LES ACIDES AMINES

Définition:
Ce sont les principaux constituants des protéiries. lls contiennent en régle générale dans leur structure une fonction zcicde
(carboxylique) et une fonction arnine (azotée) d'ou leur nom d'acide arming
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Notions générales

Les acides aminés naturels sont surtout des acides a-aminés répondant a la structure générale représentée dans la diapositive
précédente. R est appelé radical ou chaine principale, il est retrouvé dans tous les acides aminés. R représente une chaine
latérale caractéristique de chaque acide aminé. Les acides aminés sont en général classés selon les propriétés de la chaine
latérale en cing groupes : acide ,basique ,neutre ,hydrophile) polaire (ou hydrophobe) apolaire.

Isomérie

A part la glycine, ou R = H, les acides aminés existent sous la forme de deux énantiomeres, traditionnellement appelés D et L,
selon que le groupe (-NH2) se trouve soit a droite soit a gauche dans la projection de Fischer. Ces énantioméres sont
optiguement actifs : chaque isomére dévie la lumiére et est dextrogyre ou Iévogyre suivant que la rotation du plan de
polarisation de la lumiére suit un sens horaire ou antihoraire. Les acides aminés L représentent la quasi totalité des acides
aminés qui se trouvent dans les protéines
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STRUCURE GENERAL DES ACIDES AMINES

STRUCTURE DES PRINCIPAUX ACIDES AMIN
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a1 Les acides monoaminés et dicarboxyliques et
leurs amides.

11. Les acides aminés aliphatiques

1 Les acides aminés monocarboxyliques et
monoaminés Les acides monoaminés Aci

La série non hydroxylée

Leurs amides
gine Asn N 0 ; L
1 Les acides aminés dibasiques (6 C)

La série hydroxylée Ly ysK, Arginine AigR -, His

1 Les a<:|es amines soufres

S Viéth

2. Les acides aminés aromatiques

\A/

Phénylalanine Phe F, Tyrosine Tyr Y, Tryptophane TrpW
//_\.

{ //LH;C—CH—CC-JH
-/
=,

3. Les iminoacides

Proline Pro P , Hydroxyproline

Leur répartition : Les plus abondants sont les acides
Les moins abondants sont les soufrés
Les acides aminés essentiels =

PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES
Proprigiss npnysicues:
*Solubilité:

La plupart des acides aminés sont solubles dans I'eau et les solvants tels que I'alcool (les solvants polaires) (surtout la proline et

hydroxyproline). D'autre part, les acides a-aminés sont solubles, mais a moindre degré dans les solvants non polaires. Il faut retenir que
cette solubilité est trés dépendante des propriétés de la chaine latérale: la solubilité diminue avec le nombre d'atomes de carbone du
radical, mais inversement augmente si ce radical R est porteur de fonctions polaires (NH2, COOH) ou hydrophiles (OH).

*lonisation:

Les acides aminés contiennent un groupement carboxyle acide et un groupement aminé basique. En solution, ces deux groupements
existent sous deux formes, I'une chargée, |'autre neutre :

R-COOH ; R-COO +H"; R-NH3"; R-NH2 + H"

Les acides aminés sont appelés pour cette structure diionique amphoteres. L'ionisation varie avec le pH : les acides aminés existent, en
solution aqueuse, sous 3 formes possibles :

dissociation de la glycine en fonction du pH

Application aux acides aminés % de chague foms enlaue

H Acide aminé - 100 4
*H3N —CT}* COOH 'H_:.\'—ClH—COO‘
Ampholyte Milieu basique 804 — 4
pHi =
PK;
(pH<pHi): La fonction amine s’onise en foant un hydrogéne (proton) et la dissociation
du carboxyle est inhibée. Lacide aminé se trouve sous forme de g pH
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H>pHi): La fonction acide s'ionise en se débarrassant d'un proton, la base du milieu zane isoéléchique

groupement amine. Lacide carboxylique se trouve sous forme d +
+ + —

forme AA forme AA forme AA

¢) Le pH pour lequel les 2 dissociations s'effectuent est appelé point isoglectrique : ou pHi. A ce pH, on a un
ion dipolaire ou zwitterion de charge nette nulle, donc ne migrant pas dans un champ électrique

K1 + — +
H3N-CH2_COOH +H20 =——= H3N-CH2-COO + H30

de part et d'autre du pHi, on définit des pH qui corespondent 3 une demi dissociation de COOHetde + - K2 - +
NH;*. ce sont les pKs. Il existe donc 2 pK: H3N--CH2-COO  +H20 =—= H2N=-CH2-COO + H3O

Le point (ou pH) isoélectrique ou isoionique est égal 3 la demi somme des pKs. Le radical R, lorsqu'il
renferme un groupe ionisable, participe 3 la valeur du point isoglectrique




Prooprigids Pnysicues:

*Absorption de la lumiére
Les solutions d'acides aminés sont incolores. Les acides aminés aromatiques absorbent dans I’'UV entre 260 et 280 nm. Au-dessus de 260
nm, la plus grande partie de |'absorption ultraviolette des protéines provient de leur teneur en tryptophane et parfois en tyrosine.

Progrigids enimicuzs dzs acidzs dmings
Propriétés dues a —-COOH
Estérification: Réaction avec une fonction alcool donnant naissance a un ester

Amidification: Réaction avec une fonction amine donnant naissance a un amide (liaison CO—NH)
Formation de sels : Réaction avec des composés tels que NaOH ou KOH, formation de sels ou saponification
Décarboxylation : Départ de CO2 , ce qui donne naissance a un composé aminé

Propriétés chimiques des acides aminés

a Propriétés duesa—-NH2

La formation de dérivés N-Acyl€s: halogénures
Eearbonyiase anhydrides d'acides carboxylique forment des N-acylés
| A s R—CO—X +H;N—CH—R’ R—CO—HN—CH—R’ + XH
R — > R-C-NH, + CO, , e e 4
Désamination par I'acide nitreux: Donne

naissance a un acide—alcool + dégagement d'azote
gag
R—CH—NH; + HNO2 R—CHOH-—COOH + N, +H,0
COOH

Désamination oxydative :

acide aminé

Transamination: 1 sagit de transfert du groupement amine Couplage désamination-transamination
d'un composé sur un autre

Coenzyme Coenzyme-2H
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Formation d’imine: appelées autrefois « base de schiff », il s’agit d’'une réaction entre la fonction amine et I'oxygéne d’une
fonction aldéhyde pour donner une imine



Réaction avec la Ninhydrine.
Trés utilisée comme réactif révélateur des acides aminés en chromatographie.
Réaction avec les aldéhydes La ninhydrine est sous forme hydratée la 2,2-dihydroxyindan-1,3-dione, soit:
Avec lesa, ves: i se forme le dérvé diméthylol
de l'acide aminé. Avec les aldé hydes aromatiques, on obtient des bases de Schiff

La substitution d'un H de la fonction NH2 par un groupementaryle) aromatique

( conduit a une fonction amine secondaire.

Par exemple avec le 2,4-dinitro-1-fluoro-benzéne (réactif de Sanger) i se forme un
dinitrophé nyl-acide aminé coloré, donc dosable.

Cette réaction peut se produire lorsque lacide aminé est incorporé dans une

Si l'on hydrolyse une protéine on libére des acides aminés et des DNP acides aminés
correspondant aux acides aminés dont les groupes NH2 sont libres dans kb protéine
(terminaux).

Cette réaction a permis a Frederick Sange)) en 1953) détabiir lo premére structure
primaire dune protéine (Iinsuline)

-L’ a aminoalcool perd une mole d'eau, puis une mole de CO,,

o L'amine libérée réagit avec une autre mole de ninhydrine pour donner
en donnant une imine,

une nouvelle cétimine,

Ce composé fortement délocalisé est coloré,
on le nomme
Il est a noter qu'il ne reste qu'un atome d'azote provenant de

N\ Pl Ny LES PEPTIDE

> o X TR " 1. _Définition

—COOH du groupement fonctionnel et
—NH2 du groupement fonctionnel de I'acide aminé qui suit.
I Par convention, on lit une séquence avec
Le premier acide aminé porte —-NH2 libre
, . 0 Le demier porte —COOH libre
Methode de Sanger LAy, LA B Différents peptides
' R Oligopeptides : nombre d’acides aminés < 10

Polypeptides : 10 < nombre d’acides aminés < 100

La liaison peptidique
Les acides aminés peuvent se lier les uns aux autres par une liaison peptidique. La liaison peptidique se fait entre le groupement acide

(COOH) d'un acide aminé et le groupement amine (NH2) de l'autre. Au cours de la réaction, une molécule d'eau est éliminée. |l s'agit donc
encore une fois d'une réaction de condensation.

R) R) By w®

He 7 0 Ho7 0 BT Y0
N=C=C~ # ~N=C—C N=0=C—=N=C=C + HO

H | |‘HH' [" H '1 | OH H }]'i y OH
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1 Représentation:

Par convention, les peptides s'écrivent avec I'acide aminé N- Détermination de la structure.

; ; : : ' i Les Peptides: Ce sont les plus simples a analyser car ils ne posent pas le
terminal (qui a le groupement -NH2 libre) a gauche et l'acide probléme de structure (taille relativement réduite). 1l s'agit de déterminer

aminé C-terminal (qui a le groupe -COOH libre) a droite. d'abord la nature et la masse de chacun des acides aminés les composant.

Ainsi Gly-Ala signifie: * Ensuite il faut déterminer I'ordre (la séquence) dans lequel ces acides sont
On arrive ainsi a représenter des molécules assez reliés.

complexes comme l'angiotensine Il une hormone du sang
qui régule la pression sanguine:

Asp--—--Arg—-—-Val-—-Tvr---lle---His-—--Pro--—-Phe sont analyses qualitativement et quantitativement par chromatographie I|qU|de
) 0 o o . P (telle que la chromatographie a échange dions, ou sur couches minces, ou sur papier)

Le second probléme est plus délicat. 1l a été résolu par Sanger en 1953 par la
détermination de la structure de l'insuline (Nobel chimie 1958), et par Edman
La dégradation de Sanger utilise le 1-Fluoro-2,4dinitrobenzéne comme réactif.
Ce composé favorise une substitution aromatique par addition-élimination par
le caractére fortement attracteur des substituants du benzéne.

Les peptides purifiés sont hydrolysés par une solution d'acide dilué (HCl 6N,

D, 2019/2020

Cette fonction isothiocyanate tr és sensible aux nudéophiles conduit a
une thiourée, par addition du NH sur la double liaison N=C.

) }—N=C=S + HN—CH-C—NH--
/ Il
0

Lhydroryse suivante coupe Ies ]BlSOﬂS peptndlques mais pas la lisison Cycle DNP-NH.
. Cette réaction a ouvert

la voie de Ianalyse, mais Ie reste de Ie chalne n'est plus relié et information

sur sa structure est perdue.

La méthode suivante permet ['analyse de toute la séquence.

La dégradation d'Edman fait appel 3 un autre réactif isothiocyanate de phényle.

SEPARATION, EVALUATION QUALITATIVE ET QUANTITATIVE DES AMINO-ACIDES
Les méthodes sont nombreuses et se répartissent en différentes rubriques:

- séparation par contre-courant -Méthodes chromatographiques -Méthodes électrophorétiques
SEQUENCAGE DES AMINO-ACIDES
Cela consiste a connaitre I'ordre d’enchainement des acides aminés . Ex: un tripeptide ABC. Il n’ existe aucune régle dans les
enchainements des AA et toutes les probabilités sont possibles: ABC , ACB, BCA, BAC, CBA et CAB. Cet ordre de séquence est
déterminée génétiquement, détermination des acides aminés terminaux. C'est en général par cette étape que I'on commence
dans toute étude de séquence car cette détermination est souvent facile, mais aussi parce que le nombre de groupements
terminaux permet d’avoir des informations sur la forme de la molécule polypeptidique et sur le nombre de chaines
polypeptidiques constituant la chaine protéique.

Détermination des grouperments a amings terminaus liores

Elles sont nombreuses, mais seules trois seront développées. deux chimiques et une enzymatiques

Métnodes au Fluoro DiNiiro Benzene (FDNE)= Méthode de SANGER ; Cette méthode permet de protéger le N terminal pour
ensuite récupérer le DNP-Aminoacide terminal (ex:DNP-alanine ,....).

Métnhode ¢ la Phénylisothiocyanaie (PITC) ou des phénylinionydanioinz = Réaction d’EDMAN

Dégracdation enzymatique par 'arinopeptidase : Cette enzyme hydrolyse la liaison peptidique ou est engagé I'aminoacide N-
terminal. Apres avoir détaché le premier aminoacide , elle va libérer le second qui se trouve a son tour porteur du NH2 libre



MARQUAGE CHIMIQUE DU C TERMINAL
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® résidu N-terminal résidu Cterminal

0 R.. fo) + Puisque chaque chaine poiypepiidique posseéde un résidu iN-
H_}Q_CH,'C'_O + I:JH_-,—(')H-C NH=NH, + = + Hsr:J-CH-é NH-NH; terminal et C-terminal, le nombre de sous-unités distinctes dans une
R, o] R, protéine peut étre déterminé en identifiant le nombre de chacun des
résidus terminaux.
acde sming Kore hydrazines aminoacy'es

<+ Réaction enzymatique (exopeptidase): 7.3 Coupure des liens disulfures

¢co0" Co0" Co0" Cco0)
’r-Br\—(J:r- + 'r-;r\—ér- — '|~3r\—&r- ’l»-sr\—éb-
aminopepticase : . R : . . ’ " =G \
Cystéine Cystéine Cystine
(o) "o Insuline Les liens disulfures
v: doivent étre coupés
D 2 . ' 2 1 ’ chain A
L'utilité des aminopeptidases pour I'analyse des résidus N-terminal o\ — 21 amino ackds Comenn avant le séquengage
» 5 \o» pour séparer et déplier

est limitée puisque ces enzymes agissent spécifiquement sur certains s Cys Al Sar VaiCrs Ser Leu Ty Gis Lou Gl Asn Ty Ops Aan ) loe sous-unités

acides aminés et avec des vitesses de réaction différentes.

/tiu Lew Oys G Sor Ha Leu Val Ohs Ala Lew Tyr Lew Val oo N\

G chain® \ &
| Asn 30 amino acids S
| vat Ag
| Pre) ( o /

Als Lys Pro The Tyr Phe Phe
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7.5 Coupure spécifique des liens peptidiques

7.5.1 Fragmentation enzymatique

Enzyme Specificity
Endopepridases trypsine
Trypsin R,y = Arg. Ly »
Endopeptidases: | Ra # Pro
Coupure spécifique de liens Pepain R, = Leu, Phe, Trp, Tyr, Val
peptidiques a l'intérieure Ryt # Pro (= CH=C= s+« + HyN—CH=C=—«+-
dune chaine Chymotrypsin R, Phe, Tep, Tyr " sy amine acid
| Ry # Pro of lysine)  excluding proline
En R, Glu
Fu
Lev R ¥
Exopeptidases Aminopeptic I N-terminal r
Coupure d'un acide aminé Carboxypeptidase A Ry # Arg. Lys, Pro
N- ou C-terminal d'une chaine | Ba-1 # Pro
peptidique Carboxypeptidase B R, Arg. Ly
Ry # Pr

Carboxypeptidase € I C-terminal residues




; Prof A. MEXROUD , 2019/2020

7.6 Détermination de I'ordre des fragments
peptidiques

» Laséquence des fragments peptidiques individuels est déterminé en
établissant I'ordre dans lequel ils étaient connectés

< La séquence des acides aminés dans un 1% set de fragments est
comparé avec celui d'un 2* set de fragments pour leguel les points de
coupure sont différents

fagments
produced

by typsin wypaln X

Ala - Phe - Lys = Asp - Mot - Cys - Gln - Arg ~ Lowu - Pro - Met - Ser - Gln

CNB: CNB:«

» Un recouvrement de quelques résidus est généralement suffisant pour
dentifier un point de connexion

EXEMPLES DE QUELQUES PEPTIDES

1. Petits peptides
Aspartame Asp-Phe-0O-CH;

Pouvoir sucrant 2x plus que le saccharose

2. Peptides hormonaux
Hormones post-hypophysaires Ocytocine, Vasopressine
Hormones pancréatiques Glucagon, Insuline

3. Peptides antibiotiques Tyrocidine A Pénicillines

LES PROTEINES

DEFINITION

Une protéine, aussi appelée protide est un assemblage d'acides aminés liés par des liaisons peptidiques. On parle de protéine
lorsque plus de 50 acides aminés sont liés au sein d'une chaine d'acides aminés.

FONCTIONS

Les protéines ont des fonctions tres diverses

Structure : les fibres protéiques Mouvement : contraction musculaire Transport : de substances dans le sang

Transport : de substances a travers la membrane des cellules Hormones : insuline , glucagon, vasopressine,...

Identification des cellules: récepteurs Défense : les anticorps Catalyse : Enzymes

1.1. Selon leurs formes

1.1.1. Protéines fibreuses

Les chaines polypeptidiques sont allongées et enroulées autour d'un axe sous une forme hélicoidale. Ce sont des protéines de
structure. Elles peuvent étre extracellulaires et seront alors insolubles dans I'eau et auront une fonction de protection :
kératine a des cheveuy, fibroine de la soie, élastine de la peau, collagéne des tendons. Elles peuvent également étre
intracellulaires, citons par exemple la myosine et la tropomyosine des cellules musculaires.

1.1.2. Protéines globulaires

Solubles dans I'eau, elles sont de forme sphérique. Elles ont une structure beaucoup plus complexe que les protéines fibreuses
mais elles présentent une bien plus grande variété d'activités biologiques.Elles peuvent étre membranaires et auront alors des
réles comme : transporteur, récepteurs, canaux ioniques, protéines d'adhésion cellulaire ...

Elles peuvent étre solubles et donc étre des protéines circulantes plasmatiques comme l'albumine, des hormones protéiques
comme la LH, des protéines cytosoliques comme la calmoduline.

Les propriétés uniques de chaque protéine dépendent des types d’AA qui les composent et de leur séquence. On peut
considérer les 20 AA comme un « alphabet » de 20 lettres, utilisé pour construire des « mots » (les protéines) Ainsi on peut
changer le sens d’un mot en remplagant une lettre par une autre. Ex: Faire ou Foire. Il est claire que le sens est différent et
donc la protéine est aussi différente



l. _Propriétés des protéines

1. Propriétés physico-chimiques
Solubilité des protéines globulaires

Influence de la concentration en sel (force ionique p):

Faible concentration : augmentation de la solubilité des protéines = effet dissolvant

Forte concentration : précipitation des protéines = effet de relargage (réversible par dilution)
Influence du pH : Minimum de solubilité au pHi
Influence de la température: Dénaturation a Température élevée
Influence de solvants organiques : L'éthanol et I'acétone insolubilisent les protéines

Propriétés électriques : Les protéines, constituées d'acides aminés, sont porteuses de charges électriques variables en

fonction du pH. Chaque protéine posséde un pH isoélectrique pour lequel la mobilité dans un champ électrique est nulle :
charge électrique globale nulle.

ORGANISATION TRIDIMENTIONNELLE

la structure primaire, qui est la séquence linéaire des acides aminés dans la protéine.

la structure secondaire, qui rend compte de I'organisation de groupes d'acides aminés en éléments structuraux simples :
hélices alpha, feuillets et tours beta, autres structures.

la structure tertiaire, qui correspond au repliement de la protéine dans I'espace tridimensionnel (on parle aussi de structure
tridimensionnelle décrite par les coordonnées des atomes dans I'espace). Cette structure rend compte de I'organisation
entre eux des éléments de structure secondaire.

la structure quaternaire, qui définit I'association (multimérisation) entre des protéines de structures primaires identiques
(homoassociation) ou distinctes (hétéroassociation).

Structure primaire
\
Piesled sheat Hlpha heix o s {6} Structurs sacandairs (feulllst plissé béta)
& P
snucture secondaire snucturetertiare  structure quaternaire

Dénaturation des orotdines

Les protéines sont trés sensibles aux changements de izrnp2raiurz et de prl. Ces changements peuvent entrainer une
modification de la structure tertiaire ce qui affecte grandement les fonctions des protéines surtout lorsque le site actif est
affecté. Le site actif est l'endroit ou le substrat de |'enzyme vient se fixer. Plusieurs conditions peuvent causer la dénaturation
des protéines :

Chalzur : l'agitation thermique peut provoquer la rupture des liaisons hydrogéne responsables de la structure de la protéine.
orl : l'acidité ou l'alcalinité extréme vont perturber les interactions ioniques qui stabilisent les protéines.

Solvant : le changement du solvant peut modifier la structure tertiaire des protéines. Par exemple, une chaine polypeptidique
se modifie pour présenter ses parties hydrophobes vers l'extérieur si on place une protéine dans un solvant hydrophobe.
Présence de détergantis : la présence de détergents peut interférer avec les interactions protéine-solvant.



