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Les protéines globulaires

o
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Couche d’hydratation ~ 5 A Frauenfelder H. PNAS 2009

Le rayon de giration (Rg) : moyenne quadratique de I’ensemble des distances atomiques a partir du centre de gravité
Couche d’hydratation : couche d’eau spécifique qui entoure la protéine
Le rayon d’hydrodynamique (Ry) : rayon de la protéine corrélé a sa diffusion
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Consequences expérimentales

Gel filtration (Size Exclusion Chromatography)

Al Bl

Ultracentrifugation Analytique (AUC)

Protein Dimensions (nm) Mass Smax S Smax/S

Globular protein standards dimensions are from pdb files

Phosphofructokinase 14 x99 345,400 17.77 12.2 1.46
Catalase 9.7x9.2x6.7 230,000 136 11.3 1.20
Serum albumin 7.5x6.5x4.0 66,400 59 4.6 1.29
Hemoglobin 6x5x5 64,000 5.78 44 1.32
Ovalbumin 7.0x3.6x3.0 43,000 443 3.5 1.27
Columns: A) HiLoad 16/600 Superdex 75 prep grade FusZ 4.8xdx3 40.300 426 34 125
B xdx » b . .
Sample: 1. Myoglobulin, 1.5 mg/mi, M, 17 000 Elongated protein standards—tenascin fragments (27, 28); heat repeat (29, 30)
2. Ovalbumin, 5 mg/ml, M, 44 000
3. Albumin, human § mg/m, M, 66 000 TNfnl-5 14.7x1 7x2.8 50,400 494 3.0 1.65
e bl M TNfnl-8 24.6x1.7x2.8 78.900 6.64 3.6 1.85
5. Ferritin, 0.24 mg/ml, M, 440 000
Sample volume: 500 pl TNMALL 479x1.7x2.8 148,000 10.1 4.3 2.36
Buffer: 0.010 M phosphate buffer 0.14 M NaCl, 0.0027 M KCI, pH 7.4 (PBS) PR65 /A HEAT repeat 17.2%3.5%2.0 60.000 553 36 154
Flow rate: 1 mi/min (30 cm/h) P s ? ' ’ ’
Fibrinogen 46%x3%6 390,000 19.3 7.9 2.44
A) mAu 3 I3
1500-] HiLoad 16/600 V — V
Superdex 75 prep grade _ e 0
1250 -
_ 13
V.=V, 10° M1 -v,p,)
1000 S = p
— Max
K,, = f(LogMW) NS
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500 =
f min 672- nsRmin
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Biological Procedures Online, Volume 11, Number 1
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Les protéines membranaires

Protéine canal Milieu extracellulaire Glucides

(protéine de transport)

Tétes hydrophiles

Protéine globulaire Glycoprotéine

\‘ \‘\\‘ ‘ : m | ) ; :FI" E:\coosu;::lipidiquge
G Vs

Cholestero . " Phospholipide
Protéine transmembranadiretéine de surface

Glycolipide (structure globulaire)

Protéine transmembranaire

Protéi zriphéri fon
rotine perlp erique / (structure en hélice alpha) .
Filaments de cytosquelette Chaines hydrophobes

Cytoplasme

Quels sont les structures compatibles avec les protéines membranaires ?



Les protéines membranaires
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(b) Side view
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Les protéines transmembranaires

* Structure en [ barrel
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Les protéines membranaires

Retinol Binding Protein

0.7-1.0 nm

~03nmT

2.5-3.5 nm

Lipid tail
Intermediate




Les protéines membranaires

» Structure en hélices a

Rhodopsine

B adrénergique receptor
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Le collagene

Constituant de la matrice
extracellulaire responsable de Ila
cohésion des tissus et des organes.

Confere la résistance, la souplesse et
I’elasticite aux differents tissus (Sa
résistance a la traction est proche de
celle de I’acier )

Les altérations du collagene se
répercutent sur le fonctionnement de
nombreux tissus et organes.

23 types de collagénes a partir de 38 chaines :

Le type I : le plus abondant, compose les ligaments, les tendons, les os

Le type II : représente plus de 50% des protéines du cartilage

Le type III : renforce les parois des structures creuses comme le coeur, les arteres, I’intestin et
I'utérus

Le type IV : forme la membrane basale des épithéliums



Le collagene

Le collagene est composé principalement de trois acides aminés : la glycine
pour 35%, la proline pour 7 a 9 % et I’hydroxyproline pour 12 a 14% (selon
les types de collagenes)

= 3- hydroxyproline
NH
S-proline
O
on  Prolyl hydroxylase HO HO
H = 4-hydroxyproline
0 NH
HO
O
HO

~—

Augmente stabilité par création de
liaisons covalentes (aldolisation)




Le collagene

Quels sont les caracteristiques de 1’hélice o?

ulpha helix 3,10 helix

s 2

Hélice 3, : 3 res/tour (0,2nm)
Hélice © : 4,1 res/tour (0,115nm)
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Le collagene

(a) Formation of tropocollagen
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Procollagen peptidase

Procollagen

M-terminus end cleaved C-terminus end cleaved

Tropocollagen 3000A

(b) Association of tropocollagen into collagen fibe

Glycine Residues ()
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Les kératines

a kératines : ”}‘\ e e e
Peau, cornée, cheveux, ongles, sabots, cornes, poils N AW AN AN ANY ANV
54 types de kératine (chez mammiféres) Cotled coll of two eehelices

28 type I et 26 type 11
hélices a 3,5 res/tour
Riche en Ala, Val, Leu, Phe et Cys

B kératines :
peau des reptiles, ongles, plumes, becs, griffes...

Cells

Intermediate
filament

- Protofibril

Two-chain
coiled coil

aHelix—____

Cross section of a hair

(b)




La fibroine
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Les filaments intermeédiaires

Diametre moyen de 10nm (entre diametre de les filaments d’actine et microtubles)
Deux extrémités N-terminale et C-terminale globulaires reliées par longue hélice a

Association par « coil-coiled »

Intermediate Filament Structure Supercoiled
_ Sheet

2. 8-12 nm

F

Monomer ey oo W AEEEE .
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‘ Dimer iy : Tim‘:}-
- e e |y S
:,’ 5 — it { P :),' 2 %‘) ~

o S Ropelike

: Sheet of 8 Tetramers Fiaure 1 Filgment

Tetramer igu Bundle

Plusieurs types de filaments intermédiaires selon le type cellulaire

Role structural important
maintient la forme globale de la cellule

I’ancrage des organites
formations des extensions (axones)

adhérence cellulaires (desmosomes)




Les microtubules

Diametre 25nm/ longueur variable ,
tubuline

Joe Howard and Anthony A. Hyman
Nature 422, 753-758(17 April 2003)


http://www.nature.com/nature/journal/v422/n6933/full/nature01600.html

Les microtubules

Polymérisation d’un hétérodimere
Le MT est constitué de 13 protofilaments

B-Tubulin

FeReAEIRE

: Docki

a-Tubulin

Nature 422, 753-758(17 April 2003)

Axoneme

Polarite : extrémite (-) avec sous-unité o eXposes Central  Radial

Plasma  microtubules spokes |nner

extrémité (+) avec sous-unité B exposée  membrane
Moteurs moléculaires : dynéine (-), kinésine (+)

Dynein
arms

Doublet microtubule



[’actine

» Actine G (globulaire)

375 Acide Aminés
Diametre >10 nm
Lie deux cofacteurs ion (Ca?* ou Mg?") et nucléotide (ATP/ADP)

3-methylhistidine

* 4 isoformes d’actines alpha (présentes dans les muscles striés squelettiques et cardiaque et les muscles lisses),
« 2 1soformes d’actines gamma (présentes dans le muscle lisse entérique et dans les tissus non musculaires),
* 1 isoforme d’actine beta (non musculaire).



[’actine

* Actine F (filament) — microfilaments
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Diameétre 7 nm
Longueur 17um (diameétre d’une cellule)

Polarité extrémité + (polymérisation rapide) S —
extrémité — (dépolymérisation) N oo
hydr()lyse de l’ATP Regquiatory Light Chains .

Systeme extrémement dynamique : phénomene de tapis roulant

Quel est le role des filaments d’actine ?

Déplacement cellulaire (lamellipode)
Adhésions
Contraction musculaire

Myosin Filament
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Mutation
Ribosome
- -~ Transport
Transport out { j o

e - Y
Misfolded Modification

Perte d’activité e — and folding

Ubiquitin- Agrégation :
proteasome Sysézme
system C/ ( contréle
Correctly
Chaperonnes folded Energie

\) p

Degraded ER
protein \ - - 4
A )

Perte d’activité
Agrégation
Probleme de stabilité

Vesicle

Golgi

Nature insight n°6968, 2003



Probleme de stabilité : p53
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Agrégation : Les fibres amyloides

L’amylose : agrégation pathologique de protéines solubles due a un changement de conformation

Protéine
amyloide

AL
AH
AA
ATTR

AB2M
AApoAl

AApoAll
AApoAIV
AGel
Alys
AFib
ACys
AB
APrPsc
ACal
AANF
AIAPP
Alns
APro
ABri

A?

A?

A?

Précurseur

Chaine légere d’lg (i, A)
Chaine lourde d’IgG ()
ApoSAA

Transthyrétine mutée
Transthyrétine normale

B2-microglobuline

Apolipoprotéine Al

Apolipoprotéine All
Apolipoprotéine AIV
Gelsoline

Lysozyme
Fibrinogéne
Cystatine C

ABPP

PrPC

Procalcitonine
Facteur atrial natriurétique
Amyline

Insuline

Prolactine

BRI
Kératoépithéline
Lactoferrine

Séménogéline 1

Diffusion
G, L
G, L
G, L
G

G
G
G
L

[~ IR T - RN D T 3 |

Syndromes ou tissus atteints

(Primitive) isolée ou associée au myélome

Isolée

(Secondaire) infection, inflammation chronique, tumeur

Héréditaire

Sénile

Associée a I'insuffisance rénale chronique terminale
Héréditaire

Rortique

Héréditaire

Sénile

Héréditaire

Héréditaire

Héréditaire

Hémorragie cérébrale héréditaire
Maladie d’Alzheimer

Encéphalopathies spongiformes
Cancer médullaire de la thyroide
Amylose auriculaire isolée

llots de Langerhans du diabéte de type 2, insulinome
latrogénique

Prolactinome, hypophyse sénile
Démence héréditaire britannique
Dsytrophies cornéennes grillagées
Dystrophie cornéenne sous-épithéliale

Vésicule séminale

* Environ 20 protéines

* Pas relation de structure ou de
fonction

* Repliement amyloide
essentiellement en feuillets 3
plissés

G : amylose généralisée ; L : amylose localisée ; Préc : précurseur ; Nomenclature préliminaire.

Tableau I. Nomenclature et classification des amyloses.

Disponibilité augmentée Vieillissement
Polymorphisme Inflammation
Mutation Tumeur

Protéolyse

Fibrille

Précurseur protéique

Protofilament
\. Oligomere
Intermédiaire amylogéne <> - —
Protéine dénaturée /
Composants communs :
protéoglycanes,

e
Dépot amyloide

Toxicité cellulaire

Gilles Grateau, Jérome Verine, Marc Delpech,
Madeleine Ries MEDECINE/SCIENCES 2005 ; 21 : 627-33



Les fibres amyloides
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Structure. 2010 Oct 13;18(10):1244-60.
Biology of amyloid: structure, function, and regulation.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Greenwald J"[Author]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Riek R"[Author]

Les fibres amyloides : Alzheimer

Amyloide Precusor Protein

18

770

-
Qi

Vo>

711

Uniprot P05067

Amyloide

=X

Signal peptide

Chain
Chain
Chain
Chain
Chain
Chain
Chain
Chain

Peptide

Peptide

Chain
Chain
Chain
Chain
Chain

AB(1-42)

1-17
18-770
18 — 687
18 - 671
18 - 286

672 -770
672-713
672 - 711
688 - 770
688 - 713
688 - 711
691 - 770
712-770
714 -770
721 =770
740 -770

-
T~

0 0

17
753
670
654
269

99

42

40

83

26

24

80

59

57

50

31

(Ref.16) (Ref17)
Amyloid beta A4 protein
Soluble APP-alpha
Soluble APP-beta
N-APP

Cco9

Beta-amyloid protein 42

Beta-amyloid protein 40

ca3

P3(42)

P3(40)

Cc8o0

Gamma-secretase C-terminal fragment 59
Gamma-secretase C-terminal fragment 57
Gamma-secretase C-terminal fragment 50
C31

Soluble Globulomer

Fibril

30(31)

0 0

MDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

Yu. & Al Biochemistry 48(9) 2009



Native

Les fibres amyloides : Le lysozyme

Molten globule

Denatured

“<" Amyloid fibril

core structure

Further assembly of protofilaments

Residual activity (%)

AspBTHIS

T T T
30 40 50 80 0 80
Temperature (°C)

Figure 2 Melting temperatures of wild-lype and amyloidogenic variant
lysozymes.

Booth D. & Al Nature (385) 1997



Les fibres amyloides : Les maladies a prion

a 'Refolding' model

-
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Conversion
prevented
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PrpPSc Heterodimer Homodimer Amyloid

b 'Seeding' model
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PrP infe ..L\,Jb seeds

Aguzzi A et al. Nature review immunology 2007



Structure et fonction des protéines

Partie 2 : Structure quaternaire
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Nomenclature

Homo- : méme chaine polypeptidique T S
Hétéro- : chaines polypeptidiques différentes bﬁ g S

Cy C.
; : 3
+ 1 =monomer| « 7 =heptamer ¢ 13 = tridecamer » 19 = nonadecamer (a) Cyclic symmetries
« 2 =dimer + 8 = octamer 14 = tetradecamer + 20 = eicosamer T
s 3 =trimer s 9 =nonamer 15 = pentadecamer* | « 21-mer

s 4 =tetramer | « 10 = decamer 16 = hexadecamer + 22-mer

-~
s 5=pentamer | « 11 = undecamer 17 = heptadecamer* | « 23-mer* N
« 6=hexamer | « 12 =dodecamer| « 18 = octadecamer = efc. D,
X

*No known examples (b) Dihedral symmetries Dy

Certaines protéines ont besoin de leur structure c AN .o

. A . A - ‘\\;y :Cf'_\\&{
quaternaire pour étre fonctionnelle. On peut v I.Lﬂi ., N R
trouver des monomeres ayant une activité LJdV oo ' ,‘M‘
indépendamment de ].a Structure quaternaire (c) Tetrahedral Octahedral (cubic) Icosahedral

symmetry symmetry symmetry
ML Homotétramere Axe de rotation d’ordre 4
Homotrimere Axe de rotation d’ordre 3

-~

DNA clamp Neuraminidase
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I/ Hémoglobine et drépanocytose




Les globines

myoglobine

Premicére structure de protéine
résolue en 1958 par Kendrew et

Perutz
Jyg&fg Megaloblast  Macrocyte Normocyte
Organs ‘?;I‘I:( Liver Spleen Bonhe marrow
50 oL V)

-3

: p
ES 40 .
2 Chaine a : 142 AA
22 : Chaine B : 147 AA
E 0 Hb embryonnaires ({,/¢,) (a,/¢,)

g

® - Hb foetale : Hb F (0,/7v,)

5 Y
oozl s 2ok o © o e o Hb A (a,/B,) > 90%

a-similar globin chains Hb A2 (a2/62) 1'3%
B-similar globin chains




L’hémoglobine

—re— —
' -

OxyHD : forme R (relaxed)
DeoxyHb : forme T (tense)

Hr+

o,

R oxy Ha
100 _ —
|
P4
;
: Coopérativité
B Allostérie
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L’hémoglobine pathologique

NN,
SERNS mutation
Une seule mutation sur I’acide aminé n°® 6 de la chainef < ,_J;i'-*ﬁ" ' ‘sp

f¥

La drépanocytose (anémie falciforme) o

ﬂg j
(D=
Normal hemoglobi

SCRLEL TN 3 L
Qma; h? . 'u“' .r* ‘-) i Y .,’ f
‘ b ] .* -

Blood Cells

Sickled red blood cells |8
are stiff and angular,
causing them to

become stuck in small
capillaries




Partie 2 : Structure quaternaire

II/ Antigene et anticorps




Les Immunoglobulines

N
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2 chaines légeres
2 chaines lourdes

Papain splits

CHO
\

~00C

A

150A

Antigen-
binding
site

Hinge region

CHO
/

Variable region

Cy2 Constant region

s Complementarity
determining
regions

Cy3

COO™

4

7

120A



Les Immunoglobulines




Les Immunoglobulines

Domaine
variable




Les Immunoglobulines

3HFMHx0
1FDLEx1
1YQVHxZ

Prim.cons.

3HFMHx0
1FDLEx1
1YQOVHx2

Prim.cons.

3HFMExX0
1FDLHx1
1¥YQVHx2

Prim.cons.

3HFMHx0
1FDLEx1
1YQVHx2

Prim.cons.

Antigen- s
binding
site

Antigen-
binding
o Site

Hinge region

CHO
o
% variable region
Cy2 Constant region

s Complementarity
determining
regions

c3
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sEER: s HRE, ke Kk 5 e s % sk srw ke kE: Fkzaek LELOE
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| | I
NPSLESRISITRDTSENQYYLDLNSVITEDTATY Y CAN==-WDGPYWGOGTLVTVSALAKT
NEALKSRLSISKDNSKSQVFLEMNSLETDDTARYYCARERDYRLPYWGQGTTLTVSSAST
HERFEGEATFTADTSSETAYMOLNSLTSEDSGVYYCLEG-NYDFPGWGOGTTLTVSSAKT
o os*.: osiz E.F tr.ikFp giRgp, KEF ¢ F REKEE pRER R K
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Partie 2 : Structure quaternaire
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Le nucléosome
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Les capsides virales
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