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Les Protéines



• Les protéines sont des macromolécules
• Polymères d’acides aminés
• Importance fonctionnelle

• Enzymes
• Récepteurs 
• Régulateurs
• Rôle structural
• Moteurs

• Acteurs du vivant

Les protéines



La structure des acides aminés

R = alcool, chaîne aliphatique, groupe aromatique…



Acides aminés hydrophobes

Acides aminés « spéciaux »

Différents types d’acides aminés



Acides aminés polaires 
non chargés

Acides aminés basiques
Acides aminés 

acides

Les Acides aminés hydrophiles



Les protéines sont formées par condensation 

Acide Amine

Amide





Dimensions



Niveaux de structure

Structure primaire = séquence en acides aminés

Structure secondaire = arrangement entre acides       
aminés proches dans la séquence

Structure tertiaire = repliement de la chaîne peptidique       
structure stabilisée par interaction entre       
acides aminés éloignés dans la séquence 

Structure quaternaire = arrangement de plusieurs 
chaînes peptidique entre elles       





Structure secondaire: hélice α



Structure secondaire: feuillet β



Structure tertiaire 

Tailles théoriques correspondant à différentes conformations d’une même protéine





Différents types de structure quaternaire
– Fibre
– Globule
– Oligomères : petits polymères



Biochimie

Spectrométrie de masse

Spectroscopie

Microscopie électronique

RMN

Diffraction des rayons X…

R
ésolution

Détermination expérimentale de la structure



Chaque AA existe dans deux conformations
2100 ~ 1.3 x 10 30 conformations

Vitesse de conversion entre 2 conformations 
< 1013 s-1

Une recherche au hasard à travers l’ensemble de 
conformations nécessiterait 

1.3 x 1017 s  ~ 4 milliards d’années  !!!!

Le paradoxe de Levinthal



Paysage 
énergétique
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De l’ADN aux protéines et aux fonctions

Relation structure / fonction des protéines
-Contraction, mouvement (muscle) 
-Prise en charge et modification des substrats par les enzymes
-Reconnaissance : protéines complémentaires
-Assemblage, oligomérisation, polymérisation
-Structure dynamique



Les bactéries



Les bactéries

Cellule humaine

Noyau : ADN

Cytoplasme

Bactérie

Pas de noyau : ADN dans le cytoplasme

Membranes différentes

Taille : 0,5 à 3µm

Membranes



Pseudomonas aeruginosa

• Bacille motile : un flagelle
• Bacille pyocyanique : sécrète des pigments
• Habitat naturel : sol, lacs, plantes, surfaces humides ….

• Pathogène opportuniste
• 30% des infections nosocomiales 
• patients immunodéprimés (cancer, SIDA, brulés…)

- mortalité moyenne de 35% (50% dans les septicémies)
- résistance aux antibiotiques en augmentation

• Mucoviscidose
- 75% des décès des patients



Appendices bactériens

pili, fibres, fimbriae, flagelle, injectisomes…

• structures « poilues »
• composées souvent d’une protéine assemblée en « fibre »



Les systèmes de sécrétion des bactéries à gram-

COOHNH2

Sec

Sécrétion milieu extracellulaire Injection dans cellule hôte

SST1 SST2 SST5 SST4 SST6

?

?

Ba
ct
ér
ie

Enzymes de dégradation
Adhésines

Toxines, ADN

Sec

SST3

ATP
ATP ATP

ATPATP

ATP ATP



machineries d’export de P. aeruginosa

TPS CUP

Flagellum
(T3SS)

EPS

T1SS

T2SS

T3SS T6SS

Type IV pilus



Pathogénie bactérienne 

Sécrétion de Type III :
•Injectisome
•Aiguille (sécrétion)
•Translocon
•Toxines (effecteurs)
•Chaperonnes (convoyage et repliement)

Thèmes de recherche :
1/ composition et structure de l’injectisome
2/ assemblage des éléments
3/ sécrétion & injection 
4/ effets du SST3 sur la cellule hôte 
5/ drogues anti-infectieuses ?



BACTERIES MALADIE VECTEUR CHARACTERISTIQUES

Pseudomonas 
aeruginosa

maladies 
nosocomiales /
mucoviscidose

faille dans les 
défenses de 

l’hôte

infections difficiles à traiter, 
récurrentes

Yersinia pestis peste présence de 
rats/puces

bactériémie/fièvre importante
delirium/décès en 3-5 jours

Salmonella typhi
Shigella

dysenteriae

Fièvre typhoïde

dysenterie à bacille

eau contaminée, 
mauvaises 
conditions 
sanitaires

Malaise/fièvre/décès, 
Mortalité infantile

E. coli
(enteroinvasive)

diarrhées crampes/diarrhées 
Douleurs abdominales sévères

Maladies infectieuses causées 
par les bactéries à gram négatif



Effets induits par le SST3

mutant ne possédant 
pas le SST3

*induction de le mort cellulaire : Yersinia, Salmonella, Shigella….

Macrophage infecté
par Shigella

*entrée de Salmonella *lésions induites par E. coli
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Il est possible de : 
-Modifier ou inactiver un gène dans les bactéries : souches mutantes
-Utiliser un gène pour faire produire la protéine correspondante : 
protéine recombinante

Nos outils



Identification
des gènes

BibliographieBioinformatique

Modification
des gènes

Inactivation
des gènes

Phénotype

-Assemblage
-Sécrétion
-Infection

Etudes
biochimiques

Obtention des
protéines

Etudes
structurales

-Fonctions
-Assemblage
-Interactions

-Structure
-Assemblage
-Interactions

Stratégies d’étude



• PAGE (Polyacrylamide gel electrophoresis) : SDS-PAGE

Analyse des protéines par Gel d’acrylamide



Nos outils

Protéines
références

Milieu 
de culture

Induction in vitro du SST3
Sécrétion de protéines

Pr
ot

éi
ne

s d
u 

SS
T

3
sé

cr
ét

ée
s

Fibroblastes
non infectés

Fibroblastes
infectés (3h)

Effet du SST3 sur cellules

Identification



Cellules  de l’immunité attaquée 

par un essaim de

P. aeruginosa (vert grâce à
protéine fluorescente, GFP)

=> Mort de la cellule (lyse)

Nos outils



Microscopie électronique

20 nm

5 nm

50 nm

Microscopie électronique

8 nm

4 nm

Structure macro-moléculaire du SST3

Toxines
+ Chaperones

Base

Energie

Aiguille de 
sécrétion

50 à
80 nm

7 nm

2 à 3 nm

Diffraction rayonX
Model /microscopie

Antigène V

100 nm

Microscopie électronique
moyenne de dizaines de clichés

Pore de
translocation
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Microscopie électronique :
Oligomères (assemblages)

Structure de la base

Rayon X : structure 
atomique des monomères

Modèle (fitting) de la 
structure fine des oligomères



Les translocateurs : PopB et PopD

Aspects structuraux ?
Fonctionnalité ?

PopD

PcrH

Schoehn et al, EMBO J 2004

Liposome

transport

PopB

PopD

cytoplasme bactérien
(associées aux chaperonnes)

PcrH

Pore membranaire

Biophysique : spectroscopie



Collaboration : Vincent Forge (CEA-Grenoble)

PopD

PcrH

Molten globule

Complexe
PcrH/PopD
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Assemblage du translocon Pop 

-Dichroïsme circulaire
- UV lointains : structure 2aire

- UV proches : structure 3aire

Dichroisme circulaire :

-Absorption polarisée de la lumière

-Propriétés optiques des acides aminés

-Dépend de leur environnement



- Energétiquement favorable

W

Excitation
280nm Emission

532nmFRET

Liaison à la membrane

Collaboration : Vincent Forge (CEA-Grenoble)
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Assemblage du translocon Pop 



: synergie
Ø 4nm

0 Temps (s) 600

Formation de pores

Liaison à la membrane

0                 Temps (s)                80

Molten globule
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- Energétiquement favorable

Liposome
Fluorochrome

Self-quenching

Fluorescence
PopB
PopD

Sulforhodamine B

Assemblage du translocon Pop 



Translocateur du Type III

insertion
complex

dissociation

Toxine (toxine diphtérique) 

dépliement
pH…

insertion

Collaboration : Vincent Forge, Viviana Job et Andrea Dessen 

Assemblage du translocon Pop 

Oligomérisation ?



Insertion du translocon dans les membranes

Utilisation de bactéries mutantes possédant ou non 
les protéines du translocon PopB et PopD et 

l’adaptateur PcrV

Infection de globules rouges - Hémolyse -
Identification des protéines dans les membranes



L’antigène V et pore de translocation

0

20

60

100

0 2 4 6 8 10 12

%
d'

hé
m
ol
ys

e

μg anticorps

α-PcrV α-PopD

Protéine 
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membranes
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L’antigène V est nécessaire à l’insertion du pore



L’antigène V se situe au 
sommet de l’aiguille
Oligomérisation ?

Localisation de PcrV au sommet

LcrV PcrV



Des changements
de conformation lors 
de la sécrétion

Ø 2-3 nm

Oligomerisation de l’antigène V



Chromatographie

Phase immobile

Phase mobile

Séparation selon la taille ou d’autres 
propriétés physico-chimiques



Chromatographie d’exclusionChromatographie d’exclusion

Oligomerisation de l’antigène V

Séparation selon la taille
Grandes protéines petites protéines



Identification de la masse de composés ionisables

Spéctrométrie de masse



Monomère Dimère
Trimère

Tétramère

Spectrométrie de masse native
Microscopie électronique à transmission

Oligomerisation de l’antigène V
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L’aiguille du SST3 est formée par PscF



PscF est complexée à deux regulateurs de polymérisation

D AO C

volume (mL)
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L’heterotrimère est conservé dans
plusieurs pathogenes

Sans cette partie =
non polymérisation et  non cytotoxique 



Structure du complexe ternaire

TPR-like fold
Resolution: 2.0 Å
Rfree: 0.235
Rwork: 0.207



L’interface entre PscF et PscG est
essentielle pour la cytotoxicité

H1 >> L82, I85
H3 >> I81, I85
H5 >> L74, L77, M78, I81
H7 >> V70, L77



Non infecté

Infecté

Mutant 
PscG*W73F105

Un mutant de PscG est incapable d’injecter les toxines

Fibroblasts GFP-actine



Assemblage du flagelle par le T3SS
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Structure de PcrV

* domaines Nter et Cter globulaires

Derewenda et al., Structure, 2004

* coiled-coil intramoléculaire 
(α7 et α12)
Leu Zipper (LX3LX2LX3L)

* interaction avec LcrG : Coiled-coil
intermoléculaire (α7 V et Nter de 

G)

Ouverture LcrV possible

Hypothèse : formation dimères têtes bêches par échange de domaines



Pilicides target chaperon/pilus complexes

Adhesion/biofilm



Complexe PscE-PscF-PscG comme cible thérapeutique
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Temperature scanning circular dichroism

WT

V70K/I77K

M78K/L82K

L74K/I81K

La face hydrophobe de PscF stabilise l’aiguille

WT
M78K/L82K

PscF1-67: no polymers
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