CH,
—C
I
H

surma saring

m Participants: fonctions C=0 <> NH des liaisons peptidigues,
I’une de ces fonctions et la chaine latérale d’un autre acide

amingé, les chaines latérales des acides aminés.



Importance des "attractl'omns' hydrophobes

m Attractions entre les chaines latérales aliphatiques/aromatiques
—> r0le essentiel dans le repliement protéique.

. Résidus
= non-polaires

Résidus polaires }/\

Cceur hydrophobe ‘ Extérieur hydrophile ‘

] Structure primaire Structure tertiaire \
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m Repliement d’une protéine hydrosoluble
(milieu agueux): résidus polaires -
contact du milieu environnant; residus
non-polaires = cceur de la protéine

m Repliement d’une protéine membranaire
(milieu lipidique): résidus non-polaires
—> contact des lipides environnants;
résidus polaires = cceur de la protéine.

Bactériorhodopsine
(protéine membranaire)
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tance des ponts disulfures

Liaisons covalentes (stables): groupes SH des Cys

Action des agents oxydants/réducteurs: oxydation des Cys /
réduction des ponts S-S - dénaturation des protéines

Glutathion: régénération de 1’état réduit des groupes SH,
lorsqu’ils subissent 1’attaque des agents oxydants.

oxidants N i
—— e H g _ disulfide



Plusieurs chaines peptidiques (sous-unites): assemblage - protéine unique

Structure quaternaire: interactions entre les sous-unités - conformation de
la protéine

Particularités des sous-unités

Structure propre (primaire, secondaire, tertiaire)

Identiques / différentes (apparentées), nombre variable (dimeres, trimeres, tétrameres,
oligomeres, multimeres...)

Exemples: hémoglobine (tetramere), tubuline (multimere)

Stabilisation: liaisons faibles (hydrogenes, attractions électrostatiques,
hydrophobes) - acides aminés des sous-unités différentes

Dénaturation: destruction des liaisons faibles = inactivation de la protéine.



i

Heémoglobine: 4 sous-unites,
Identiques deux a deux

Protéine trimere



dimer

Tubuline: 2 types de sous-unités
(o et B) = multimere

B B S GBI BIB B 0‘005
[--]
=

Tubulin  protofilament

-

Translation (on the ribosome) of RNA sequence
into protein sequence and folding of protein
into native conformation

o =0.87 e/mm? . 3 N
Protein 1 Protein 2 Protein 3

&/

Synthese d’une protéine trimere
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Importance de la structure quaternaire

m  Oligomeres: protéines ayant plusieurs
sous-unites (identiques/apparentées)
—> association répétitive, symetrique

Chaque sous-unité: > 2 sites de liaison
des ligands

Interaction une sous-unité <> ligand -
changement conformationnel > méme
changement des autres sous-unités
(symeétrie) - transition
conformationnelle de la protéine entiere

m Protéines allostériques: plusieurs
conformations, déterminees par
I’1nteraction avec des ligands.
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Importance de 1’allosterie

m Allostérie: nombreux phénomenes biologiques
(régulation de I’activité enzymatique, o
déplacement, transport, signalisation...) TR Tanaon
._,-aul:mrala

X2

EASY
TRANSITION

N . . o % P —
Allostérie: transition conformationnelle induite e

par la liaison d’un ligand




ATP
BIMDING

RELEASE
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Protéines fibrillaires

WO XA A A

/7

adjacent collagen
fibrils with linked
decorin

' Protéines structurelles insolubles dans 1’eau = élasticité, résistance
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Collagene

Distribution: la plus abondante protéine chez les mammiferes
(0s, dentine, peau, cartilages, tendons, parois vasculaires, cornée,
corps vitré...)

Proteine extracellulaire: 3 chaines peptidiques (~ 1000 acides aminés)

Chaque chaine - hélice; 3 hélices enroulées - triple hélice
—> résistance, elasticité

Structure primaire: (Gly-X-Y),, n = 333
Acides aminés abondants: Gly (33%), Pro (héelice de la poly-proline), Lys

Acides aminés non-standard: 4-OH-Pro, 5-OH-Lys (vitamine C); carence en
vitamine C (scorbut) - anomalies du collagene - atteinte multi-systémique.



m Particularites de la triple hélice

Hélices individuelles: sens antihoraire; triple hélice: sens horaire,
10 résidus/tour

Chaines latérales: extérieur = interactions entre elles
Glycosylation des acides aminés hydroxylées (OH-Pro, OH-Lys)
m Stabilisation de la triple hélice
Liaisons hydrogenes entre les 3 hélices (C=0 <> NH, chaines latérales)
Liaisons covalentes (ponts S-S, liaisons entre les derives de la Lys)

Répulsion sterique des chaines latérales volumineuses
(Lys, Pro, HO-Lys, HO-Pro)

Presence de la glycine (intersection des 3 hélices).

G - glycine



Désamination oxydative (lysyl-oxydase): lysine = allysine
Réactions de condensation: résidus des chaines peptidiques
differentes (triple hélice + monomeres de tropocollagene)

Allysine + allysine = condensation aldol

Lysine + allysine = lysinonorleucine

2 allysines + histidine = condensation histidine-aldol

3 allysines + lysine = desmosine, isodesmosine

Liaisons covalentes: résistance mécanique (triple hélice, fibrilles).

—CO—(IJH—NH— —CO—CllH—NH—
CHJs  pyyr  (CHIs
C|3H2 oxydase CHO
NH,

Lysine Allysine



Allysine
—CO—(IJH—NH—
(C|3H2)3

|
CO Allysine GHE

|
C|3H—(CH2)3—CHO

h NH,
GH
(CHs

—CO—CH—NH—

Lysine

Allysine

OHC —(CH,)s—

|
CO ,
[ condensation

CH
|
ITIH

| —OC—CH-NH- |

e (CHy)y w0
CH—(CH,), = (CHz)z_(l;H
NH - NH
I N* I
(C|H2)4
== (!IH—NH—
Desmosine
co co
(:DH—(CHZ)2 Y (CH2)2—(|3H—NH—
'\Iu-I \ENI (CH2)3—?H—CO—
(CHa, '
—0C— (IIH—NH—
Isodesmosine
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Assemblage des fllzf;r'llles de collagene

C Praline

Glycine

s Hydroxyproline

Synthese des fibrilles
de collagene

cextremités a éliminer,

A

PDB:1bkv

synthese des chaines
de procollagéne

qui s' alignent grace &
des ponts disulfure

formation de la triple
helice de procollagene

l'excision des extremites
de la tiiple hélice de e
procollogene induit lossemblcge spontone
des fibrilles. Les kaisons por des groupes
hydroxylysine 0 renforcent les fibriles.
Plusieurs fibrilles forment des fibres de
collagéne (image non monirée)
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Ribosomes attachés au RE: anl LS
synthese des chaines peptidiques § Procoliagen peptidase
MN-terminus end cleaved C-terminus end cleaved
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peptide-signal, hydroxylation, MS
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cross-link ffff *

Pro-collagéne peptidases: clivage
des peptides terminaux -
tropocollagene (monomere)

Monomeres de tropocollagene -
fibrilles = fibres (assemblage par
des liaisons covalentes croisées).
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Assemb'lage'des fibres et des fibrille
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(d) a-chains
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Types de collagéne”:

> 25 types: chaines individuelles a-1 (sous-types I-V), a-2, a-3 = adaptation
tissulaire

Mutations / anomalies de la maturation du collagene (déficiences enzymatiques,
carence en vitamine C) - maladies multi-systémiques

Syndromes d’Ehlers-Danlos (10 types): anomalies de 1’assemblage des fibrilles =
atteinte cutanee, oculaire, ligamentaire, dentaire, vasculaire, viscérale...

Osteogenese imparfaite: anomalies du collagene de type I.

Type de

. Structure Distribution tissulaire
collagene

Tissu osseux, tendineux, cutane
! (a11)20t, Tissu conjonctif des organes internes
1 (a,11)4 Tissu cartilagineux, corps vitré
Teéguments, vaisseaux sanguins,
i (a11); Tissu conjonctif des organes internes
Y/ (041V), Membrane basale
Tissu osseux, tendineux, cutane
Tissu conjonctif des organes internes

Vv (a V)0,




Anomalles structurelles
(mutation d’une chaine o)

(G—X ) point mutation
or splice junction

Anomalies [t I

a 1(|) a2(l)

Structurelles BNV EARRESE s

Cytoplasmic 1(')

Biosynthese normale du
collagene de type |

Extracellular

Mutation ‘Q

may interfere =

with proper cleavmg Mﬂ
of N terminus propeptides

Mutations des
chaines peptidiques

(?h_angement d’un S o R vy | e ;;z& . o
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m atu rat i O n of fibril structu?'e

: ; "\’WM"“‘W R
MRRRR \/Vv\/% our "&LW

V\/vu

) eenen qu
; Ronong,




Hyper-laxité articulaire, hyper-élasticité cutanée et vasculaire,
lésions oculaires, maladies cardiovasculaires...
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Elastine

Distribution: protéine extracellulaire
(peau, parois vasculaires et alveolaires)

Structure: monomeres de tropoélastine
(peptides ~ linéaires, riches en Pro, Lys,
acides amines non-polaires)

I o 1 Elongation
Réseau 3D: liaisons covalentes entre les
monomeres

Propriétés: déformation - retour a Iaw

conformation initiale

Matrice extracellulaire: interactions
(collagene, fibronectine, laminine,
protéoglycanes).
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Repliement des protelnes

m Paradoxe de Levinthal

E. coli: protéine de 100 acides
aminés - conformation native
(~ 5s)

Essali et erreur: toutes les
conformations possibles

(3 conformations stables/résidu,
1013 conformations/seconde) -
3100/10%83 s ~ 1027 années

(age de I’Univers ~ 13,8 x 107
annees)

m  Repliement d'une proteine:
mécanismes sequentiels -
! énergie libre.




E nto NNoO i I d Ure p I i eme nt Beginning of helix formation and collapse

Départ:
plusieurs possibilités |

Globule fondu

Fin: conformation VDiscrete foking
. . intermediates
native uni q ue Enat —- Native structure




Formation des
structures secondaires

Tl Formation de la
structure tertiaire

on
ter
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Repliement des protéines
m Etapes du repliement

Synthese de la chaine peptidique

Formation des structures secondaires

Collapsus hydrophobe = globule fondu (associations de structures
secondaires)

Stabilisation des intermédiaires par des liaisons non-covalentes

Intervention des enzymes (protéine disulfure isomérase, peptidyl-prolyl
cis-trans isomérase)

Intervention éventuelle des chaperons moléculaires

| Structure tertiaire ‘

Association de plusieurs sous-unités = structure quaternaire

m Conformation native: déterminant de la fonction biologique.



(chaperenin) 8

Ribosome Protéine repli¢e Protéine repli¢e

Chaperons: protéines qui empéchent la formation des agrégats
(intra- et intermoléculaires) par les protéines en train de se
replier (ATP - énergie)




Relation structure fonctlon

m  Ribonucléase - importance de la conformation native

Dénaturation: agents dénaturants - destruction de la conformation native -
Inactivation des protéines

Renaturation: enlévement de I’agent dénaturant = reprise de la conformation
native - reprise de la fonction

m La structure primaire contient I’information nécessaire au repliement
correct.

—_— —_—
1. Reduce 1. Remowe uraa
2.8 Murea 2. Oxidze
NEI’IWE. Denatured Mative
(100% active)

(inactive) (=40% active)
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Importance de Ia conformatlon natlve

o - ol Biias Conformation native: poches
. % e\ i (crevasses) = interaction avec les
; ) ; ligands par complémentarité stérique




Modification de la conformation pr Drotéique

m  Modification conformationnelle - role pathologigue - auto-propagation -
multiplication des formes incorrectement repliées («délinquance» moléculaire)

m Prions: protéines cellulaires = conformation modifiée (T feuillets p) >
insolubilité, agrégation, précipitation, résistance aux protéases...

m  Auto-propagation: protéines mal-conformées - conversion des protéines
correctement repliées.

Proteine prion cellulaire PrP© Protéine prion infectieuse PrP=c ‘
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Maladies a prions chez ’homme

m Encéphalopathies spongiformes: maladie de Creutzfeldt-Jacob,

Insomnie familiale fatale, maladie de Kuru, syndrome Gerstmann-
Straussler-Scheinker. ..

Agrégation cerebrale de protéines prion infectieuses - polymeres fibrillaires

Incubation lente (années) —> lésions - déterioration rapide = deéces.

Brain shrinkage and oy ’rf, el
deterioration occurs rapidly \_ (

Brain section showing
spongiform pathology
characteristic of

W (Creutzfeldt-Jakob




Amyloidoses
m Deégradation des proteines incorrectement repliées
(lysosomes / proteasomes) = pas d’accumulation

m  Amyloidoses: accumulation de proteines mal-conformées
(age avance, anomalies du repliement...) = depots
extracellulaires insolubles

m  Maladie d’Alzheimer: neurodégénérescence progressive

Plaques d’amyloide: dépots extracellulaires - peptides riches en
feuillets B (issus du clivage de la protéine précurseur de 1’amyloide)

Réseaux fibrillaires intra-neuronaux (protéine tau) - modifications
neuronales (structurelles, fonctionnelles) - detérioration neurologique.



Pathogenese de la maladie d’ Alzheimer
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Patients with Amyloid-§ cligomers
Alzheimer's disease
Amyloid- plaques 1
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Amyloid-B fibrils

‘ Auto-agrégation spontanée des peptides = plaques d’amyloide




