1. Dénaturation renaturation des protéines

1.1. Définition

Dénaturation : perte de la structure tridimensionnelle par rupture des liaisons à faible énergie et/ou réductions des ponts dissulfures. Il y a atteinte des structures quaternaire, tertiaire et secondaire, sans hydrolyse des liaisons peptidiques, donc sans atteinte sur la structure primaire.

1.2. Les étapes
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1.3. Les agents dénaturants

1.3.1. Les agents physiques

· La température supérieur à 45°C : rupture des liaisons hydrogène (thermo coagulation de l’albumine du blanc d’œuf)

Remarque : Les micro-organisme thermophiles : leurs protéines sont plus résistantes à la température (elles sont riches en pont dissulfure)

· Les ultrasons (toutes les liaisons sont affectées)

· Les ultraviolets (toutes les liaisons sont affectées)

· Variation brutale du pH ( réaction irréversible

1.3.2. Les agents chimiques

· Les acides et les métaux lourds ( irréversibles (précipitation, coagulation…)

· Les milieux fortement concentrés en sels, à force ionique élevée : ils ont un effet de relargage. Les sels captent les molécules d’eau qui, normalement, participent à la solubilité des protéines. Le manque d’eau force les protéines à exposer leurs AA hydrophobes en surface, permettant ainsi les contacts hydrophobes entre protéines, qui agglutinent et précipitent. On peut utiliser la précipitation sélective pour séparer différentes protéines (voir cour de seconde année). C’est un phénomène réversible, donc très utilisé.

· L’urée : agent chaotropique, qui participe à la rupture des liaisons hydrogènes. (Réversible)

· β mercaptoéthanol : agent réducteur des ponts dissulfures. (Réversible)

· SDS : c’est un détergeant anionique
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1.4. Conséquences

Une protéine dénaturée va perdre :

· ses propriétés biologiques (protéine active uniquement sous une forme tridimensionnelle donnée)

· sa solubilité ( précipitation

Les protéines sont des molécules fragiles, il faut travailler à 4°C (cela évite l’action des protéases), en milieu tamponné, à force ionique moyenne (eau physiologique à 9 pour mille) avec un agent protecteur.

2. Maturation et adressage des protéines

2.1. Repliement des protéines : folding

Objectifs :

· Acquérir une structure particulière reconnue par un ligand

· Enfouir les AA hydrophobes

2.1.1. Définition

C’est le processus par lequel la chaîne polypeptidique linéaire d’une protéine acquiert une structure tridimensionnelle. Ceci va lui permettre de reconnaître spécifiquement un ligand. Des milliers de protéines doivent reconnaître chacune un ligand qui lui est propre, les structures des protéines doivent donc être très diverses et variées.

2.1.2. Mécanisme

Le mécanisme reste encore inconnu. L’objectif de la protéine est la réduction de son entropie (encombrement), pour que celle-ci dépense le moins d’énergie.

La durée du repliement est de l’ordre du millième de seconde. (10^-3 seconde)
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On obtient une structure native unique.

2.1.3. Expérience de ANFINSEN (Nobel 1972)

C’est une expérience de dénaturation renaturation. Il a montré que après la renaturation de la protéine, celle-ci retrouve la même structure tri dimensionnelle initiale. Dans un environnement approprié, toute l’information nécessaire au repliement de la protéine est contenue dans sa séquence primaire.
