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Introduction

Au sein des dizaines de wmiilliers de livres de Biochimie, on continue a
produire de nouveaux livres aussi impressionnants que les précédents !
Devant cet océan de savoir, je contribue avec modestie, avec ce support
de Cours de Biochimie destiné aux étudiants de la deuxieme année sciences
de la nature et de la vie, ainsi qu'aux étudiants de la premiére année

médecine et de la troisitme année pharmacie.

Cours de Biochimie traite [aspect structural des wmolécules
biochimiques, les glucides, les lipides, les x-aminoacides et les protéines, ainsi
que la cinétique des enzymes. Chaque chapitre est enrichi par des figures
explicatives et des tableaux récapitulatifs, et est traité d’'une facon simple

a fin de donner a Pétudiant un outil de révision efficace pour les examens.

Je dédie « Cours de Biochimie » a la mémoire de ma mere que Dieu
le miséricordieux laccueille en son vaste paradis, et qui grace a elle je suis
ce que je suis aujourd’hui.

Je le dédie aussi a tous mes professeurs de Biochimie, qui m’ont initiée

a la biochimie et qui ont étaient mon unique inspiration !

Meriem Zerriouh.
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Chapitre 1 : Les liaisons chimiques

1 Composition chimique du corps humain

Le corps humain est composé d’hydrogéne (63%) d’oxygene (25.5%), de carbone (9.5%)
et d’azote (1.4%), I’ensemble de ces atomes constitue plus que 99% des atomes du corps, le
reste (& peu pres 1%) est représenté par des minéraux comme le calcium (0.31%), le phosphore
(0.22%), le chlore (0.08%), le potassium (0.06%), le soufre (0.05%), le sodium (0.03%) et le
magnésium (0.01%). Il existe aussi des minéraux en trace (< 0,01%), comme le fer, le
sélénium, 1’iode, le molybdéne, le cuivre, le fluor, le zinc, I’étain, le manganése, le silicone, le

cobalt, le vanadium et le chrome.

2 Organisation des atomes en molécules : La liaison covalente

Une molécule correspond a une combinaison d’atomes ¢€lectriquement neutre. Les atomes sont
liés par des liaisons covalentes fortes, qui sont formeées suites a un partage d’électrons. On en
distingue la liaison simple (-C-C-; deux électrons en commun), la liaison double (0=0 ; quatre
électrons en commun) et la liaison triple (ex, N=N ; six électrons en commun).

La liaison covalente entre deux atomes peut étre polaire ou non polaire (Figure 1). Dans la
liaison polaire un atome est plus électronégatif que 1’autre, il attire davantage les électrons, il
s’enrichit et par conséquent affaiblit son partenaire. Le partage d’¢lectrons devient inéquitable,
et les atomes portent des charges électriques partielles notées : & et 5*.

Dans la liaison non polaire les deux atomes ont la méme électronégativité, le partage des

électrons est ainsi équitable.

oo 8

(A) Partage équivalent des électrons (B) Partage inéquitable des électrons,
entre les deux atomes. le chlore est plus électronégatif que
I'hnydrogéne.

Figure 1: Liaison covalente non polaire (A), et polaire (B).

3 Les liaisons non covalentes

Les liaisons covalentes sont des liaisons de faibles énergies qui se forment entre les atomes de
molécules différentes (interactions intermoléculaires) ou les atomes de la méme molécule
(interactions intramoléculaires). Ces liaisons jouent un réle trés important dans la

détermination de la structure tridimensionnelle des molécules, ainsi leur fonction et sont aussi



responsable de I’état physique de la matie¢re (gaz, liquide, solide). On distingue les liaisons

ioniques, les liaisons hydrogeénes, les liaisons de Van Der Waals et les interactions hydrophobes.

3.1 Les liaisons ioniques
Ce sont des forces d’attractions entre deux espeéces chimiques chargées différemment, une
positivement et 1I’autre négativement. La force de la liaison est de 20kj/mole (Figure 2)
- +
Cl Na
- +
—CO0~ HN—

— -
Attraction

Figure 2: Liaisons ioniques.

3.2 Les liaisons hydrogenes

Les liaisons hydrogénes se forment entre un atome électronégatif (accepteur d’hydrogéne), le
plus souvent un O ou N, et un hydrogéne li¢é d’une fagcon covalente a un autre atome
électronégatif (donneur d’hydrogéne), le plus souvent O ou N (Figure 3).

Ce sont des liaisons de faible énergie (12-30kj/mole), mais de grande importance dans les

interactions entre les molécules.

d'H ZC()j
\2d
o H~ >
/ d

d'H

H
d+

Figure 3: Liaison hydrogéne.
(Symbolisée par trois traits).
3.3 Attractions de Van Der Waals (force de dispersion de London)
Les ¢électrons autour d’un atome sont constamment en vibration, ce qui mene a une distribution
inégale des charges électriques. On crée ainsi un dipéle momentané, qui a son tour influence
sur I’atome qui est proche et induit un deuxiéme dipdle. Les deux dipdles ainsi créés s’attirent
I’'un vers 'autre jusqu’a une distance bien précise. Ces forces de faible énergie (0.4-4.0
kj/mole), sont appelées les attractions de Van Der Waals (Figure 4), et se manifestent

a faibles distances entre atomes.



Attraction électrostatique

Electron Fluctuation d_d d_d + d_d
des électrons R ..
Noyau ® e
. . Dipdle Dipdle
Atome Dip6le momentané momentané induit

Répartition symétrique Répartition non symétrique
Force de Van Der Waals

Formation d'un dipéle dispersion de London-

momentané

Figure 4: Attractions de Van Der Waals.

3.4 Interactions hydrophobes
C’est une propriété des groupements hydrophobes de se regrouper ensemble pour s’enfuir du

milieu hydrophile (eau), la force de ces interactions est inférieure a 40kj/mol (Figure 5).

H,O
H,O 2
2 H,O
Téte hydrophile;
s'expose versle —» H.O
milieu aqueue. 2 % M». H,0

Queue hydrophobe;
se regroupe, et se cache —»

‘vvvvww /vvvwvv‘
If H,0
du milieu aqueue. .J_.J"—HJ LHHH_‘ H,0
H,O
? ‘ff LLLLLL& H,0
H,0

Molécule amphiphile
(une téte hydrophile+ une queue
hydrophobe) H,O  HO

Figure 5: Interactions hydrophobes.



Chapitre 2 : Les glucides

1 Définition, classification et role des glucides

1.1 Définition

Les glucides appelés aussi les saccharides ou les sucres, sont les composés organiques les plus
abondants sur la terre, ils sont formés par les organismes photosynthétiques (les plantes vertes,
les algues et certaines bacteries) ; qui grace a la photosynthese, ils peuvent utiliser 1’énergie
lumineuse pour transformer le CO> en glucides, ces derniers sont ainsi utilisés comme des pré-

curseurs a la biosynthése des lipides, des protéines et des acides nucléiques.

1.2 Classification
Les glucides sont classés en trois groupes :
- Monosaccharides : ce sont les sucres les plus simples, composés d’une seule unité, et ne

peuvent pas étre dégradés en molécules plus petites.
- Oligosaccharides : ce sont des sucres formés par 1’union de plusieurs monosaccharides
(entre 2 et 10).

- Polysaccharides : ce sont des sucres formés par I’union de plusieurs monosaccharides, qui

peuvent atteindre des centaines ou des milliers.

1.3 Role

Les glucides sont des molécules de grande importance pour le maintien de la vie, ils jouent ainsi
les réles suivants :

- Les glucides représentent une réserve d’énergie

L’amidon et le glycogéne sont des sucres trouvés dans les plantes et chez les animaux respec-
tivement, et ils constituent une réserve d’énergie incontournable a la vie, en fait la dégradation
de ces molécules fournie du glucose, un monosaccharide qui est oxydé dans la cellule pour

donner de I’énergie sous forme d’adénosine triphosphates (ATP).
- Les glucides jouent un réle structural

- Lacellulose, la chitine, et les osamines sont des sucres qui jouent un role important dans le

maintien de la structure des parois des végétaux, des insectes et des bactéries respectivement.
- Leribose et le désoxyribose sont des éléments structuraux importants des acides nucléiques.

- Les glucides assurent la reconnaissance entres les cellules et entre les cellules et les molé-

cules : Les sucres qui sont liés a des lipides pour former les glycolipides ou a des protéines pour



former les glycoprotéines, jouent un réle dans les interactions moléculaires (communication,

adhésion).

2 Les monosaccharides

2.1 Definition

Un monosaccharide est appelé aussi un ose ou un sucre simple, ¢’est une molécule qui porte
a la fois une fonction carbonyle qui peut étre un aldéhyde ou une cétone, et plusieurs fonctions
hydroxyles (au moins 2), ce sont ainsi des polyhydroxyaldéhydes ou des polyhydroxycétones.
Les monosaccharides les plus simples sont ceux qui ont trois atomes de carbones, ce sont le D

ou L- glycéraldéhyde, et la dihydroxyacétone (Figure 1).

Fonctio CH,OH
aldéhyde | .
F
=t D QY
CH,OH CH,OH
Glycéraldéhyde Dihydroxyacétone

Figure 1: Structures des monosachaarides les plus simples.

2.2 Classification

Les monosaccharides peuvent étre classés selon deux critéres :

- La nature de la fonction carbonyle : Si le monosaccharide porte une fonction aldéhydique,
il est appelé un aldose, et s’il porte une fonction cétonique, il est appelé un cétose.

- Le nombre d’atome de carbone. Si le monosaccharide contient trois atomes de carbone, il
est appelé triose, s’il en contient quatre il est appelé tétrose, cing ; pentose, six ; hexose...

- La combinaison de ces deux critéres nous donne un aldotriose, cétotriose, aldotétrose, cétoté-

trose, et ainsi de suite, la figure 2, donne I’exemple d’un aldohexose et un cétopentose.

CH,OH

HO— | 51 6C = Héxose —% Cétose
H—C—OH e
|4 H C3 OH 5C —» Pentose
H—%—OH H—C;~OH
CH2OH CH,OH
5
Aldohexose Cétopentose

Figure 2: Critéres pour la classifiaction des oses.



Les figures 3 et 4 donnent les principaux D-aldoses et D —cétoses, respectivement.

CHO
HO— L‘|Z —H
HO— (li —H
HO— (II —H

H— (|Z —OH

Ciom

Talose (Tal)

Figure 4 : Structure des principaux D-cétoses.

CHO
|
H—C—0OH
I
CH0H
Glyceraldehyde
CHO CHO
| |
H—C—0OH HO—C—H
I I
H—C—0OH H—C—0OH
I I
CH0H CH:0H
Erythrose Thress
CHO CHO CHO CHO
| | | |
H—C—0OH HO—C—H H—C—0OH HO—C—H
I I I I
H—C—0OH H—C—OH HO—C—H HO—C—H
I I I I
H—C—0OH H—C—0OH H—C—0OH H—C—0OH
| | | |
CHO0H CHOH CHOH CH;OH
Ribosa (Rib) Arabinose (Ara) Xylose (Xyl) Lyxose (Lyx)
CHO CHO CHO CHO CHO CHO CHO
| I I I I I I
H—C—0H HO—C—H H—C—0OH HO—C—H H—C—0OH HO—C—H H—C—OH
| I I I I I I
H—C—O0OH H—C—OH HO—C—H HO—C—H H—C—0OH H—C—0OH HO—C—H
| | | | | | |
H—C—0OH H—C—0OH H—C—0OH H—C—0OH HO—C—H HO—C—H HO—C—H
| I I I I I I
H—C—0OH H—C—0OH H—C—0OH H—C—0OH H—C—0OH H—C—0H H—C—0H
| I I I I I I
CH2DH CH:OH CHOH CH:OH CHzOH CH:OH CH:OH
Alteosa [Alt) Allosa (Al Glucnse (Gle) Marnnose (Mam) Gulnge (Gul) Idese (Tday Galactose (Gal)
Figure 3 : Structure des principaux D-aldoses.
CHz20H K . . . . .
| (D’apres Metzeler, D.E. Biochemistry: The chemical reactions
'|:='3‘ of living cells, 2003).
CHOH
Dihydroxyvacetone (not chizal)
CH;OH
|
cC=0
|
H—C—0OH
I
CH;OH
Erythruloss
CHOH CH;OH
I I
C=0 C=0
| |
H—C—0OH HO—C—H
| |
H—C—0OH C—0OH
| |
CHOH CH;OH
Ribulose Kylulose
CH;OH CH;OH CH;OH CH;O0H
| I | I
cC=0 C=0 C=0 C=0
I I I I
H—C—0OH HO—C—H H—C—0OH HO—C—H
I I I I
H—C—0OH H—C—0OH HO—C—H HO—C—H
| | | |
H—C—0H H—C —0OH H—C—0OH H—C—0H . . .
| | | | (D’ aprés Metzeler, D.E. Biochemistry :
CHOH “H2H CHOH CH:OH  The chemical reactions of living cells, 2003).
Palense Fructose Sorbose Tagatose



2.3 Lastéréo-isomérie

Tous les oses, sauf la dihydroxyacétone, existent sous forme de stéréo-isomeéres. Les stéréo-
isomeres sont des molécules qui ont la méme formule brute, la méme formule développée plane,
mais un arrangement spatial différent (Figure 5). On distingue les énantiomeres et les diastére-
isomeres.

- Les énantiomeres : Ce sont deux molécules image I'une de I'autre dans un miroir, et qui sont
non superposables. Les énantiomeres ont les mémes propriétés physico-chimiques, mais leurs
pouvoirs rotatoires sont différents (égaux en valeur absolue, mais de signes opposes), les
énantiomeres sont appelés aussi des isomeres optiques.

- Les diastéréo-isomeres : Ce sont tous les stéréo-isomeres qui ne sont pas des énantiomeres,
c’est-a-dire qui ne sont pas images dans un miroir.

- Les épimeres : ce sont des diastéréo-isomeres qui ne different que par la configuration de
I’hydroxyle d'un seul carbone asymétrique. Le D-glucose par exemple a deux épimeres le D-

mannose (épimére en C2) et le D-galactose (épimére en C4).

Epi
Y Epi Y
Epi_y Y

* Epi +
H\C§O H\C§O Hicjo H\Cjo
H—C|:—OH HO—C—H HO—C—H H—C|:—OH
H—C—OH HO—C—H H—C—OH HO—C—H

CHoOH CHpOH CHoOH CHoOH
D-Erythrose L-Erythrose D-Thréose L-Thréose

En En

En: Enantiomeres.  Epi: Epiméres.

Figure 5 : Les stéréo-isoméres d’un aldotétrose (CsHgOs).
& Le nombre de stéréo-isoméres d’un monosaccharide composé de n atomes de carbone
asymétriques est égal a 2", un carbone asymétrique est un carbone qui posséde 4 substituants

différents, on I’appelle aussi un centre chiral.



C*= carbone asymétrique *C
(Centre chiral) '

2.4 LesysttmeDetL

L'appartenance a la série D ou L est déterminée dans la structure linéaire de Fischer par la
configuration de I'hydroxyle alcoolique secondaire porté par le carbone asymétrique le plus
éloigné de la fonction carbonyle (la fonction la plus oxydée), c'est-a-dire le carbone
préterminal, dans le cas ou cet OH est situé a droite de la chaine carbonée, la série est dite D,

dans le cas contraire elle est dite L (Figure 6).

& La majorité des monosaccharides naturels appartiennent a la série D, mais il y a des

exceptions ; L- arabinose et L-fucose existent naturellement.

H
"\ o=0 \<|:§O
carbone asymétrique  H—c*—OH
HO—Clt*—H préterminal |
HO—C*—H
H_ *
T2 o
H—o |
CHoOH CH2OH
D- Glucose L-Mannose
(OH a droite) (OH a gauche)

Figure 6 : Détermination de la série D ou L d’un ose.
2.5 Lacyclisation : Le passage de la forme linéaire a la forme cyclique
La cyclisation des oses est une réaction intramoléculaire entre la fonction carbonyle C1 ou C2,
et une fonction alcool, la fonction qui en résulte est un hémiacétal ou hémicétal respectivement.
Deux types de cycles stables sont possibles pour les oses :
- Un furane (cyclisation entre C1 et C4 ou entre C2 et C5) et I'ose est appelé un furanose.
- Un pyrane (cyclisation entre C1 et C5 ou entre C2 et C6) et I'ose est appelé un pyranose.

La cyclisation des oses permet la création d'un nouvel atome de carbone asymetrique (C1 ou
C2) appelé carbone anomerique, le nombre de stéréo-isoméres va donc doubler, on distingue

les anomeres a et f.

& En solution aqueuse, les oses existent en majeure partie sous forme cyclique, la forme

linaire n'est que minoritaire (moins de 1%).



Le passage de la forme linéaire de Ficher a la forme cyclique de Haworth se fait selon les
étapes suivantes (Figures 7 et 8).

- La projection de Haworth est une représentation des cycles furanoses et pyranoses en
perspective.

- Les liaisons du cycle qui sont en avant sont représentées en gras et celles qui sont en
arriere sont en trait fin.

- Le carbone anomérique (1ou2) est représenté par convention a droite.

- Les groupements hydroxyles peuvent se trouver en dessous (ou au-dessus) du plan du
cycle selon leurs positions en projection linéaire de Fischer a droite (ou a gauche) de la
chaine carbonée.

- La position du OH du carbone anomérique détermine si 1'ose est un anomere o ou f,
dans les D-oses le OH du carbone anomérique est en bas du cycle pour donner un anomere

a, et en haut du cycle pour former un anomere . Le contraire est juste dans les L-0ses.

CH,OH
@)
H OH 1
~c=0 HO
H—(|21—OH OH
HO_CZ_H a-D-Glucopyranose
H—(|23—OH
4
=5 oF CH,OH ®
CH2OH @)
Forme ?néaire OH 1
(représentation de HO
Fisher) OH
D-Glucose b-D-Glucopyranose

Forme cyclique (représentation de Haworth)
Figure 7 : La cyclisation du D-glucose en a-D glucopyranose et B-D glucopyranose.
(Formation d'un pont oxydique entre C1 et C5).



CH20ML  cH,0H

H HO 72
CH20H
(’:1:0 6CH20H CH,OH OH H
OH o It D-Fructof
a-D-Fructofuranose
HO (|:3 H . 5 HO )
H—C—OH
|4 4 \\\\
T HO CH,OH
CH20H
. I6 H HO J2
orme lineaire
(représentation de CHZOH
Fisher) OH H
D-Frucose b-D-Fructofuranose

Forme cyclique(représentation de Haworth)
Figure 8 : La cyclisation du D-fructose en a-D fructofuranose et 3-D fructofuranose.
(Formation d'un pont oxydique entre C2 et C5).

2.6 Pouvoir rotatoire des monosaccharides

2.6.1 Définition

Une molécule est dite douée d’un pouvoir rotatoire est une molécule qui peut dévier la lumiere
plane polarisée par un angle a, elle est optiquement active. Si la lumiére est tournée d’un angle
+a dans le sens des aiguilles d’une montre, la molécule est dite dextrogyre (+), et inversement
si la lumiére est tournée d’un angle —o dans le sens inverse des aiguilles d’une montre, la
molécule est dite Iévogyre (-). Pour mesurer I’ongle de rotation a d’une substance, on utilise le
polarimetre (Figure 9).

Déviation de la
lumiére par un

lansee ﬂggle o

Cuve contenant une
molécule optiguement
active

Lumiére

Source de lumtere

Figure 9: Mesure du powvoir rotatoire d'un ose par un polarimétre.

& Le fait qu’une molécule, est dextrogyre (+) ou lévogyre (-), n’a aucune relation avec I’ap-
partenance a la série D ou L. Une molécule de série D, peut-étre (+) ou (-), et la méme chose

pour une molécule de série L.
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2.6.2 Calcul du pouvoir rotatoire : la loi de Biot
La loi de Biot permet de calculer le pouvoir rotatoire spécifique d’une molécule, qui est me-
suré dans des conditions spécifiques : une température de 25°c et une longueur d’onde du rai D

de sodium (A= 589 nm), on notera alors[a]° ¢

° a
25¢ _
[a]D - lC

[a]2° ¢= pouvoir rotatoire spécifique.
o= pouvoir rotatoire observé en degré (mesuré par le polarimetre).
| = chemin optique en dm.

C= concentration de la moléecule (g/ml).

& - Le pouvoir rotatoire d’une solution renfermant plusieurs substances optiquement ac-

tives, est égal a la somme algébrique des pouvoirs rotatoires revenant a chaque substance.

- Les molécules chirales, ¢’est-a-dire qui possedent un ou plusieurs carbones asymétriques
sont optiquement actives, alors les molécules achirales ne le sont pas.

- Les énantiomeéres (molécules optiquement actives) qui sont deux molécules non superpo-
sables et image I’une de I’autre dans un miroir, ont des pouvoirs rotatoires spécifiques iden-

tiques en valeur absolue, mais de signe opposé. Ex : D- glucose + 52,7° et L- glucose -52.7°.

2.6.3 La mutarotation

Les pouvoirs rotatoires spécifique du a- D glucose et B-D glucose sont de +112,2° et 18,7°
respectivement, une fois en solution aqueuse chaque anomere se convertie a 1’autre anomeére en
passant par la structure linéaire, a 1’équilibre en atteint un pouvoir rotatoire spécifique de +
52,7°. Ce phénomene de changement du pouvoir rotatoire spécifique est appelé mutarotation
(Figure 10).

11



C/
CH,0H H——OH CH,OH
H H OH S HO——H _w H ! OOH
HOOH H i ‘ H——OH OoH H
HO H
H OH H OH H OH
CH,OH
a- D-Glucopyranose D-Glucose b- D-Glucopyranose
(36%) << 1% (64%)

~

e > [EEERT < e

Pouvoir rotatoire initial de la : : . Pouvoir rotatoire initial de la
solution icontenant 100% de Pouvoir rotatoire final solution contenant 100% de

a- D-Glucopyranose de la So'”tlon b- D-Glucopyranose
contenant les trois formes
en équilibre.
Figure 10 : La mutarotation du o et - D-glucose.
2.7 Propriétés chimiques des monosaccharides
La présence dans un ose de deux groupements chimiques différents, permet plusieurs réactions

chimiques, cette propriété peut étre utilisée dans le dosage des oses.

2.7.1 Oxydation des monosaccharides

2.7.1.1 Oxydation de la fonction aldéhyde en fonction acide carboxylique

En milieu alcalin (OH"), et a chaud la fonction aldéhyde des monosaccharides, est oxydée par
des ions métalliques (Cu+? ou Ag"), en fonction acide carboxylique, on obtient ainsi un acide
aldonique (Figure 11). L'ose oxydé est appelé, un sucre réducteur.

Ainsi le glucose donne 1’acide gluconique, le galactose 1’acide galactonique, le mannose 1’acide
mannonique ...

Fonction aldéhyde Fonction acide

_ carboxylique
CH,0OH hérE?anc(:e'tltgﬂque H_CiOOH @
ocu®? 2 cut H——OH
HO——H HO——H

H——OH H—l on

H——0OH H—]—OH

CH,0H CH,OH
3;)?&?5;;%’&:;‘036 D-Glu.cosg Acide D-Gluconique
(forme linéaire) (acide aldonique)

Figure 11 : Oxydation du D-glucose en acide D-gluconique.
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& La liqueur de Fehling est une solution de couleur bleu qui contient du sulfate de cuivre
(CuSOQg), ajouté a un sucre réducteur comme le glucose donne un précipité rouge brique
I’oxyde de cuivre (Cu20), la quantification de ce précipité permet de savoir la quantité du

sucre réducteur dans la solution initiale. La réaction d’oxydation est :

R-CHO + 2Cu?* +50H —» R-COO" + Cu,0 + 3H,0

Sucre réducteur Acide aldonique ¥
(fonction aldéhyde libre) Précipité rouge
brique

2.7.1.2 Oxydation de la fonction aldéhyde et la fonction alcool primaire en acide
carboxylique

A chaud et en présence de I'acide nitriqgue (HNO3), un oxydant puissant, deux fonctions du
monosaccharide sont oxydées en fonctions carboxyliques, la fonction aldéhyde et la fonction
alcool primaire, lI'acide obtenu est appelé, un acide aldarique (Figure 12). Ainsi, le glucose

donne I’acide glucarique, le galactose donne I’acide galactarique...
Fonction
aldéhyde \\CHO COO_

H——OH H——OH\
HO——H HNO,

HO——H Fonctions acides

—_—
H——OH H——OH
H—7OH H—]—OH
Fonction alcoq, -
primaire CHo0H Co0

D- Glucose Acide D-Glucarique

Figure 12 : Oxydation du D-glucose en acide D-glucarique.
2.7.1.3 Oxydation de la fonction alcool primaire en fonction acide carboxylique
En présence d’enzyme, la fonction alcool primaire des monosaccharides comme le glucose, le
mannose et le galactose sont oxydées, pour former les acides uroniques comme I’acide
glucuronique (Figure 13), I’acide mannuronique et I’acide galacturonique respectivement. Ces

acides sont des constituants des glycolipides et des glycoprotéines animales.
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Figure 13: Acide D-b-glucuronique.

2.7.2 Réduction de la fonction aldéhyde ou cétone en fonction alcool

Les fonctions aldéhyde et cétone peuvent étre réduits en alcool par hydrogénation catalytique
ou en préesence d'agents chimiques comme 1’amalgame de sodium (NaBHa4). La réduction des
monosaccharides donne des polyalcools (appelés aussi des polyols ou des alditols). La réduc-
tion du D-glucose donne le D-glucitol (Figurel4), la réduction du D-fructose donne deux po-
lyalcools épimeéres en C2 (Figure 15).

Fonction alcool

Fonction aldéhyde primaire

CHO <CHZOE

H——OH H—+—OH
HO——H NaBH4 HO——H

E—

H——OH H——OH

H——OH H—+—OH

CH,0H CH,OH

D- Glucose D-Glucitol

Figure 14 : Réduction de D-glucose (un aldose).

& Le D-Glucitol ( D-Sorbitol) est utilisé comme un édulcorant, dans les chewing-gums
sans sucre.

CH.OH OH . OH
Fonction cétone (@ é—o ¢Fgﬂ(§§|’2 s_> O
HO——H NaBH, HO——H secondaires HO—=—H
H——OH — H——OH + H——OH
H——OH H——OH H——OH
CH,OH CH,OH CH,0OH
D- fructose D-Glucitol D-mannitol
(cétose)

Figure 15 : Réduction du fructose en D-glucitol et le D-mannitol.
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2.7.3 Les monosaccharides aminés
C’est le remplacement du OH, du carbone 2, du monosaccharide, par un NH,, ce groupement
est presque toujours condensé avec 1’acide acétique (Figure 16). Les sucres aminés sont des

constituants importants dans plusieurs macromolécules, comme celles de la paroi bactérienne.

CH,OH CH,OH
H OOH
H
OH H
HO H
H

b-D-Glucosamine

N-acétyl-b-D-Glucosamine
Figure 16 : Exemples de monosaccharides amines.
2.7.4 Les monosaccharides désoxys
La substitution du OH porté par le carbone 6 du L-galactose et L-mannose, par un hydrogene,

nous forme L-fucose et L-rhamnose respéctivement (Figure 17), deux monosaccharides trouvés

dans les polysacchrides des végétaux, et aussi dans les glycoprotéines et les glycolipides.

H H
@) O
H CH3 H OH CH3 OH
H @) H H
HO OH H H
OH H OH OH
b-L-Fucose b-L-Rhamnose

Figure 17 : Exemples de monosaccharides désoxys.

3 Les disaccharides

Les disaccharides (ou les diholosides) sont des molécules formées par deux monosaccharides
(différents ou identiques), liés par une liaison O- glycosidique appelée aussi une liaison
osidique.

Dans un disaccharide, la liaison est formée entre I’atome du carbone anomérique du premier
ose et I’atome d’oxygene d’un alcool ou d’un carbone anomérique du deuxiéme ose, on se
trouve ainsi entre deux situations :

- carbone anomeérique + oxygéne d’un carbone anomérique = Disaccharide non réducteur.

- carbone anomerique + oxygeéne d’un alcool = Disaccharide réducteur.
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& Comment nommer un disaccharide ?
o Commencer par le premier monosaccharide, qui est engagé dans la liaison glycosidique.
o Donner sa configuration o oup.
o Donner son nom, avec la série D ou L.
o Préciser la forme du cycle ¢ pyrano’ ou ‘furano’.
o Indiquer entre parenthése, les numéros des carbones liés par liaison glycosidique, avec
une fléche, ex (1—4).
o Donner le nom du 2° monosaccharide (configuration a oup, la série D ou L et la forme

du cycle).

3.1 Saccharose
Le saccharose (Figure 18), est appelé le sucre de table, il est trouvé dans les fruits et les Iégumes.

C’est un sucre non réducteur, hydrolysé par une saccharase.

CH,OH

CH,OH
/@,CH OH

Figure 18: Saccharose.

(a- D-glucopyranosyl- (1-=2)- b- D-fructofuranoside).

3.2 Maltose
Le maltose (Figure 19), est le produit par hydrolyse partielle de I’amidon par I’enzyme amylase,

c’est un sucre réducteur, hydrolysé par une maltase.

CH,OH CH,OH
H OH OH
OH H 21

Figure 19: Maltose.

(a- D-glucopyranosyl-(1 —4)-a- D glucopyranose).
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3.3 Lactose

Le lactose (Figure 20), est appelé sucre du lait, ¢’est un sucre réducteur, hydrolysé par une
lactase.

CH,OH CH,OH
HO O H OH
H b H a
OH H > 9A4KOH H
H H OH
H OH H OH

Figure 20: Lactose.

(b- D-galactopyranosyl-(1—=4)-a- D glucopyranose).

4 Les polysaccharides
Les polysaccharides sont des polyméres de poids moléculaire moyen jusqu’a élever, composés
par I’enchainement de plusieurs unités de monosaccharides (monomeres). Les polysaccharides

sont différent selon :

- Lanature du monosaccharide
- Lalongueur de la chaine (le nombre d’unités).
- Lanature de la liaison entre les unités

- Le degré de ramification
Il existe deux types de polysaccharides :
- Homo-polysaccharides : Sont des molécules qui contiennent uniquement un seul type de
monosaccharides.

- Hétéro-polysaccharides : Sont des molécules qui contiennent deux ou plusieurs types de

monosaccharides.

4.1 L’amidon
C’est un polysaccharide qui se trouve dans la cellule végétale sous forme de granules
insolubles, il est composé de deux poly-glucoses, amylose ( Figure 21) et amylopectine (Figure

22), dont leur pourcentage varie selon 1’espéce.

4.2 Leglycogéne

Est composé uniquement d’amylopectine, qui est plus ramifiée que celle de I’amidon.
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CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

L P L

OH |jaison a 1-4)

Figure 21: Amylose.

(polymeére de a-D-glucopyranose)
-Chaine linéaire-

CH,OH CH,OH CH,OH
Ramification
CH,OH CH,OH CH,OH
(0]
OH !

HO

Figure 22: Amylopectine

(polymeére du a-D-glucopyranose)
-Chaine ramifiée-

4.3 La cellulose
C’est un polysaccharide de structure, constitué de molécules de D-glucose, liées par des liaisons
B (1—4), (Figure 23).

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH

e e e

Figure 23: Cellulose.
(polymére de b-D-glucopyranose)

4.4 La chitine

C’est un polysaccharide de structure non ramifié formé de 100 % B- N acétyl-glucosamine
(Figure 24).

HN—C—CH, HN—C—CH, HN—C—CH, HN—C—CHj,
o

Figure 24: Chitine.
(polymére du b-D-N-acétylglucoamine)
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Chapitre 3 : Les lipides

1 Définition, rdle et classification des lipides

1.1 Définition

Les lipides constituent un groupe de composés organiques de structures chimiques différentes,
qui se caractérisent par leur solubilité dans les solvants organiques apolaires (ex ; hexane,

le benzene, le chloroforme).

1.2 Role

Les lipides ont un rdle biologique important, qui peut étre résumé en :

- Stockage de 1’énergie : les graisses et les huiles. (1g lipides — 9 Kcal).

- Réle structural dans les membranes biologiques (phospholipides, stérols).
- Vitamines (A, D, E, K).

- Transporteurs d’¢électrons.

- Pigments qui absorbent la lumiére.

- Hormones stéroides.

- Messagers intracellulaires.

1.3 Classification
Il existe plusieurs classification des lipides, nous donnons ici celle qui prends en considération

le réle des lipides autant que molécules de stockage neutres, et de molécules de structure

polaires (Figure 1).

Storage

lipids |Mambrane lipids (pola.r)|
(neutral)
I
Phospholipids |Archaebacterial ether lipids]|
| |
Triacylelycerols| |Glycerophospholipids| | Sphingolipids| | Sphingolpids | [ Galactolpids (sulfolpids)|
' PO
L ¥}
-
S —|Patt}_' acid|
:-g
&
Nlono- or },I _ a .
oligosaccharid§] [ cicaecharide (o= ther linkage)

Figure 1 : Classification des lipides.
(D’aprés Nelson, D.L., and Cox, M.M. Lehninger, Principles of Biochemistry, 2017.)
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2 Les acides gras
2.1 Definition
Un acide gras est une molécule qui est composée d’une chaine hydrocarbonée (4C a 36 C,
pair ou impair) et une fonction carboxylique terminale (Figure 2). La chaine hydrocarbonée
peut étre saturée (aucune double liaison) ; mono- insaturée (une seule double liaison) ou
polyinsaturée (deux doubles liaisons ou plus), on peut également trouver des ramifications
et des groupements hydroxyles dans la chaine de certains acides gras.
G e e S e e S e 5%

CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH
172 152 32 112 g2 72 52 37

Chaine hydrocarbonée Fonction carboxylique

Figure 2: Structure d'un acide gras.
(Saturé, a 18 atomes de carbone.)

En général les acides gras les plus rencontrés dans la nature, partagent les caractéristiques
suivantes :

e Un nombre d’atomes de carbones pair entre 12 et 24.

« Une chaine hydrocarbonée linéaire qui peut étre saturée ou insaturée, dans ce dernier cas

les doubles liaisons sont non conjuguées et presque toujours de configuration cis.
& La majorité des acides gras se trouvent a I’état combiné (non libre).

2.2 Nomenclature des acides gras

Un acide gras porte un nom commun et un nom systématique, pour l'identifier nous devons

tenir compte des points suivants :

o Lalongueur de la chaine hydrocarbonée c'est-a-dire le nombre d'atomes de carbone cons-
titutifs, ces carbones sont numérotés en chiffre arabes a partir de la fonction carboxylique.

e Le nombre de doubles liaisons, leurs positions (numéro du carbone avant la double liai-

son) et leurs configurations (cis ou trans).

Exemple 1 : L'acide arachidonique (Figure 3).

1¢" notation : C20 :4 (A% 2 1%14) : acide gras avec une chaine de 20 atomes de carbone, avec 4
doubles liaisons en position 5, 8,11 et 14.

2¢ notation : 20 :4n-6 : acide gras avec une chaine de 20 atomes de carbone, avec 4 doubles
liaisons (4n), 6 c’est la position du carbone de la derniére double liaison comptée a partir du
dernier groupe méthyle (carbone 20). Dans ce cas-1a I’acide gras est appelé oméga 6, noté w-6.

Nom systématique : L'acide cis-, cis-, cis-, Cis-5, 8, 11,14~ eicosatetraénoique.
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Role : chez I'nomme 1’acide arachidonique est un dérivé de 1’acide linoléique qui est un acide
gras essentiel. L'acide arachidonique est le précurseur des eicosanoides, hormones impliquées

dans la reproduction, I'inflammation et la régulation de la pression artérielle.
Exemple 2 : L'acide oléique (Figure 4).
/\/\/\/\/9\/\/v\/ gooH
HsC = .
18

Figure 4: Acide oléique.
1°" notation : C18 :1(A°) 2¢ notation : 18 :1n-9.
Nom systématique : L’acide cis-9-octadécénoique
Role : C'est un acide gras majoritaire dans I'huile d'olive, il représente 84% de tous les acides

gras présents dans I'huile d'olive.

\:}-V P 6\ 1 \ 5 COOH
/\/\/\/\N\/\/v\/
HaC” - e C
Figure 3: Acide arachidonique C20:4 (D>8114)

C20 est le nombre d'atome de carbone,4 le nombre des doubles
liaisons,5,8,11,14 sont les positions des doubles liaisons.

& Pour I’homme il existe deux acides gras dits essentiels, le corps ne peut pas faire leur

synthése, ces acides gras doivent étre apportés par 1’alimentation, ce sont I'acide linoléique

[C18 :2(A%*?) ;Oméga-6] et I'acide a-linolénique [C18:3(A%*21%) ;Oméga-3].
Les tableaux 1 et 2, regroupent les principaux acides gras, les plus rencontrés.

Tableau 1 : Acides gras saturés communs.

Nom commun Structure Notation (C : D) Point((z:eo;usion
Acide laurique CH3(—CH3)10-COOH 12:0 44
Acide myristique CH3(—CH3)1.-COOH 14:0 54
Acide palmitique CH3(—CH2)1s.—COOH 16:0 63
Acide stéarique CH3(—CHz2)16-COOH 18:0 69
Acide arachidique CH3(—CH2)1s-COOH 20:0 77
Acide béhénique CH3(—CH2)20-COOH 22:0 81
Acide lignocérique | CH3z(—CH2)2>—-COOH 24:0 84

C : Nombre d’atome de carbone ; D : Nombre de double liaison.
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Tableau 2 : Acides gras insaturés communs.

: Point
Nom commun Structure AX N((é:ta_lth)n de fusion
' (C°)
Acide CH3(—CH2)s—CH=CH o _
palmitoléique (—~CH2)7—COOH cis-A 16:1 1
) .. CH3(-CH2)7—CH=CH )
cide oléique (_CHs)7-COOH cis 8 3
Acide CH3(-CHz)3(-CHz- o _
linoléique CH=CH)(~CHz)7-COOH tout-cis-A 18:2 5
Acide a- CHs3(-CH2-CH=CH)s tout-cis- 183 11
linolénique (—CH2)7—~COOH A91215 :
Acide CHa(—CHz)s(—CHz— tout-cis- 204 45
arachidonique | CH=CH)4(-CH2)3-COOH 581114 -
A i -
: cide CHs(-CH2-CH=CH)s(- tout-cis- _
eicosapenta- CH2)s-COOH AS81L14.17 20:5 -54
énoique

A* : position de la double liaison dans la chaine hydrocarbonée, C : nombre d’atome de carbone ;
D : Nombre de double liaison.

2.3 Solubilité des acides gras
Les acides gras sont tres peu solubles dans 1’eau, et cette solubilité diminue avec I’augmentation
du nombre des atomes de carbones. Par contre les acides gras sont solubles dans les solvants

organiques.

2.4 Le point de fusion des acides gras

Le point de fusion des acides gras dépend fortement de deux facteurs structuraux la longueur
de la chaine hydrocarbonée et le nombre de doubles liaisons ainsi :

- Les acides gras linéaires saturés de C12 :0 a C24 :0, ont des températures de fusion supérieures

a celles des acides gras insaturés de la méme longueur.

- Pour les acides gras saturés, le point de fusion augmente avec la longueur de la chaine

hydrocarbonée.

- Pour les acides gras insaturés, le point de fusion diminue avec I'augmentation du nombre des

doubles liaisons.

La figure 5, explique réle des doubles liaisons cis des acides gras dans la diminution de leur

point de fusion.
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B
A (B)

Figure 5 : Arrangement des acide gras insaturés(A) et saturés (B).
(A) Dans un mélange d'acides gras insaturés, la double liaison cis forme un nceud dans la chaine
hydrocarbonée, ce qui défavorise les liaisons entre les chaines, disperse la matiére et favorise I'état
liquide dont le point de fusion sera bas.

(B) Un mélange d'acides gras saturés, les chaines saturées sont bien liées et forment un corps solide dont

le point de fusion sera éleve.

3 Lestriglycérides

3.1 Définition et nomenclature

Les triglycérides (appelés aussi les triacylglycérols) sont des esters de glycérol et de trois
acides gras (Figure 6), ce sont des lipides de réserve d’énergie (les huiles et les graisses), leur
caractere hydrophobe leur permet de se regrouper sous forme de gouttelettes lipidiques dans le

cytoplasme des cellules.

/\/\/\/\/\/\/\/CH3
1(a) Il
0 /\/\/\/\/\/V\/CH3
HC———O—ﬁ—CHz
2
)
Hzg_o_ﬁ_CH;\/\/\/\/\/\/\/CH3
@) o

Figure 6: Triglycéride.
Les carbones notés 1,2 et 3
ou a,b,a' appartiennent au glycérol.
- Si un triglycéride porte 3 acides gras identiques, il est appelé un triglycéride homogene.
Exemples : Tristéarine est un triglycéride homogéne qui porte 3 acides stéariques (C16 :0),
de méme la tripalmitine porte 3 acides palmitiques (C18:0), et la trioléine 3 acides oléiques
(C18:1).
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- Si un triglycéride porte 2 ou 3 acides gras différents, il est appelé un triglycéride hétérogeéne,
pour sa nomenclature, nous devons tenir compte de la nature de I’acide gras et de sa position
de fixation sur le glycérol (1,2, 3 ou a, B, o’).

- Les monoglycérides (monoacylglycérols) et les diglycérides (les diacylglycérols), sont des

esters de glycérol et d’un acide gras et deux acides gras respectivement.

3.2 Les triglycérides peuvent étre solides ou liquides

A la température ambiante (25°c), les triglycérides peuvent former un corps solide (graisses
animales) ou liquide (les huiles végétales), et ceci dépend des points de fusion de leurs acides
gras constitutifs, qui dépendent de la longueur de la chaine hydrocarbonée, la présence ou

non des doubles liaisons et leurs configurations.

3.3 Lasaponification les triglycérides = hydrolyse basique
Les triacylglycérols traités a chaud par des bases (KOH, NaOH), forment des sels appelés des
savons, selon la réaction suivante :

O
I
HZC_O'%_Rl cleZOH R COO'Na’
I
H<|:—o—c:—R2 + 3NaOH —>  CH,OH 4 RZ—COO'Na+
@] (ou 3 KOH)
CH,OH _ Nat
H2C_O—E—R3 2 R3 COO Na
Triglycéride Glycérol savon

- L’indice de saponification : c’est la quantité de potasse exprimée en milligramme,
nécessaire pour saponifier un gramme de corps gras (acide gras ou glycéride). Indice de

saponification est une mesure indirecte de la masse molaire d’un corps gras.

3.4 Addition de I’iode sur les doubles liaisons

- Indice d’iode : Les acides gras insaturés, peuvent fixés des molécules d’iode, c’est une
réaction d’addition de I’iode sur les doubles liaisons, ainsi on peut définir, I’indice d’iode,
comme étant la quantité d’iode exprimée en gramme qui peut étre fixée sur 100g d’un corps

gras. L’indice d’iode est une mesure du degré d’instauration, une double liaison fixe 1 molécule
d’iode (I2).

& A noter que I’indice d’iode et I’indice de saponification sont nécessaires pour déterminer
la structure d’un glycéride.
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4 Les cires biologiques

Ce sont des esters formés par ’association d’acide gras a longue chaine (C14 a C36, saturé ou

insaturé), et d’alcool a longue chaine (C16 a C30), (Figure 7).

O]
[
14 28

Acide palmitique Triacontanol
(acide gras) (alcool)

Figure 7: Principal composant
de la cire des abeilles.

5 Les lipides membranaires

Les membranes biologiques sont composées, d’une double couche lipidique (bicouche) (Figure
8), qui joue le role d’une barriére (transport sélectif). Ces lipides sont dits amphipathiques, car
ils ont une téte hydrophile (polaire), et une queue hydrophobe (apolaire).

Téte hydrophile—
Queue hydrophobe{ % %

Figure 8 : Bicouche lipidique.
5.1 Les glycérophospholipides (les phosphoglycérides)
C’est une famille de lipides qui est composé du glycérol (trialcool), qui est lié & deux acides

gras, et un phosphate. Le phosphate peut a son tour étre lié a un autre groupement polaire (la
choline, la sérine, I'éthanolamine...), (Figure 9).

liaison ester
(@]

1 un acide gras saturé
Hz(l:—O—C\/\/\/\/\/W\CHg (ex acide palmitique).

liaison ester

un acide gras insaturé
\/\/\/\/V\/\/V\

CH3(ex,acide oléique).

le glycérol
I
T
o
l
(@)

O
liaison “ phosphodiester
H2C33—O—P—O—X
OH ) o
Figure 9 : Les glycérophospholipides.
Deux acides gras sont liés aux carbones 1 et 2 du glycérol par des liaisons

esters. Le groupement polaire X est lié¢ au carbone 3 par une liaison
phosphodiester.

Le tableau 3 donne quelques exemples de glycérophospholipides selon la structure de X.

25



Tableau 3 : Exemples de quelques glycérophospholipides.

X Nom Charge a pH=7
-H (hydrogéne) Acide phosphatidique -1
-CH2-CH2-NH3* (I'éthanolamine) Phosphatidyléthanolamine 0
-CH2-CH2-N"(CHj3)s (la choline) Phosphatidylcholine 0
-CH,-(CH) (COO") (NHs*) (la séring) | Pnosphatidylserine. -1

- Les glycérophospholipides éther
Ce sont des glycérophospholipides, dans lesquelles la liaison ester du C1 est remplacée par une
liaison éther. On connait deux représentants ; les plasmalogénes, qui constituent la moitié des
phospholipides dans le ceeur, on les trouve aussi chez les bactéries halophiles. (Figure 10) et les

PAF (platelets activating factor), un messager chimique (Figure 11).

liaison éther
HZ?_O_CHQ(:,{,\/\/\/\/W\CHs
O
Hg_o”g\/\/\/\/\/\/W\CHs
O
H2C33—O—|F1—O-X X = choline, sérine ou éthanolamine
o
Figure 10: Plasmalogénes.
liaison éther
HZ(E_O/\/\/\/\/\/W\CHS
O

O

“ +/CH3
H2(3:—O I|3 O CH2—CH2—N—\——CH3

O

CHj

Figure 11: PAF.
(platelets activating factor)
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5.2 Les sphingolipides
Les sphingolipides est une classe de lipides membranaires contenant de la sphingosine, un

aminoalcool a 18 atomes de carbone lié a un acide gras pour former un céramide (Figure 12).

Acide gras

Figure 12: Un céramide
(X=H)

Selon la structure de X, on distingue deux familles dans les sphingolipides, les sphingomyélines
et les glycosphingolipides,

5.2.1 Les sphingomyélines
Ce sont des molécules formées par I’estérification du groupement hydroxyle du C1 d’un
céramide par une phosphocholine ou une phosphoéthanolamine (Figure 13).
Les sphingomyélines jouent un réle important dans le systéme nerveux.

o) CHj

I !

|

X = —P—0—CH,~CH,~N—CHs

|
O  phosphocholine CHg

O]
Il +

O phosphoéthanolamine
Figure 13: Les sphingomyélines.

5.2.2 Les glycosphingolipides
Ce sont des molécules formées par 1’addition d’un ou plusieurs sucres liés au groupement

hydroxyle du C1 d’un céramide, la liaison glycosidique formée est de type . Dans cette classe
on distingue :

- Les cérébrosides : une céramide + un monosaccharide ( D-glucose ou D-galactose),
(Figure 14.A)

- Lessulfatides : une céramide+ D-galacose estérifié par un sulfate en position 3.
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- Lesgangliosides : une céramide+ trois ou plusieurs monosaccharides dont un est un acide

sialique (ex ; N-acétylneuraminique), (Figure 14.B).

CH,OH CH,OH b
/\/
OH ° o
CH,OH o oH
0] s b
(HO.H)C oH OH OH
D-galactose D-glucose

OH H3;C—CO—NH
D-glucose ou D-galactose

(A) (B)

N-acétylneuraminidate
('un acide sialique)

Figure 14: Glycosphingolipides
(A)cérébrosides et (B) gangluoside.

5.3 Les stérols
Les stérols sont des lipides membranes formés d’un noyau stéroides (quatre cycles fusionnés

A, B, C, D). Le cholestérol (Figure 15), est le majeur stérol dans les tissus animaux, et ¢’est le
précurseur des hormones stéroides, comme les androgenes, les cestrogénes et les

glucocorticoides, et aussi le précurseur des acides biliaires.

%
H(|:~CH3

CH,
| Chaine latérale
| 2
CH,

CHj

NGO
3

Téte hydrophile . Noyau stéroide

Figure 15: Cholestérol
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5.4 Les galactolipides
Ce sont des lipides membranaires de la cellule végétale, leur structure est représentée par, un

ou deux résidus de galactose reliés par une liaison glycosidique, au C-3 d’un 1,2 diacylglycérol
(Figure 16).

0]
_O_LI/\/\/\/\/\/\V\/\/\CH3
jAMM\NW\
CH,OH — O CHs
HO 00—
OH
OH Figure 16: Monogalactosyldiacylglycérol.
D-galactose (MGDG)

5.5 Les lipides des archaebacteries

Les archaebactéries, dont la plupart d’entre elles vivent dans un milieu avec des conditions
extrémes de températures (1’eau bouillante), de pH bas et de force ionique élevée, posseédent
des lipides membranaires caractérisees par des chaines hydrocarbonées longues (32 carbones)

et ramifiées, liées a chaque extrémité au glyceérol, par des liaisons éther (Figure 17).

CHs CHy  HsC CHa Hoﬂ
o 0
CHs CHg CHs CHy HaC CHs ¢Hs Hs o
© CH3 H3C CH3 CH3
OH

Figure 17: Dibiphytanyldiglycérol tétraéther.
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Chapitre 4 : Les a- aminoacides

1 Définition

Un a-aminoacide ou a-acide aminé, est une molécule qui possede un groupement carboxylique
(-COOH), un groupement amine (-NH2) et une chaine latérale (appelée aussi un radical R).
Il existe 20 a-aminoacides qui constituent les blocs de constructions de toutes les protéines
existantes dans la nature. Ces aminoacides sont dits a, parce que c'est au carbone a de 1’acide

carboxylique que se trouve lier le groupement amine (Figure 1).

Radical R
(variable)

®
-
H

Groupement amine

Groupement acide
carboxylique

Figure 1: Structure générale des a-aminoacides.

2 Classification des a- aminoacides

Il existe plusieurs approches pour classer les 20 a- aminoacides, nous citons les deux suivantes.

2.1 Classification selon la nature chimique de la chaine latérale
Selon la nature chimique de la chaine latérale (le radical R), on distingue 8 familles

a- aminoacides (Tableau 1).

Tableau 1 : Classification des a-aminoacides selon la nature de la chaine latérale.

La famille Chaine R constituée de : Aminoacides
— - - -
Hydrocarbonée CetH Glycine*, Alanine, \_/alme, Leucine,
Isoleucine.
Hydroxylée -OH Serine, Thréonine
Soufrée -S- Cystéine, Méthionine
Carboxylique -COOH Acide glutamique, Acide aspartique
Amide —CONHg Glutamine, Asparagine
Basique -NH- Lysine, Arginine, Histidine
Aromatique . Phénylalanine, Tyrosine, Tryptophane
Proline
Hétérocyclique HN o )
(a-iminoacide)

*La glycine classée parmi les a-aminoacides hydrocarbonées, ne porte qu'un hydrogéne.
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2.2 Classification selon la polarité de la chaine latérale

On distingue 5 classes.
A- Les a- aminoacides non polaires : Ce sont la glycine, I’alanine, la valine, la leucine, 1’isoleucine,
la méthionine, la proline. La chaine latérale de tous ces aminoacides contient uniquement du carbone

et d’hydrogene, ce sont des aminoacides hydrophobes. La glycine contient uniquement un atome

d’hydrogene (Figure2).

clzoo' ?oo' COO COO

+

Glycine anine Valine
Leucine
COO COO COO
+
H—C—NHj H—C—NH;

Proline

Figure 2 : Les a- Aminoacides non polaires.
Isoleucine Methionine

B- Les a-aminoacides polaires non charges : Ce sont la sérine, la thréonine, la cystéine, 1’aspara-
gine et la glutamine. La chaine latérale de ces aminoacides est formée par des groupements polaires,

qui peuvent former des liaisons hydrogenes avec I’eau (Figure 3).

COO COO COO COO

| . et
H—C—NHj —C—NHj H—C—NHj H—C—NHz

Serine

Thréonine Cystéine

Asparagine
Figure 3 : Les a- aminoacides polaires non chargés. Glutamine
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C- Les a-aminoacides polaires chargés négativement : Ce sont I’acide Aspartique et I’acide Glu-
tamique. Ces deux aminoacides contiennent un groupement acide carboxylique dans leurs chaines
latérales, qui a pH 7 s’ionise, est devient chargé négativement. Cette charge négative est trés impor-

tante pour les protéines, et peuvent 1’utiliser pour fixer des métaux (Figure 4).

COO' COO'

HCNH3 HCNH3

Aspartate
Glutamate

Figure 4 : Les a- aminoacides polaires chargés négativement.

D-Les a-aminoacides polaires chargés positivement : Ce sont la lysine, 1’arginine, et I’histidine.
Ces aminoacides contiennent un groupement chargé positivement a pH 7, la lysine un groupement
amine, I’arginine un groupement guanidino, et I’histidine un groupement imidazole, cette charge po-
sitive joue un réle important dans les interactions électrostatiques (Figure 5).

COO COO COO

| . | .\

|
H—C—NH; H—C—NH3 H—C—NHg

Histidine

Lysine

Arginine

Figure 5 : Les a- aminoacides polaires chargés positivement.
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E- Les a-aminoacides aromatiques : Ce sont la phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane.

La phénylalanine : contient un groupement aromatique hydrophobe, elle peut étre classé parmi les
aminoacides non polaire. La tyrosine et le tryptophane, contiennent des groupements polaires, un -
OH pour la tyrosine et un —NH pour le tryptophane, qui peuvent former des liaisons hydrogenes avec
I’eau (Figure 6).

Les acides aminés aromatiques absorbent dans 1’ultraviolet a 280 nm.
COO COO COO

H—C—NH; H—C—NH;3 H— C—NH

Phenylalanine

Tyrosine

Tryptophane

Figure 6 : Les a- aminoacides aromatiques.

3 Les a- aminoacides forment des couples énantiomeres

Tous les 20 a-aminoacides, sauf la glycine, possédent un atome de carbone asymétrique (un
carbone lié a quatre groupements chimiques différents), de ce fait chaque a-aminoacide, existe
sous deux arrangements spatiaux différents images I'un de l'autre dans un miroir, ils forment
ainsi un couple d'énantioméres D et L (Figure 7). Toute molécule chirale, est optiqguement

active, et peut dévier le plan d’une lumicre polarisée.

& A noter que tous les aminoacides constitutifs des protéines, sont de la série L.
Des D- aminoacides sont trés rares, on les trouve dans quelques courts peptides comme ceux

de la paroi cellulaire des bactéries.
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C|ZOOH HOOC
‘—C:Z*—H H—C|Z—NH2 H2N—C:3—H
H

H,C H
D- Alanine L- Alanine Glycine Glycine
D-Alanine et la L- alanine sont La glycine et son image sont
deux acides aminés imageS dans un miroir, Superposab|esy la g|ycine na pas
ils forment un couple d'énantioméres. de pouvoir rotatoire.

Figure 7 : Structure de la D et de la L-alanine, et de la glycine.
4 lonisation des a- aminoacides
4.1 Charge globale des aminoacides
En solution aqueuse, les a-aminoacides sont des molécules électriquement chargées, le groupe
a-COOH joue le role d’un acide, et céde un proton H' et devient a-COO™ (forme déproto-
née chargée négativement), le groupe a-NH: joue le role d’une base, et capte un proton
et devient a-NH3" (forme protonée chargée positivement). L'aminoacide se trouve ainsi sous

forme d'un dip0le, ou zwitterion (Figure 8).

C|ZOOH P
H—(l?—NHz — H—C—‘
! |

Figure 8 : Un zwiterion

Dans certains a-aminoacides, la chaine latérale R peut aussi étre chargée, positivement ou né-

gativement.

& La charge globale de I’aminoacide est la somme des charges électriques des groupements

a-COO", o -NHz3" et de la chaine latérale, et elle dépend du pH du milieu.

4.2 Courbe de titration des a-aminoacides
Tous les a -aminoacides possedent deux groupements ionisables (o —NH3* et a —COOH),
certains d'entre eux possedent en plus un troisieme groupement ionisable situé dans leurs

chaines latérales. Ces groupements, caractérisés par des pKa (pH de demi-dissociation), sont
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ionisés en fonction du pH du milieu, et sont ainsi responsables de la charge globale de l'a-

aminoacide.

La titration d’un aminoacide par une base forte ou un acide fort, nous permet de tracer sa

courbe de titration, et de tirer les informations suivantes :

Détermination quantitative des pKs de chaque groupement ionisable de I’aminoacide.
Détermination des régions a pouvoir tampon, le pH dans cette région peut-étre calculer

en utilisant I’équation de Henderson et Hasselbalch :

[Base conjuguée]

pH = pKa + log facide]

Détermination de la charge globale nette de I’aminoacide, en fonction du pH du milieu.

Exemple 1 : Courbe de titrage de la glycine (Figure 9).

NH;

| Py
C H2 —— —
11..1- OOH

13
— Glycine

pH - pl = 5.97 : 9

1 1.5 )

OH ™ (equivalents)

Figure 9 : La courbe de titration de la glycine.
((D’apres Nelson, D.L., and Cox, M.M. Lehninger, Principles of Biochemistry, 2017.)

1- pH bas : Protonation de tous les groupements ionisables. La glycine a une charge globale

nette de +1.

2-pH =pKi1=2.34 : Demi-dissociation du groupement a-COOH. La glycine a une charge
globale de +1/2.
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3-pH=pHi Fin de la dissociation du groupement a-COOH et debut de la dissociation du
groupementa-NH3*. La glycine a une charge globale nette nulle.
4-pH=pK: : Demi-dissociation du groupement a.-NHs". La glycine a une charge globale de
-1/2.
5-pH élevé : Fin de la dissociation du groupement a-NHs*. La glycine a une charge globale
nette de -1.

On peut faire la méme chose, avec les 20 a-aminoacides, et on prend en considération tous les

groupements ionisables de I’aminoacide, voir les exemples suivants (Figure 10).

" J |. COOH 0= C0- Cii0-
= \“J'—' L s Gy i I-'.;.."-{MJH A L i HN—lH
i, CHy H H | i L,
tn, B iy, B n, P H EH‘ H ' Ty Hr g
Lo 0 A | =R =N g —
GO0H COoH Lon- Lon- i H oK I }H ok, ! }’.J-L Pk e
=i _— 3 = [ —
H H H H H H
- o | Histidine ph: = A
9.17
)
1 B i i
phr = i
1
- b 1 -
pH : |
i i
] 1
1 1
| i 2
i i
L) -'. i I
F ] i 4
: ! !
i 1 i
: ; ; i i
0 1.0 20 8.0 g EfLi . a0
OH" lequivalents) OH~ {equivalents)
(A) (B)

Figurel0 : Courbes de titration de du glutamate (A) et de I’histidine (B).
((D’apres Nelson, D.L., and Cox, M.M. Lehninger, Principles of Biochemistry, 2017.)

Dans le tableau 2, sont regroupés les 20 a- aminoacides ainsi que leurs propriétés.
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(D’apres Nelson, D.L., and Cox, M.M. Lehninger, Principles of Biochemistry, 2017.)

Tableau 2 : Propriétés des a-aminoacides.

Valeurs des pKa
J— Abréviation Mas.se ke Ko oKn ol
/Symbole molaire
(-COOH) (-NH3*) | (groupe R)

Glycine Gly G 75 2.34 9.60 - 5.97
Alanine Ala A 89 2.34 9.69 - 6.01
Proline Pro P 115 1.99 10.96 - 6.48
Valine Val \Y 117 2.32 9.62 - 5.97
Leucine Leu L 131 2.36 9.60 - 5.98
Isoleucine lle | 131 2.36 9.68 - 6.02
Méthionine Met M 149 2.28 9.21 - 5.74
Phénylalanine | Phe F 165 1.83 9.13 - 5.48
Tyrosine Tyr Y 181 2.20 9.11 10.07 5.66
Tryptophane Trp W 204 2.38 9.39 - 5.89
Serine Ser S 105 2.21 9.15 - 5.68
Thréonine Thr T 119 2.11 9.62 - 5.87
Cystéine Cys C 121 1.96 10.28 8.18 5.07
Asparagine Asn N 132 2.02 8.80 - 5.41
Glutamine Gln Q 146 2.17 9.13 - 5.65
Lysine Lys K 146 2.18 8.95 10.53 9.74
Histidine His H 155 1.82 9.17 6 7.59
Arginine Arg R 174 217 9.04 12.48 10.76
Aspartate Asp D 133 1.88 9.60 3.65 2.77
Glutamate Glu E 147 2.19 9.67 4.25 3.22

pl : pH isoélectrique (pHi)
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Chapitre 5 : Les protéines

1 Définition et role des protéines

1.1 Définition

Les protéines sont des macromolécules biologiques, formées par I’union d’a-aminoacides,
qui se lient les uns avec les autres par des liaisons covalentes, appelées liaisons peptidiques.
Dans la nature il existe un nombre tres important de protéines qui sont différentes selon la taille,

la structure et la fonction.

1.2 Fonction biologique

Les protéines interviennent presque dans tous les processus biologiques, elles jouent le role de :
- Catalyseurs biochimiques : Les enzymes sont des protéines qui catalysent les réactions
biochimiques.

- Transporteurs : L’hémoglobine transporte les molécules de dioxygene et de dioxyde de
carbone ; la sérumalbumine transportent les acide gras.

- Régulateur : Les facteurs de transcription, sont des protéines régulatrices de I’expression
génique.

- Communication : Les hormones peptidiques et les récepteurs.

- Protection : Les immunoglobulines.

- Structure : Le collagéne des os et la kératine des cheveux sont deux protéines qui jouent le

réle de structure et de rigidite.

2 Formation de la liaison peptique

Les a-aminoacides peuvent se lier les uns avec les autres par des liaisons covalentes, appelées
des liaisons peptidiques ou liaisons amides substituées (Figure 1). Selon le nombre des acides
aminés liés, on peut distinguer :

Les oligopeptides : qui sont formés par 1’union de deux a quelques a-aminoacides, comme les
dipeptides (2 a-aminoacides), les tripeptides (3 a- aminoacides), les tetrapeptides (4 a- aminoa-
cides) les pentapetides (5 a- aminoacides).

Les polypeptides : qui sont formés par 1’union de plusieurs a-aminoacides, et ont un poids
moléculaire inférieur & 10 000.

Les protéines : qui sont formées par I’union de plusieurs a-aminoacides, avec un poids molé-

culaires supérieur a 10 000.

38



Ry

R,
+ l l -
@ @
H

H
Aminoacide 1 A Aminoacide 2
Réaction d'hydrolyse Réaction de condensation

H,O

\/

Rl RZ
+ | l -
HsN—C Cc—coo

H H

Liaison peptidique

Figure 1: Formation et hydrolyse de la liaison
peptidique

3 Les propriétés électriques des peptides

Comme les a-aminoacides libres, un peptide peut étre chargé, et posséde un pH isoélectrique
(pHi), dans lequel, la charge électrique globale du peptide est nulle, et ainsi il ne peut pas migrer
dans un champ électrique.

La charge globale d’un peptide est la somme des charges de tous les groupements ionisables

libres des a-aminoacides (Figure 2). L’ionisation de ces groupements dépend du pH du milieu.

On peut utiliser cette propriété pour séparer les peptides selon leur charge électrique.

o ) 0 o)
‘CHCNH’CHZCNHCHCNHCHCNHCH‘
C‘:Hz c‘:H2 CH,
L. N
€ o b
CH,

Figure 2: Glutamylglycyllysylcysteinyltyrosine
Charge globale de ce pentapeptide a pH=7,est nulle.
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4 Niveau d’organisation des protéines
Une protéine native s’organise en une structure bien déterminée (une structure
tridimensionnelle stable et fonctionnelle), il en existe 4 niveaux d’organisations :

-Structure primaire -Structure secondaire -Structure tertiaire -Structure quaternaire (Figure 3).

Primary

}
‘/\/“\ﬁ‘

oY
o _ \ ol
B e N Secondary
Tertiary
e
—~
Quaternary

Figure 3 : Structure d’une protéine avec les 4 niveaux

(primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire).
(D’apres Kessel, A., and Ben-Tal,N. Introduction to proteins, structure and motion, 2011).

4.1 Structure primaire
C’est la séquence des résidus a-aminoacides qui constituent la protéine, il existe ainsi pour

chaque protéine un nombre et un enchainement en a-aminoacides bien déterminé.

4.1.1 Propriété de la liaison peptidique

En réalité la liaison peptidique, n’est pas une simple liaison, mais elle a un caractére partiel de
double liaison, ceci est expliqué par 1’existence d’un phénomene de résonance, qui est une
répartition partielle de deux paires d’électrons, entre I’atome d’oxygene et ’atome d’azote

comme il est montré dans la figure 4.

L'oxygene porte une charge’/négative partielle
et 'azote porte une charge positive partielle.

Figure 4: Le caractére partiel de double liaison.
La rotation du carbone et de I'azote autour de la liaison est
bloquée, ainsi ils se trouvent dans le méme plan avec les atomes
reliées,Ca, H, O et Ca (I'encadré rouge ).
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La chaine peptidique existe ainsi sous forme d’une succession de plans, qui peuvent tourner les

uns autour des autres.

4.2 Structure secondaire

C’est un arrangement de la chaine polypeptidique, stabilisé par des liaisons hydrogeénes. Deux
structures stables sont les plus rencontrées dans les protéines I’hélice o et le feuillet .
Le coude B, existe aussi, c’est une structure secondaire nécessaire pour le changement de la

direction.

42.1 Helice a

C’est un enroulement de la chaine polypeptidique, en forme d’une hélice, cette structure est
stabilisée par des liaisons hydrogénes qui se forment entre le —CO de la liaison peptidique de
I’acide aminé i et le —NH de la liaison peptidique de I’acide aminé i+4 (Figure 6). Un tour d’une
hélice est composé de 3,6 résidus d’aminoacides, et il est appelé un pas, sa longueur est de 5.4A
(0,54nm) (Figure 7).

Dans une hélice les chaines latérales de chaque résidu aminoacide sont exposees vers l'extérieur.

R o | [ri-s 0 |[Ris d
VH ||H Il WA Il 'y 3 Il
: A N, C C. M B o I =i N
N ﬁ o N C o M ﬁ otk
] £ ! F ! Y
; H H
H ) | H ‘ b Ret ; 0|jR.s ™

Figure 6 : Formation de liaison hydrogene entre les oo
acides aminés i et i+4

(D aprés Tymoczko, J.L., et al.,Biochemistry (A short course),2015.) ——
) 54-nm pitch
(3.6 residues)

Figure 7 : Hélice a

(D’aprés Murray, R.K., et al., Harper’s
Illustrated Biochemistry ,2003.)
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4.2.2 Feuillet plissé g

C’est un arrangement de la chaine polypeptidique en structure en zig-zag, il est stabilisé par la
formation de liaisons hydrogéenes entre deux brins peptidiques, les atomes qui participent dans
les liaisons hydrogénes sont ceux des liaisons peptiques. Les chaines latérales de chaque résidu

se place alternativement de part et d'autre du plan du feuillet (Figure 8).

- p“""' P
oFt L e
.fa':’ J"rr .

5’“'5#‘*” e 1
Q :’:.iﬁﬁ?‘l«

Figure 8 : Feuillet Plissé f.
(D’apres Kessel, A., and Ben-Tal, N. Introduction to proteins, structure and motion, 2011.)

4.2.3 Coude p

Le changement de la direction de la chaine polypeptidique est possible grace a des coudes ou

des boucles. Le coude f est trés rencontré (Figure 9), il est composé de 4 résidus d’acides

aminés, dont la glycine et la proline sont trés souvent rencontres.

S D 1D
. R
J‘) - Iy - G
G ...;_I = . = |
& g

Figure 9 : Le coude 3
(D’apreés Tymoczko, J.L., et al., Biochemistry (4 short course),2015.)

4.3 Structure tertiaire

C’est I’enroulement de la chaine polypeptidique en une forme tridimensionnelle plus compacte ;
cette structure est stabilisée par des liaisons entre les chaines latérales des résidus aminoacides,
comme les liaisons ioniques, liaisons hydrogenes, les interactions hydrophobes, et les liaisons
de Van Der Waals (Figure 9).
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Figure 9 : Structure tertiaire de la myoglobine du cachalot.
(D’aprés Nelson, D.L., and Cox, M.M. Lehninger, Principles of Biochemistry, 2017.)

4.4 Structure quaternaire
Plusieurs protéines sont formées par deux ou plusieurs chaines polypeptidiques (appelées sous

unités), qui s’associent pour donner une structure quaternaire a la protéine (Figure 10).

Figure 10 : Structure quaternaire de I’hémoglobine
(D’apres Nelson, D.L., and Cox,M.M. Lehninger, Principles of Biochemistry, 2017.)

5 La classification des protéines

5.1 Les proteines simples et conjuguées (classification selon la composition)

Les protéines simples (homoprotéines), sont composées uniquement par 1’enchainement d' a-
acides aminés, alors que les protéines conjuguées (hétéroprotéines), contiennent un groupe-
ment chimique non protéique appelé un groupement prosthétique qui est nécessaire a leur
fonction biologique. Les protéines conjuguées peuvent étre classées en fonction de la nature du

groupement prosthétique (Tableaul).

Tableaul : Exemples de protéines conjuguées.

La proteine (la classe) Groupement prosthétique
Myoglobine (Hémoprotéine) Héme
Immunoglobulines (Glycoprotéines) Sucre
Caséine du lait (Phosphoprotéines) Phosphate
Calmoduline (Métalloprotéines) Calcium
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5.2 Les protéines uniques et multiples (classification selon le nombre de chaines)

Les protéines peuvent étre formées d’une seule chaine ou plusieurs chaines polypeptidiques ;
chaque chaine est désignée par une lettre grecque et un indice montrant le nombre de chaines
existantes (Tableau2).

Tableau 2 : Exemples de protéines avec le nombre de chaines constitutives.

- Organisation | Nombre de résidus par
protéines - N
des chaines chaine
Sérum albumine humaine o1 550
Insuline (bovine) of 21(a) /30(B)
Hémoglobine humaine a2f2 141(a) / 146(B)
Chymotrypsine (pancréas bovine) afy 13a/ 1328/ 97y

5.3 Les proteines fibreuses et globulaires (classification selon la structure ter-
tiaire)

Les protéines fibreuses sont formées de chaines polypeptidiques organisées en structures

secondaires uniques, soit des hélices ou des feuillets B pour former de longs filaments unis. Ces

protéines sont insolubles dans ’eau et donnent aux tissus la rigidit¢ et/ou la flexibilité.

Exemples : La kératine (peau, cheveux, laine), le collagéne (tissus connectifs, tendons,

cartilage), la myosine (muscle), la fibroine de soie...

Les protéines globulaires sont formées de chaines polypeptidiques enroulées en structures
sphériques compactes, d'une fagon a exposer leurs groupements polaires a I'extérieur et a cacher
leurs groupements apolaires a l'intérieur, ce sont des molécules solubles dans 1’eau.
Exemples : la myoglobine (muscle), 1’hémoglobine (sang), les cytochromes (chaine

respiratoire). ..

6 La dénaturation des protéines

La dénaturation d’une protéine est la perturbation de la structure tridimensionnelle de la pro-
téine ce qui mene a la perte de sa fonction (la structure primaire n’est pas touchée).

Les agents dénaturants : La température (peut provoquer la rupture des liaisons hydrogenes),
la variation du pH (perturbation des interactions ioniques), des solvants organiques (alcools,

acétone), urée...

La dénaturation est dans la plus part des cas réversible, I’enlévement de 1’agent dénaturant per-
met le retour a la structure initiale. Quand la dénaturation est irréversible, la protéine ne peut

pas constituer sa structure tertiaire (exemple, la cuisson d’un blanc d’ceuf).
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7 Etude de la structure primaire d’une protéine (séquencage d’une
proteine)
Pour étudier les protéines il faut les obtenir a 1’état le plus pur possible, il existe ainsi plusieurs
méthodes qui ont été développées pour les purifier, principalement 1’¢lectrophorese et la chro-
matographie.
Une fois la protéine purifiée, il est essentiel de connaitre sa composition en acides amines,
et aussi leur ordre exact dans la chaine peptidique, c’est a-dire sa séquence ; il en existe deux
méthodes :
- Séquencage de la protéine elle-méme ;
- Séquengage de I’ADN du géne qui code la protéine.

Nous allons détailler la premiere méthode ; séquencage de la protéine elle-méme.

7.1 Détermination du nombre des chaines polypeptidiques (sous unites)

La détermination du nombre des chaines polypeptidiques constitutives de la protéine, consiste
a la détermination du nombre des résidus terminaux, puisque chaque chaine posséde un seul
résidu N-terminal et un seul résidu C-terminal. Par exemple si on trouve qu’une protéine pos-
seéde deux résidu N-terminal, c’est-a-dire qu’elle est composée de deux chaines polypepti-

diques.

7.1.1 Identification du résidu N-terminal par la méthode de Sanger

Dans la méthode de Sanger, le 1-fluoro-2,4 — dinitrobenzene (FDNB) est utilisé, ce réactif peut
former une liaison chimique uniquement avec le résidu N-terminal, qui aprés hydrolyse des
liaisons peptidiques, est libéré sous forme d’un dérivé du dinitrophényl, facile a identifier

(Figure 11).

& Le chlorure de dansyl, réagit aussi avec le résidu N-terminal, pour donner un dérivé fluo-

rescent de 1’acide aminé N-terminal, facile & identifier.
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.
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2-4 dinitrophényl dérivé
de l'acide aminé N-terminal

de l'acide aminé.

Figure 11 : Identification de I’acide aminé N-terminal par la méthode de Sanger.

7.1.2 Identification du résidu N-terminal par la méthode d’Edman

Cette méthode utilise le phénylisothiocyanate, qui réagit avec I’acide aminé N-terminal de la

chaine peptidique, mais a I’inverse de la méthode de Sanger qui identifiée uniquement un seul

acide aminé, la méthode d’Edman peut identifier les aminoacides un apres un, a partir de 1’ex-

trémité N-terminal, on 1’appelle une méthode séquentielle (Figure 12).

Résidu Résidu
N-terminal C-terminal
. * +’ 1 23
Peptide $—O00000- 000000+ = 563600 00000
Phénylisothiocyanate Hydrolyse dela
liaison peptidique
(‘_\ - @\-:;S ;
8 23 4
Isothiocyanate de phénvl OO0 ----- 000000
1 il ¢
x - @7\: b Identification de lacide aminé 1 F
: &I Phénylisothiocyanate
Dérivé phénylthiohydantoine(PTH) "
34
OO000-~ 000000
£
Hyvdrolyse de la
I liaison peptidique
Q2 34
‘ 100707005 OO0 oo™
I
Identification de I'acide aminé 2 :

Figure 12 : Identification de I’acide aminé N-terminal par la méthode d’Edman.
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7.1.3 ldentification du résidu C-terminal

On peut identifier I’aminoacide C-terminal par une méthode enzymatique, qui utilise les car-
boxypeptidases (des exopeptidases) qui sont des enzymes qui agissent specifiqguement avec
I’acide aminé C-terminal. La méthode chimique peut étre utilisée, et consiste au traitement du
peptide par hydrazine a 100°c, ce qui transforme tous les aminoacides, en hydrazides, sauf le
résidu C-terminal, qui reste intact et libre, et donc facile a isoler et identifier.

7.2 Rupture des ponts disulfures (inter- et intramoléculaires)

Généralement, on utilise le 2-mercaptoéthanol (HSCH2CH2OH), qui coupe les ponts -S-S-, se-
lon la réaction suivante :

0

Il H
c M i
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A H
Ha C . M.
g &
H ! H
Cysieinn Oxidation 2
—_—— + Z2HT + 2@
Reduction g
H
5 o
H [
H fCHz ¥
'\.t M C
NTC S
R g
Cysteine Cystine

Figure 12 : Réaction d’oxydation de deux cystéines et formation d’un pont disulfure.
(D’aprés Tymoczko, J.L., et al.,Biochemistry (A short course),2015.)

7.3 Détermination de la composition en a-aminoacides des chaines peptidiques
Pour identifier la composition en a-aminoacides d’une chaine peptidique, il faut couper toutes
les liaisons peptidiques, et libérer les aminoacides, qui seront par la suite identifier par méthodes
chromatographiques, le résultat est donné sous forme de formule brute. (ex Peptide : Ala 3,
Arg2, Asp 2, Val 5).

I1 existe deux méthodes pour 1I’hydrolyse des liaisons peptidiques :

o L’hydrolyse acide : elle se fait en milieu acide (HCI 6N a 105°), pendant 24h, dans des
tubes scellés sous vide ou sous azote, la concentration de I’échantillon doit étre faible
(0.5 a 1%). L’inconvénient de I’hydrolyse acide, est la transformation de la glutamine
(GIn) en acide glutamique (Glu), et de 1’asparagine (Asn) en acide aspartique (Asp), et
la destruction du tryptophane (Trp).
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« L’hydrolyse basique : elle se fait en milieu basique (NaOH 6M a 100°c), pendant 4-
8h, elle change beaucoup d’aminoacides, mais ne détruit pas le tryptophane (Trp), elle
peut dons étre utilisée pour vérifier la présence ou non du tryptophane en parallele avec

1I’hydrolyse acide.

7.4 Détermination de la séquence par des coupures différentes de la chaine pep-
tidique

Un peptide complet peut étre coupé en différents sites, selon I’enzyme utilisé, on obtient un

ensemble de peptides plus courts, qu’il faut les reconstituer a fin de trouver la sequence exact

du peptide initial. Les enzymes utilises sont les enzymes protéolytiques, les peptidases, comme

la trypsine, la chymotrypsine et la pepsine. La figure 13, montre le site d’action de chaque

enzyme, selon les roles suivants :

La trypsine hydrolyse les liaisons peptidiques dont lesquelles, la lysine (Lys) et I’arginine (Arg)
sont engagées par leurs groupements carboxyliques.

La chymotrypsine hydrolyse les liaisons peptidiques dont lesquelles, la phénylalanine (Phe),
le tryptophane (Trp), et la tyrosine (Tyr), sont engageées par leurs groupements carboxyliques.
La pepsine hydrolyse les liaisons peptidiques dont lesquelles, la phénylalanine (Phe), le trypto-

phane (Trp), et la tyrosine (Tyr), sont engagees par leurs groupements amines.

& Le bromure de cyanogéne (CNBr), est un réactif qui hydrolyse spécifiqguement les liai-
sons peptidiques apres, le résidu méthionine.
Site de coupure

sous l"action
de I'enzyme

Trypsine ; Lys Arg 4—Liaison peptidique

_I_
T el
Pepsine : —I— Phe +Trp _I_

Figure 13 : Sites d’action des enzymes protéolytiques.
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Chapitre 6 : Les enzymes

1 Propriéetés des enzymes

1.1 Définition

Les enzymes sont des catalyseurs, qui accélerent les vitesses des réactions biochimiques qui
sont trés lentes en leur absence.

Tous les enzymes sont des protéines, a I’exception de quelques ARN appelés des ribozymes

qui catalysent des réactions de synthése et de rupture de liaisons phosphodiester.

1.2 Structure des enzymes

Les enzymes sont des protéines hautement spécialisées, qui peuvent étre formées de 100%
d’a- aminoacides, ou bien nécessitent en plus de la partie protéique, un cofacteur indispensable
a leur fonction, ces derniers enzymes sont appelés holoenzymes, et la partie protéique
apoprotéine ou apoenzyme.

Un cofacteur, peut étre un ion inorganiqgue comme le magnésium, ou un groupement
organique, qu’on appelle un coenzyme. Un coenzyme, peut étre une vitamine ou un dérivé
d’une vitamine.

Dans le cas ou le coenzyme est li¢ étroitement a 1’enzyme, on 1’appelle un groupement

/\

prosthétique.

APOPROTEINE

@(UF&C TEUR

PROTEINE o
(100% d'a aminoacides) HOLOENZYMES.

1.3 Les principales caractéristiques des enzymes
1.3.1 Diminution de I’énergie d’activation
Les enzymes accélérent les vitesses des réactions biochimiques, en diminuant 1’énergie libre

d’activation de Gibbs notée AG* (Figure 1). Cette énergie est nécessaire pour faire passer le
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substrat S a un état de transition X*, qui a une énergie libre plus grande que celle du substrat ou
du produit. (S »X!—P).

Transition state, ¥

A Fyirr = -
AGH {uncatalyzed)

- Sy
- AGY {catalyzed
e ‘|T_ ‘cat Iy |

Substréte

AG
tar the
reaction

Free enemgy —

Reaction praogress —

Figure 1 : Les enzymes diminuent I’énergie d’activation.
(D apres Tymoczko, J.L., et al.,Biochemistry (A short course),2015.)

1.3.2 Spécificité

Les enzymes sont caractérisés par un site actif, qui est une cavité qui fournit un environnement
spécifique, dans lequel la transformation du substrat en produit peut avoir lieu. Le site actif est
composé d’un site de fixation, et un site catalytique. La fixation du substrat S sur ’enzyme se
fait par des liaisons faibles, et induit un changement dans la conformation de 1’enzyme ce qui

active le site catalytique (Figure 2).

Substrate

a
<
i ES complex

Enzyme

Figure 2 : Modéle de I’adaptation induite pour I’interaction enzyme-substrat.
(D’apres Tymoczko, J.L., et al.,Biochemistry (A short course),2015.)

Les enzymes agissent avec spécificité, qui est double ; a la fois liée au substrat, une enzyme
donnée ne peut se lier qu’a un seul substrat, et a la réaction catalysée, chaque enzyme ne peut
catalyser qu’un seul type de réaction. Certains enzymes ont une spécificité de substrat plus
large, et peuvent reconnaitre un ensemble de substrats, comme par exemple 1’hexokinase, qui

catalyse la phosphorylation des hexoses, comme le D-glucose, le D-fructose et le D-mannose.
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1.3.3 Régulation
Les enzymes sont des molécules dont I’activité peut étre régulée en fonction des besoins cellu-
laires, pour cela il existe deux moyens :
- La régulation directe : fixation d’un activateur ou d’un inhibiteur sur 1’enzyme,
ou modification covalente de I’enzyme.

- Larégulation indirecte : contrble de la synthese des enzymes (contréle de genes).

& En plus de ces trois principaux caractéristiques des enzymes, il faut aussi mentionner que
les enzymes agissent en milieu aqueux a des faibles doses, a une température et pH optimums,

ils ne modifient pas I’équilibre de la réaction, et se trouvent intact en fin de réaction.

1.4 Classification des enzymes

Pour éliminer toute confusion dans la nomenclature des enzymes, 1’'union internationale
de biochimie (UIB) a mis une classification, dans laguelle chague enzyme est classe selon le
type de réaction qu’il catalyse, on distingue ainsi 6 classes d’enzymes numérotées de 1 a 6
(Tableau 1). Dans chaque classe se trouve des sous-classes, des sous-sous-classes, et le numéro
d’ordre. Une enzyme est ainsi connue par 4 chiffres (E.C.X1.X2.X3.X4.), (E.C.,pour Enzyme

Commission).
Tableau 1 : Les six classes principales d’enzymes.

Classe Réaction catalysée
1. Les oxydoreductases Oxydation-réduction
2. Les transférases Transfert de groupement fonctionnel
3. Les hydrolases Hydrolyse des liaisons
4. Les lyases La rupture de liaison C-C, C-O, C-N.

(sans utilisation d’eau)
5. Les isomérases Réarrangements intramoléculaires
6. Les ligases (synthétases) Formation de liaisons entre deux molécules. C-O, C-S, C-N, C-
C. (avec utilisation d’ATP).

- L’exemple suivant est celui de la glucokinase, une enzyme qui est notée E.C.2.7.1.2.
La glucokinase catalyse la réaction de la phosphorylation du D-glucose en D-glucose-6-

phosphate, selon la réaction suivante :

Glucokinase
ATP + D-glucose — ADP + D-glucose-6-phosphate.
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E.C.2.7.1.2. signifie :

e T

Enzyme

. Classe 2 Sous-classe 7  Sous-sous-classe 1 Numéro d'ordre 2
Commission

| | l

Transfert de groupement ATP:D-glucose-6-

Transférase phosphoryl phosphotransférase

L'accepteur est OH

2 La cinétique enzymatique

2.1 Vitesse d’une réaction

La vitesse d’une réaction, est définie comme la quantité de produit formé ou de substrat
transformé en fonction du temps.

Soit la réaction suivante ;

S—P
La vitesse de cette réaction est calculée par les équations suivantes :
_ —d[S] _d[P] _
V="ur ~ar KB

Avec V : Vitesse de la réaction, [S] : Concentration en substrat, [P] : Concentration en produit,
t: Temps, k : Constante de vitesse.

& Le temps de la réaction est treés court, proche de zéro, la réaction inverse P—S est ainsi

négligeable.

2.2 Model de Michaelis-Menten

Dans le modéle de Michaelis —Menten , on a proposé que I’enzyme E et son substrat S, forment
un complexe enzyme-substrat (ES), par une réaction réversible. Le complexe ES, se dissocie
en suite en produit P et en enzyme libre E, qui peut encore s’associé a un autre substrat,

et entamer une autre catalyse.

La réaction suivante montre 1’association ES et formation de P.

K
E+S =—= ES—2=E+ P

K,
K1, Kz, Kssont les constantes de vitesses.

A partir de ce modele, la vitesse de formation de ES (=Ki [E][S]) est égale a sa vitesse de
dissociation (=(K2 +K3)[ES]), on est dans un état stationnaire, et on peut écrire 1’équation
d’égalité suivante :
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Ki [EJ[S]= (Ko +K2) [ES] , avec ES = 1010 (1)

k1
Le rapport 222 est constant, et appelé la constante de Michaelis (Kwm).
E][S
L’équation (1), devient: ES = []J 1)

D’autre part, la concentration de I’enzyme libre [E], est égale a sa concentration total [E{] moins

la concentration de 1’enzyme associé [ES], on écrit ainsi [E] = [E{]-[ES] (2)

[E¢][S]

On remplagant (2) dans (1), on obtient [ES] = -

3)
On multiplie 1I’équation (3) par la constante de vitesse K3, elle devient :

k [ET][S
k;[ES] = Ii 4
On sait que K3[ES] est la vitesse initiale de la reactlon (Vi) et Kz [E¢] est la vitesse maximale

(Vmax). Ainsi la réaction (4), devient ;

. Vmax [S]
Vi=—+--—
Ky +[S]
C’est I’équation de Michaelis -Menten, qui est représentée dans le graphe suivant (Figure 3) :
Vinas ==
/’ff#
e

Reaction velocity, W, —

Vensa/2 |- —— 22
I
I
I

/|

Substrate concentration, [S] —

Figure 3 : La relation entre la vitesse initiale et la concentration de substrat.
(D’aprés Tymoczko, J.L., et al., Biochemistry (4 short course),2015.)

Quand la vitesse de la réaction enzymatique est égale a la moitié de la vitesse maximale,
la concentration en substrat est égale a Kwm.

Vmax
2

Km peut étre une mesure de 1’affinité de I’enzyme pour son substrat, I’enzyme qui a une affinité

vi = - [S] = Ky

plus grande pour son substrat, a un Km plus petit.

2.3 Courbe de Lineweaver- Burk
Pour une détermination plus précise des valeurs Km et Vmax, une transformation algébrique de

I’équation de Michaelis- Menten est possible, on obtient I’équation suivante :
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1 Km 1 1

- + —
Vi Vmax [S] Vmax

On obtient le graphe en double réciproque suivant (Figure 4).

1/Vy| Slope =-'\-~.-x"lr’mu

Intercept = -1/ Ky /

|
\ ,,«’/\“““-- Intercept = 1/ Vi

o
Figure 4 : Graphe double réciproque ou de lineweaver-Burk.
(D apres Tymoczko, J.L., et al.,Biochemistry (4 short course),2015.)

1/15]

2.4 Activité enzymatique

En biologie, on a intérét a connaitre la quantité d’enzyme présente dans le milieu, par
exemple dans un sérum, mais il n’est pas courant de mesurer directement la quantité de
protéines, ¢’est plutdt sa fonction biologique qui est généralement mesurée, on parle ainsi

d’activité enzymatique.

L’activité enzymatique est une grandeur proportionnelle a la concentration de 1’enzyme

dans des conditions bien déterminées, (température et pH).

L’unité enzymatique est la quantité d’enzyme qui catalyse la transformation de certaine
quantité de substrat (ou la formation de certaine quantité de produit) par unité de temps.

Deux types d’unités sont actuellement utilisés :

— Unité internationale (UI) : une unité internationale représente la quantité¢ d’enzyme qui
catalyse la transformation d’une micromole de substrat (ou la formation d’une micromole

de produit) par minute, dans des conditions bien définies et si possible optimales.

— Katal (Kat) : un katal représente la quantité d’enzyme qui catalyse la transformation
d’une mole de substrat (ou la formation d’une mole de produit) par seconde, dans des
conditions bien définies et si possible optimales. La conversion d’une unité a une autre est
comme suit : 1UI =1 umol. mint=16,67. 10 kat= 16,67 nkat.

L’activité enzymatique peut étre ramenée :

A T’unité de volume de la réaction enzymatique, elle est appelée la concentration d’activité
catalytique (UI/L).
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A la masse d’enzyme, elle est appelée activité spécifique (UI/Kg).
Au nombre de mole d’enzyme, elle est appelée activité catalytique molaire (Ul/mol).

Pour mesurer ’activité enzymatique, c’est la vitesse maximale qui est utilisée.

2.5

Inhibition enzymatique

Un inhibiteur est une molécule qui peut inhiber ou arréter une réaction enzymatique.

2.5.1 Inhibiteurs réversibles

Il existe trois types d’inhibition réversibles :

Inhibition compétitive : le substrat et I’inhibiteur rentrent en compétition pour le méme

site de fixation sur I’enzyme, selon le modele et la cinétique décrits dans la figure 5.

+ Competitive

_// inhibitar

i

E+8 = ES E+P y /
1 & < No inhibitor
— present

= Q a’f”’
EI ? -UW i
e’ ° /18]
(B)

(A)
(D’apres Nelson, D.L., and Cox, M .M. Lehninger,
Principles of Biochemistry, 2017.)

Figure 5 : Inhibition compétitive en modele représentatif (A)
et en graphe double réciproque (B).
Inhibition uncompétitive : I’inhibiteur ne peut se fixer que sur le complexe ES, on

/v

(D’apreés Tymoczko, J.L., et al., Biochemistry
(A short course),2015.)

obtient ainsi le modéle et la cinétique décrits dans la figure 6.

= Uncompetitive
g ~E+P i-.1|‘ﬁhit|:-r

& s| A No inhibitor
AH I — s — .z" !:lrES-El'It
E Wy S

=
t

1 5]

]v

— 4 =

A

=1 -'IIK;'TF.__/' B /E-"Il'"lnex
¥4

P 1/[5]

=1/ Ky

(B)

(D’apres Tymoczko, J.L., et al., Biochemistry
(A short course),2015.)

ar

I

(A)
(D’apreés Nelson,D.L., and Cox,M.M. Lehninger,
Principles of Biochemistry, 2017.)

Figure 6 : Inhibition uncompétitive en modele représentatif (A),
et en graphe double réciproque (B).

55



Inhibition non compétitive : L’inhibiteur se lie a I’enzyme a un site autre que le site du substrat,

on obtient le modéle et la cinétique décrits dans la figure 7.

E+8 = ES E+F
L _ .+ Moncompetitive
#I '.l @ ,:;_/ inhibitor
| . —— 7 g

- L@@ |
El +§ s=—= ESI /\n.\nmhib-.mr

@ “l “ '\T5 4 //" present

& /’/
C}U T X "\ o 78]
- '-..".":'.'-
(A) (B)

(D’apres Nelson, D.L., and Cox,M.M. Lehninger,
Principles of Biochemistry, 2017.)

(D apres Tymoczko, J.L., et al.,Biochemistry
(A short course),2015.)

Figure 7 : Inhibition non compétitive en modele représentatif (A),
et en graphe double réciproque (B).

Le tableau 2 regroupe les paramétres cinétiques des différents types d’inhibitions enzymatiques.

Tableau 2 : Les paramétres cinétiques des différents types d’inhibitions
enzymatiques

Type Equation de Michaelis- Ku, apparent Vmax
dinhibition Menten M 8PP apparent
_ Vmax[S]
Aucune = m Kwm Vmax
v Vmax|[S] 1]
Compétitive - I 1+-)K Vmax
P (1 + Rk + 15 (g

Un- v Vmax[S} K—I\E'I] Vmax[
compétitive Km + (1 + [—%) [S] T, 1+ 1[<_]1

Non V= \imax[S] K Vmaxl
compgtitive (1+ ) (K + [5]) 1+

S :substrat, I : inhibiteur, Ky : constante de Michaelis, K : constante de dissociation enzyme-inhibiteur,
K] : constante de dissociation enzyme substrat- inhibiteur.

2.5.2 Inhibiteurs irréversibles

L’inhibiteur irréversible se fixe d’une facon covalent a un groupement fonctionnel essentiel

a l’activité de I’enzyme, il peut aussi former des liaisons non covalentes trés stables.
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2.6 Les enzymes allostériques
Le model de Michaelis-Menten, ne peut pas étre utilisé pour certains enzymes, que si on trace

le graphe vitesse de la réaction en fonction de la concentration en substrat, on obtient plus une
hyperbole équilatére, mais une courbe sigmoide (Figure 8). Ces enzymes sont appelés des
enzymes allostériques, ils possédent plusieurs sous unités, et dans chacune il y a un site actif

et un site allostérique qui peut fixer un effecteur (un activateur ou un inhibiteur).

La forme de la courbe sigmoide caractéristique des enzymes allostériques, est expliquée par un

phénomene de coopérativité, la fixation d’un substrat sur une unité favorise la fixation des

autres substrats.

-~ Allosteric enzyme
7

|

Reaction velocity, I, —

L i

Substrate concentration, [S] —

Figure 8 : Cinétique d’une enzyme allostérique.
(D apres Tymoczko, J.L., et al., Biochemistry (A short course),2015.)
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