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La cellule est constituée de quatre grands groupes de macro-molécules : les acides nucléiques,
les protéines, les lipides et les glucides. Si les propriétés biochimiques different, les fonctions de
ces molécules sont fondamentalement liées a leur structure. Les acides nucléiques portent l'infor-
mation génétique de l'individu. I’ADN tout particulierement stocke cette information. Il porte le
génotype. Ce génotype s’exprime de deux facons : la synthese d’ARN et la synthese de protéines qui
vont former le phénotype de la cellule. Les protéines sont formées d’un assemblage d’acides aminés
dont la séquence dépend de la séquence génétique associée. Cette séquence en acide aminé a un
repliement tridimentionnel statistiquement stable. La forme repliée active de la protéine lui permet
d’assurer une fonction précise. Cette fonction peut étre fondamentalement structurale pour la cel-
lule (cytosquelette). Les protéines permettent également le transport de molécules, la transforma-
tion chimique de molécules ou encore la fixation de ligands. L’enzymologie, I’étude des enzymes,
a été la premiere discipline étudiée en biochimie avec les études sur la fermentation alcoolique
des levures ainsi que les études sur la digestion au 19°™¢ siécle. Appelées “ferments” par Justus
Liebig, le terme enzyme (en < dans > et zyme < levure > grec) a été introduit en 1878 par Frede-
rich Wilhem Kiihne. La nature protéique des enzymes n’a été acceptée que dans les années 30 et
I'existence d’ARN a activité enzymatique a été montrée par la suite (Ribozyme). La premiere struc-
ture primaire d’enzyme a été obtenue en 1963 (ribonucléase A du pancréas bovin) et la premiere
structure tridimentionnelle date de 1965 avec le lysosyme du blanc d’ceuf de poule ([3]).

L’objectif de ce chapitre est de comprendre la diversité fonctionnelle des protéines et de com-
prendre comment ces fonctions peuvent étre mesurées.

Nous allons revenir rapidement dans un premier temps sur le repliement des protéines puis nous
verrons de facon succinte les différentes activités protéiques et les mesures biochimiques associées.



I. Le repliement des protéines : une étape essentielle

A. Rappel de L1 : les étapes et les types de repliement

Vous reverrez votre cours de premiere année sur les protéines. Les protéines sont composées
de I'enchainement d’acides aminés via une liaison peptidique. La séquence orientée de cet en-
chainement (du N-terminal vers le C-terminale) est appelée structure primaire et celle-ci est codée
par le génome (cours de biologie moléculaire). Localement, les acides aminés consécutifs de cette
séquence s’organisent dans 'espace selon deux modes : hélice o ou brin 3 : c’est la structure secon-
daire. Ces structures secondaires interagissent entre-elles rapprochant des acides aminés éloignés
dans la séquence : C’est la structure tertiaire. Dans cette structure tertiaire, des domaines peuvent
étre identifiés. Ce sont des unités de repliement autonomes liés les un aux autres par des boucles
flexibles. Parfois, une protéine est composée de différents polypeptides : ’agencement de ces poly-
peptides est la structure quaternaire (figure [2.1]).
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FIGURE 2.1 — Rappels sur le repliement des protéines
B. Observation du repliement des protéines

L’obtention de la structure d’une protéine peut se faire par différentes méthodes [3, 2] :

— Analyse par coupure enzymatique : c’est notamment une méthode d’analyse des protéines
membranaires (B11). Les seules régions de la protéine exposées a I'enzyme sont les par-
ties extra-membranaires. Pour une protéine soluble, la sensibilité aux enzymes peut aussi
dépendre du repliement : les boucles flexibles entre deux domaines sont plus exposées a une
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coupure.

— observation en microscopie électronique : La microscopie électronique permet d’observer
de grosses structures protéiques. Longtemps limitée a la description de la structure globale
d’un virus ou de grosses protéines, elle permet maintenant des observations de plus en plus
proches du niveau atomique.

— Observation par la méthode de cristallographie et diffraction aux rayons X : Cette
méthode permet d’observer les protéines organisées dans un cristal par une méthode de dif-
fraction (cours de physique). Elle permet d’avoir la structure de protéines de toutes tailles au
niveau atomique. Souvent les grosses structures macromoléculaires sont difficiles a observer.
En effet, cette méthode nécessite des structures figées, immobiles.

— Observation par RMN : La RMN bi-dimentionnelle permet d’obtenir des structure de petites
protéines en solution. L’avantage de cette méthode est qu’elle permet d’obtenir toutes les
conformations possibles d’une protéine.

— Les modélisations de structures : Certaines structures sont difficiles a obtenir. Des modéles
informatiques peuvent étre obtenu a partir de la séquence primaire de la protéine. Ce sont
des méthodes prédictives basées sur les structures connues de protéines de séquence primaire
proche.

C. La conformation des protéines

Comme un chimie organique, des conformations sont des organisations dans ’espace différentes
d’une molécule dont le passage de I'une a I'autre ne nécessite aucune rupture de liaison. Le chan-
gement de conformation que vous connaissez bien sont les différentes des cycles des sucres : forme
chaise, forme bateau, forme enveloppe, forme twist. Chacune de ces formes se décline en plusieurs
organisations : chaise en position équatoriale ou en position axiale. Ces conformations ne sont pas
toutes énergétiquement équivalentes. Certaines entrainent des génes stériques plus importantes.
En solution, il y aura donc statistiquement des conformations plus présentes. Par exemple, le glu-
cose en cycle pyrane est a 60 % en conformation chaise (figure [31.
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FIGURE 2.2 - Notion de conformation : les conformations dun cycle pyrane

(http ://perso.numericable.fr/chimorga/Niveauy,1/con for/con f.php — 15juin2018)

Les protéines peuvent aussi adopter plusieurs conformations qui peuvent concerner I'ensemble
de la structure ou juste des modifications au sein d'un domaine. Ces différentes conformations
co-existent et sont statistiquement plus ou moins présentes selon les conditions. Des modifica-
tions covalentes (phosphorylation par exemple) ou des interactions avec des ligands (calcium par
exemple) peuvent entrainer une modification de la forme majoritaire voire la possibilité d’adopter
une nouvelle conformation. Certains repliements sont non fonctionnels (figure [Voet, 2].
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FIGURE 2.3 — Notion de conformation : les conformations lors du repliement d’une protéine [2]

D. Notion de protéine de structure

Les textes opposent protéines de structure et protéines ayant une fonction. Les protéines dites de
structure sont souvent des protéines impliquées dans la cohérence tissulaire ou la forme des cel-
lules. Ce ne sont pas pour autant des protéines figées qui ne portent jamais d’activité enzymatique.
Parmi ces protéines, les protéines du cytosquelette vues en premier semestre sont de bons exemples

[11].



I1. L’activité d’une protéine

Le terme ”activité” est un terme générique qui sert a désigner ce que "fait” la protéine. Néanmoins,
son sens varie selon le type de protéine et il peut se rapporter a des conditions de mesure tres
précises.

A. Les protéines fixant des ligands

Un ligand est un corps chimique ayant une liaison spécifique avec une protéine mais qui
n’est pas transformé au cours de la réaction. Certaines protéines fixent d’autres protéines.
Les mécanismes chimiques sont les mémes mais les méthodes de mesure ne sont pas toujours
réalisables. Les protéines qui fixent les ligands appartiennent a différentes familles de protéines :
les récepteurs, les protéines de transports ou encore les enzymes. Pour certaines protéines la fixa-
tion du ligand constitue leur activité principale (fixation du fer par la transferrine). Pour d’autres
protéines, la fixation du ligand est un processus secondaire souvent impliqué dans des mécanismes
de régulation (les enzymes) [3].

Le site de fixation d’un ligand sur une protéine posséde des caractéristiques chimiques qui lui
permettent d’interagir avec celui-ci (figure [2.4)
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FIGURE 2.4 — Exemple d’un site de fixation

Ces propriétés chimiques sont a I'origine de l'affinité mais aussi de la spécificité du site de fixation.
L’affinité est une mesure de la force d’interaction. La spécificité peut signifier deux choses :

— un site spécifique est un site saturable (cf plus loin)

— cela peut étre une mesure relative : I'affinité du ligand considéré pour ce site est-elle bien
supérieure a celle d’autres ligands structuralement proches.

Cette interaction entre la protéine et son ligand n’est pas figée : en permanence un ligand se fixe
puis se sépare du site de fixation. C’est une interaction dynamique caractérisée par une vitesse
de liaison et une vitesse de dissociation. A I’équilibre de la réaction, le rapport entre ligand lié et
ligand libre dépend de la constante d’équilibre (chapitre 2).

Afin de suivre la fixation, la quantité de ligand lié ou de complexe protéine ligand est mesurée.
Cette mesure peut se faire de différentes facon (figure [2.5) :



— soit dans le temps : cela permet souvent d’accéder aux vitesses de fixation

— soit a I'équilibre : la mesure des concentration en complexe et en ligand/protéine libre a
I’équilibre dans différentes conditions. L’équation ci-dessous correspond a ’équation de fixa-
tion Mickaélienne du substrat.

(ligand — 1ié) ez * ligand — libre
K4+ ligand — libre

Ligand — lié = 2.1

FIGURE 2.5 — Mesure de la fixation soit en fonction du temps (gauche) soit a I’équilibre de la
réaction (droite)

La figure montre I'obtention de types de courbes caractérisées par des constantes thermo-
dynamiques K, ou Kj;. Les courbes hyperboliques montrent une fixation non coopératives du
ligand dites Mickaéliennes (chapitre 2) alors que les courbes sigmoides montrent une fixation
coopératives des ligands dite allostérique (L3).

B. Les enzymes : des catalyseurs biologiques

Un enzyme est un catalyseur biologique c’est-a-dire une molécule synthétisée par les étres
vivants qui, a tres faible concentration, augmente la vitesse de réactions chimiques, sans
en modifier le résultat. A la fin de la réaction, la structure de ’enzyme reste inchangée..
Le propre des enzymes n’est donc pas de ”faire” une réaction chimique qui n’existerait pas mais
d’accélérer une réaction chimique déja possible.

Les enzymes possedent un site spécifiques de fixation du substrat a proximité d’un site dit cataly-
tique qui contient des acides aminés impliqués dans la catalyse. Le tout forme le site actif (figure
[2.6). Comme toute protéine capable de fixer un ligand, le site de fixation du substrat peut étre
caractérisé par son K, soit sa constante de dissociation.
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FIGURE 2.6 — Le site actif de I'enzyme

A l'instar des protéines de fixation, les enzymes ne se contentent pas de fixer le substrat mais elles
accélerent une réaction qui le modifie. C’est cette activité qui est mesurée. Pour caractériser les
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enzymes, une mesure de la vitesse de réaction est donc réalisée pour différentes concentrations
en substrat et en enzyme. Le substrat est le nom donné aux réactifs d’'une réaction catalysée par
un enzyme. L’équation ci-dessous présente '’équation obtenue pour un enzyme Mickaélien (figure

2.7).

Vmam * [S]

S+ Koy (2.2)

Vo =

FIGURE 2.7 — Mesure de la vitesse d’une réaction catalysée par un enzyme

La figure montre les résultats obtenu lorsque la concentration en substrat ou en enzyme est
modifiée. La vitesse de réaction est proportionnelle a la quantité d’enzyme. Par contre, la vitesse
suit une hyperbole ou une sigmoide en fonction de la concentration en substrat et cela dépend
du type d’enzyme. Les courbes hyperboliques montrent une cinétique non coopérative dite Mi-
ckaélienne (chapitre 3) alors que les courbes sigmoides montrent une cinétique coopérative dite
allostérique (L3). Toutes deux sont caractérisées par une vitesse maximale V,,,, et une constante
thermodynamique (K, ou Ky ;).

C. Les protéines de transport

L’activité mesurée va dépendre du type de protéines de transport. Les protéines de transport en mi-
lieu liquide comme la transferrine, 'albumine ou 'hémoglobine dans le sang sont caractérisées par
leur capacité de fixation. Par contre, les protéines de transport transmembranaire sont caractérisées
par la vitesse de passage des molécules transportées a travers la membrane. Cette vitesse est un
flux. La fixation spécifique de la molécule transportée sur son transporteur peut étre également
mesurée. Certaines protéines de transport nécessitent la consommation d’ATP (Transport actif pri-
maire) et dans ce cas l'activité enzymatique peut étre mesurée.

Afin de caractériser un transporteur protéique, la vitesse de transport (ou le flux) est mesuré pour
différentes concentrations en molécules transportées (figure [2.8)). Les équations associées a la me-
sure du flux de transport sont équivalentes dans leur structure aux équations que nous verrons
pour les enzymes.
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