SEPARATIONS DES ACIDES AMINES

Les AA constitutifs des protéines, sont libérés par
hydrolyse.

Un hydrolysat protéigue, obtenu apres ébullition
dans I’acide chlorhydrique (HCI) prolongé (6N)
est un meélange d’AA gu’il importe d’identifier et de doser.

Les méthodes de séeparations les plus utilisées sont:
 Méthodes électrophoreétiques;

 Méthodes chromatographiques

1/ chromatographies de partage;

2 | chromatographies eéchangeuses d’ions



ELECTROPHORESE

L'électrophorese est une technique biochimique de
separation fondée sur le fait que des molécules portant
des charges électriques différentes migrent a des
vitesses différentes lorsqu’'elles sont placées dans un
champ électrique.

I’électrophorese est devenue une technique de routine
dans les laboratoires ou on l'utilise pour séparer
notamment les protéines et les acides nucléiques.

L'électrophorese des protéines peut étre réalisée sur
des supports variés, notamment sur gel de
polyacrylamide ou sur gel d’agarose 11



Deux facteurs vont influencer la migration des proteines:
leur charge et leur taille. Plus la protéine est chargée plus
sa migration sera importante. Au contraire plus la protéine
sera grosse moins sa migration sera importante.

Le sens de migration de |la proteine va dépendre de son pl
(point isoélectrigue). En fonction du pH la protéine sera
chargée positivement ou négativement, elle migrera donc
vers I’anode (chargée +) ou la cathode (chargee -).
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Cuve pour électrophorese clinique




Preparation du gel et dépot des
échantillons

- Les gels supportés préts a I'emploi sont
- constitués d'une mince couche d'agarose
- coulée sur un support plastique de 100 mm
- x75mm permettant leur manipulation
- * aisée.




Essorage de la zone de dép6t Mise en place du masque de depot
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La bande est ensuite retiree et jetée et
on dispose a la méme place un masque
de dépot forme d'une bande de
plastique comportant 10 fentes.

Une fois le gel sorti de son emballage, la zone
de dépOt est essorée avec une bande de papier
filtre pour faciliter la diffusion des
echantillons lors du depot.




Dépot des echantillons  Essorage du liguide en exces

® A

Un volume de 5 pL des echantillons a  Le liquide non absorbé par le gel est
analyser est déposé sur les fentes et  ensuite essoré avec une autre bande
abandonne pendant 5 minutes pour assurer  de papier filtre et le masque de
leur diffusion au niveau de la zone de dépot. dépot est jeté




Gel en place dans la cuve




Phase de migration

* Le gel est alors mis en place dans la cuve et puis
apres fermeture du couvercle et mise en marche de
I'alimentation, la migration des protéines démarre

 La tension appliquée au gel et le temps de
migration dépendent de la nature des échantillons a
analyser.
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Fixation et coloration

« Une fois la migration électrophorétiqgue terminee, le gel
est plongé pendant deux minutes dans le fixateur (acide
alcool), séché puis plongé pendant trois minutes dans le
colorant.

« Une succession de bains dans la solution de déecoloration
permet ensuite d'éliminer la coloration du fond de facon a
faire apparaitre les bandes correspondant aux diverses
protéines separeées.



Décoloration du fond




Le gel est ensuite séché ce qui permet de

le conserver dans de bonnes conditions.
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lecture

 Peut se faire a l'oeil nu (analyse qualitative) ou par
densitométrie (enregistrement de I'absorbance en
fonction de la distance de migration) ; dans ce cas,
I'intégration des pics permet une analyse quantitative

des fractions.



Tracé densitometrique du
protéeinogramme d'un serum humain
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* CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER.
* CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE.
* CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE.



La purification des protéines

La chromatographie est une technique de separation qui utilise un
support qui possede des propriétes physico-chimigues particulieres.

Ce support va retenir les proteines en fonction de criteres variables.
- en fonction de la charge des proteines.
- en fonction de leur affinite pour des molécules (ligands...).

- en fonction de leur taille.



Chromatographie sur colonne:

«—— réservoir
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Chromatographie d’échange d’ions:

La phase stationnaire est composée d’une resine qui peut étre

- chargée positivement (echangeuse d’anions)

- chargée négativement (échangeuse de cations)
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- Les interactions moléecules-colonne vont dependre de la charge des molécules. Ces
Interactions pourront étre modulees par le pH et la force ionigque (concentration en sels) du
milieu.



Exemple d’une purification par échange de cations:
separation de 3 acides aminés Ser, Asp et Lys

- etape 1: la colonne (chargee negativement) est equilibréee avec

une solution faiblement concentrée en sels.

Bille de résine

Les cations de la solution (ici Na+) vont se fixer sur les charges
négatives de la phase stationnaire.



- étape 2: la solution contenant le mélange des molécules a separer est déposée sur la
colonne. NH3+_(|;H_COO_

NH3+—(|:H—COO-

CH,OH

Ce sont les molecules presentes en plus grande concentration qui se fixent a la colonne.

Ici, les groupement charges positivement vont se fixer a la colonne a la place des ions
Na*



- etape 3: On élue (on rince) la colonne avec une solution de NaCl un peu plus
concentreée.

NH+—CH—COO- Ml HERe-
CH,OH ‘

NH3+—(|3H—COO-

COO-

Les ions Na* étant plus nombreux que precédemment ils vont entrer en competition
avec les acides aminés pour se fixer sur la colonne.

IIs vont remplacer tout d’abord les acides aminés les moins positifs.



- etape 4: On augmente la concentration en NaCl de I’éluant.

NH3+—C|:H—COO—

NH,+—CH—COO-
CH,OH

La concentration en Na* étant plus forte, seuls les acides aminés les plus charges vont
rester fixes a la colonne.



étape 5: On augmente encore la concentration en NaCl de I’éluant.

NH,+—CH—COO-

Les ions Na* sont en large exces, ils vont remplacer toutes les molécules
gui étaient encore sur la colonne.



On arinceé la colonne avec en NaCl
1 2 e — 3 — 4

1-2: On dépose le mélange, les molécules les plus chargées se fixent tout de suite alors que
les moins chargées se fixent plus bas.

3-4: On rince la colonne avec une solution de NaCl de concentration croissante. On
décroche successivement les differentes molécules.






Chromatographie d’affinité: On greffe sur la colonne une molécule qui interagit de
facon spécifique avec la protéine que I’on veut purifier.
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1-2: Quand on met le méelange sur la colonne, seule la proteine qui peut interagir
avec le ligand se fixe.

3-4: Pour decrocher la protéine de la colonne, on élue avec une solution contenant
le ligand.
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PEPTIDIQUE

La reaction du groupe a-carboxylique d'un acide aminé avec le groupe
a -aminé d'un autre acide aminé permet a ces deux amino-acides de
s'unir par formation d'une amide secondaire. cette liaison, encadréee
par deux [-CH-],s'appelle liaison peptidigue car elle permet la
formation d'un peptide:

dipeptid
avec p
peptidig

e avec deux amino-acides, tripeptide avec trois, polypeptide
us que quatre. Un acide aminé engagé dans une chaine
ue s'appelle un résidu; il porte le nom de l'acide aminé dont il

derive, additionné du suffixe -yl: réesidus lysyl, tyrosyl, alanyl, etc.



H2N-CH-COOH + H2N-CH-COOH —>  H2N-CH-CO-HN-CH-COOH

| | -H20 | |
CH3 ?Hz CH3 ?HZ
H H
A A
CH3 CH3 CH3 CH3

Alanyl-Leucine.

La liaison peptidique est tres stable (> ester).

L’hydrolyse nécessite des conditions drastiques :
HCI 6N, 120°C, 24h-72h.



La formule d'un peptide s'écrit, en commencant a partir de la gauche, par le résidu
ayant son groupe amine libre.

Le dernier résidu a droite est donc celui dont le groupe carboxylique est libre.

Si la liaison peptidique impliqgue un COOH ou un NH2 situé dans une autre

position (8 COOH, y COOH, € NH,) on parle de |iaison peptidoide.
1) IMPORTANCE BIOMEDICALE

L'interét est considerable surtout en endocrinologie. De hombreux hormones sont des
peptides qui peuvent étre administrées a

des patients pour corriger leur déficit (insuline). Certains peptides agissent au niveau
du systeme nerveux, comme neurotransmetteurs.

Certains antibiotiques sont des peptides comme la valinomycine et la gramicidine A.
D’autres peuvent étre des agents antitumoraux

c'est le cas de la bleomycine. Le dipeptide aspartame sert d'agent édulcorant dans de

nombreuses boissons.
La synthése chimique rapide et la technologie de 'ADN recombinant ont facilité la

synthese de quantités d’hormones peptidiques .




» La séguence est orientée en partant de l'acide
aminé N-terminal vers le C-
terminal  (extremité COOH) qui correspond
au sens de la synthese des protéines.



lIl) PROPRIETES SPATIALES DE LA LIAISON PEPTIDIQUE

La liaison peptidique peut , en fait s’écrire de deux facons (formes
mesomeres)

Les électrons du groupe carbonyle et le doublet électronique libre de |'azote
sont tres proches. Larésonance de ces électrons donne au groupe
peptidique des structures intermédiaires entre deux formes mésomeres.

* Dans des études par des rayons X de peptides cristallisés, PAULING et
COREY ont trouvé que:

La liaison du carbone carbonyle avec |'azote dans la liaison peptidique
(1,32 A)
est plus courte que la liaison simple C-N (1,49 A) mais plus longue
qu'une liaison double C=N classique (1,27 A).



Cela s’explique par le faite que cette liaison peut se trouver sous
deux formes de résonances : 70% sous forme simple et a 30%
sous forme double.

Ce caractere de double liaison entraine une certaine rigidité et
empéche la libre rotation.
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la configuration trans est la plus stable car minimisation de
I’encombrement stérique des résidus.



