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Les Protéines



Les protéines

- Les protéines sont des macromolécules
* Polymeres d'acides aminés
- Importance fonctionnelle

- Enzymes
- Récepteurs
* Régulateurs
- Role structural
* Moteurs
* Acteurs du vivant




La structure des acides aminés

COO~
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R = alcool, chaine aliphatique, groupe aromatique...



Différents types d'acides aminés
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Les Acides aminés hydrophiles
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Les protéines sont formées par condensation

Amine

p1 Acide H R
H31<T—(|3H—C—OH + HN—CH—_COO"
(||)
H,O — N H,0
R! H R

| -
H,N—CH—C—N—CH—COO"

| -
O Amide




| CH, CH,
N “cfi

(|3H20H 1|{ H }|ICH2 P|I(|3H3 P|ICH2
H,N—C——C—N—C—C—N—C—C—N—C—C—N—C—COO"
H O H O H O H O H

Amino- Carboxyl-
terminal end terminal end




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 chaine peptidique
structure stabilisée par interaction entre
acides aminés éloignés dans la séquence

Structure quaternaire = arrangement de plusieurs
chdines peptidique entre elles



Primary protein structure
i sequence of a chain of aming acids

Pleataed sheat Alpha helix

Secondary protein structure
‘ oocurs whan the sagquance of armino acids

&ra linksd by hydrogen bonos

Fleated sheei

Tertiary protein structurne

oCcurs whan cariain attrachons ans pressnt
betwaan alpha helicas and plestad shaats

Quaternary protein structure
IE 8 FI'IZHBII'I l:l:lI'IEIEIJﬂg of more than one
amine acd chan




Structure secondaire: hélice o

(B)




Structure secondaire: feuillet




Structure tertiaire

B Conformation
2,000 = 5 A

a Helix )
o0 = 11 A

Native globular form

130 = 30 A

Tailles théoriques correspondant a différentes conformations d’une méme protéine



Liaison H —:

Feuillet béta

s s Protéine
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Différents types de structure quaternaire

— Fibre
— Globule
— Oligomeres : petits polymeres

B chain

« chain

(a) Collagen (b) Hemoglobin
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Détermination expérimentale de la structure

" Réference | . & e |
ADP . 3 % o ‘
110 4 l ¢ . ; .‘ o
@ b &
Biochimie ~ 4P
Spectrometrie de masse z %3
Spectroscopie
Microscopie électronique
RMN

\/ Diffraction des rayons X...




Le paradoxe de Levinthal

Chaque AA existe dans deux conformations
2100 ~ 1.3 x 10 3% conformations

Vitesse de conversion entre 2 conformations
< 1013 s-l

Une recherche au hasard a travers I'ensemble de
conformations nécessiterait
1.3 x 1017s ~ 4 milliards d'années |l



Paysage
énergétique

Y / ] Free energy




De I'ADN aux protéines et aux fonctions

(@"
QgQ

ADN - ARN - AA - Protéine - Fonction
—_— e —

Code génetique Code du repliement

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

Taille : 0,5 a 3ym

Pas de noyau : ADN dans le cytoplasme Cytoplasme

Membranes différentes

Membr'anes
Bactérie
Cellule humaine




Pseudomonas aeruginosa

I~
- Bacille motile : un flagelle '] oAy

- Bacille pyocyanique : sécréte des pigments e,

* Habitat naturel : sol, lacs, plantes, surfaces humides ....

» Pathogene 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 déces des patients



Appendices bactériens

pili, fibres, fimbriae, flagelle, injectisomes...

- structures « poilues »
» composées souvent d'une protéine assemblée en « fibre »




Les systemes de sécrétion des bactéries a gram-

Sécrétion milieu extracellulaire

A

'l N
SST1 SST2 SSTH

Enzymes de dégradation
Adhesines

COOH

Bactérie

llllllllll

llllllllll




machineries d’export de P. aeruginosa

s Flagellum

Type IV pilus (1355)



‘Injectisome

*Aiguille (sécrétion)

*Translocon

‘Toxines (effecteurs)

‘Chaperonnes (convoyage et repliement)

1/ composition et structure de l'injectisome
2/ assemblage des éléments

3/ sécrétion & injection

4/ effets du SST3 sur la cellule hote

5/ drogues anti-infectieuses ?



Maladies infectieuses causées

par

les bactéries a gram négatif

BACTERIES

MALADIE

VECTEUR

CHARACTERISTIQUES

Pseudomonas
aeruginosa

maladies
nosocomiales /

mucoviscidose

faille dans les
défenses de
I'hote

infections difficiles a traiter,
récurrentes

Yersinia pestis

peste

présence de
rats/puces

bactériémie/fievre importante
delirium/décés en 3-5 jours

Salmonella typhi

Fievre typhoide

eau contaminée,

Malaise/fievre/déces,

Shigella mat:jv.aises Mortalité infantile
: dysenterie a bacille conditions
dysenteriae 14 sanitaires
E. coli diarrhées crampes/diarrhées

(enteroinvasive)

Douleurs abdominales séveres




Effets induits par le SST3

*entrée de Salmonella *|ésions induites par E£. coli

*induction de le mort cellulaire : )’ersm_/b, Salmonella, Shigella....

K 4 - N % £ ; '
S '-: & 1
¢ 'A‘ 4 * R I vt i ‘ o
P ': ¥ B . f s )
P S o
# am 4

mutant ne possédant

Macrophage infecté | pas le SST3

par Shigella



Nos outils

ADN - ARN - AA - Protéine - Fonction
—_— e —

Code génétique Code du repliement

Il est possible de :

-Modifier ou inactiver un géne dans les bactéries : souches mutantes

-Utiliser un gene pour faire produire la protéine correspondante :
protéine recombinante



Stratégies d'étude

Bibliographie

Bioinformatique

-Structure -Fonctions -A§sefgblage
-Assemblage -Assemblage -Sécrétion
-Infection

-Interactions -Interactions




* PAGE (Polyacrylamide gel electrophoresis) : SDS-PAGE

E

| . Melange de proténes denaturées
; et chargées negativement (2105

Gel

| —"

Séparation en fonction
de 1a taille

Electrophorése




Protéines du SST3

sécrétées

Effet du SST3 sur cellules

Induction in vitro du SST3
Sécrétion de protéines

Milieu Protéines

de culture références
F— Fibroblastes

= non infectés =
| et g
{= e 4 ’ Fibroblastes
e infectés (3h)
— —

Identification

40.00 ym




Nos outils

Cellules de immunité attaguée
par un essaim de

P. aeruginosa (vert grdce a
protéine fluorescente, GFP)

=> Mort de la cellule (lyse)




Structure macro-moléculaire du SST3

S / ' eélgetonique
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Toxines Microscopie électronique
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Structure de la base

Microscopie électronique :
Oligomeres (assemblages)

Rayon X : structure

A*Am:‘l 2 AAH m‘n‘m;nﬂﬂ

eres




Les translocateurs : PopB et PopD

PopB N\ g™~ . 2% 2

— 88
PopD /‘\ NI
cytoplasme bactérien transport Pore membranaire

(associées aux chaperonnes)

- = sy m
" Lipgsome —
s o
PopD
P e — L Cbg
Aspects structuraux ? |
PerH Fonctionnalité ?

Biophysique : spectroscopie Swemoetal cBo 2004




Assemblage du translocon Pop

st AN OR B

N TN

Molten globule
PcrH PerH

-Dichroisme circulaire
- UV lointains : structure 2¢ire Pim%eoxeb
- UV proches : structure 3aire P

Ellipticité

250 A (nm) 320

Dichroisme circulaire :
-Absorption polarisée de la lumiere
-Propriétés optiques des acides aminés

-Dépend de leur environnement

Collaboration : Vincent Forge (CEA-Grenoble)



Assemblage du translocon Pop

Molten globule 0
= —
- Energétiquement favorable = PcrH -
J d w Complexe PerH
PcrH/PopD
250  (hm) 320
Liaison a la membrane g
Excitation w
280nm L T T '
Emissign Temps (s) 80
FRET \ / 532nm
Lt I?
I
B

Collaboration : Vincent Forge (CEA-Grenoble)



Assemblage du translocon Pop

st AN OR B

Molten globule

Ellipticité

- Energétiquement favorable PcrH
Complexe
PcrH/PopD
250 A (nm) 320
Liaison a la membrane :
u_g_ PcrV
éTapeS diSTinC'I'eS 0 l Tc;,mps (s) l 60
PopB/D

ce

N Hpgsome = Fluorescence
Formation de pores: s é@chrém o
Pap " :>: o

Self-quenching | ¥ % Sulforhodamine B

0 Temps (s)




Assemblage du translocon Pop

Translocateur du Type llI

complex

[

dissociation

insertion

Toxine (toxine diphtérique)

Collaboration : Vincent Forge, Viviana Job et Andrea Dessen




Insertion du translocon dans les membranes

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

Red Blood Cells

Utilisation de bactéries mutantes possédant ou non
les protéines du translocon PopB et PopD et
I'adaptateur PcrV



L'antigéne V et pore de translocation

AV

wt  ABD AV +pcrV
/. e — P B
Protéine ' | | k—-ap
dans les <« PopD

membranes .
_ - [ ]epey

Hémolyse + - +

L'antigéne V est nécessaire a l'insertion du pore

....... T a-PerV... T ... o-PopD

%
d'hémolyse

0 2 4 6 8 10 12
ug anticorps




Localisation de PcrV au sommet

LcrV PcrV

L'antigéne V se situe au
sommet de l'aiguille
Oligomérisation ?




Oligomerisation de I'antigene V

Des changements
de conformation lors
de la sécrétion




Phase.mabile

a»®
Lo ] [] ]

__________________________________ S S S e ST N N

Phase immobile

Carotene

FaRoghye Séparation selon la taille ou d'autres
propriétés physico-chimiques




Oligomerisation de I'antigene V

PcrV non traite

i ;']t )

Absorbance relative (280 nm)

0 50 100 150

Volume d’élution

Chromatographie d'exclusion
Séparation selon la taille
Grandes protéines petites protéines




Spéctrométrie de masse

Identification de la masse de composés ionisables

acceleration area

sample inlet

lonisation
ares

/

flight path

light ions
. ;
T

heavy ions

3

|i|:|n-|:|etect|:|r

e

vacuum charmber

F|
%

b
"

tirme measurement



Oligomerisation de |'antigene V

PCRV denat/Renat 25mM 30.21
210607LD_05 19 (0.354) Sm ( ISES*
2.02¢3
1004 .7210.619
.60+0.55
24¢ 74%1.20
.77+0.00
i
- N\
amere
28 B ——
%
[ T T
T
A21
B42 4750 500
C63 A17
e -
e 1904.1431
- ) M AU L Do e I ot It i i " i ;
e MIZ
- 1500 1750 2000 ' 2250 2500 2750 3000 3250 3600 3750 4000 | 4250 4500  475Q ' 5000 5250 5500 5750
J Microscopie electronique a transmission

— Spect

T T e Tt

rométrie de masse native




L'aiguille du SST3 est formée par PscF

exsD pscB C D EFG H'I

PscF

80

P4

icite

| ] |

WT  APscF APop

% cytotox
S




ion

1.

ymérisa

pol

deux regulateurs de

N\

L4

ee a

PscF est complex

L

K

J

EEG H I >|>>

D

exsD pscB C

PscF

A

>
| ==

)

00

1

80

60

40

20




L'heterotrimere est conservé dans
plusieurs pathogenes

Sans cette partie =
non polymérisation et non cytotoxique

N
4 A

C-ter a-helix
PSCF 0Q000000000000Q00Q
1 10 20 30 40 50 60
PscF F.a sis ranate ML BN e sisenirs wrsatee, wF NPGNTHD TVANALKEQANAANKDVNDATKAL|Q G TDNADN[FA LI®NE LEIH K[T|N KW
¥scF Y.p +e+..MSNFSG..........FTKGTDIADDAVAQTLKKPADDANKAVNDSIAALKDKP. .D] LLHSINK
¥scF Vv.p +e.. MS.FYD.............ATNSVNEDDVKTKLEQQAKDANKSVTDATKNLETNA . . DDIZS KIFNF LIHATN K
LscF A.| MPSK QSQYLTQQKETIMAQIFTSATTVNTDKVADQLKKQADTANSDVNDAITALKDGP . .DN|ZALI®AD L[FHK|I|N K|
MxiH s ©++..MSVT............VPDKDWT. .4SSLISETFDDGTQTLQGQLTSALNALAENP . . SN|J0 LI#AF ¥[}]S KIS E
AscF A h .+ .MAIERFFDNG...........GDNNNTADSVAKALKDQANESNQAVNKAIADMKTAP . . DN|JA LI#NE LIJHK[IN K

PscE 20

Q00000 00
40 50 60

1 10 20

PScE P.a M S.VRADGTHAAALRQ ELJAR[EAGPERFQIFLQQQAREILEGGLGILISQLTED . . . . . .

YscE Yp . H.NVET. .VRS|I|TM DMMR[EJGDAKQY RESKI\LESAIAIIHYVAGDLK....

¥YscE Vp : INND[LISGIEVQNIK S| DL{ECPPQOYQILLLKQYEYY TAAQUVVIETYEANQK. . . .

YScE P/ . F .GRADPSYVNE|I|QH RILIRC[EHGSVQEY LEADENIQAAITILNTTEGDHHGPNF

ASCE Ah M S .GADPAFSRELRD DILILR{EGTTQOFREWQQQADINIEAGMKILEQIEGA. .. . . .
H2 H3 H4 H5 Ho6 H7

PSCG 0000000000000 00000 000 Q00000000000 00000000Q00000Q
30 a0 50 60 70 80 0 100 10

PscG P.a cEEEL cCBEYEWERLGQ . D R RFACEFLAFAH. . GNPWE [LE [TFE¥ACE [HUcLic AALID REIUAGLIGGSSDP
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Structure du complexe ternaire

/ Resolution: 2.0 A

TPR-like fold Rfree: 0.235
Rwork: 0.207



L'interface entre PscF et PscG est
essentielle pour la cytotoxicite

| D e e —— gac
© @O VAP QP \,.:s.ﬁwg.go

¢ ©
L

S S Exp

H1 > L82, I85
H3 > I81, I85
H5 > L74,L77, M78, 181
H7 >»> V70, L77




Un mutant de PscG est incapable d'injecter les toxines

Fibroblasts GFP-actine

Mutant

Cellule héte

Cellule

bactérienne 7 N
) *)

ATPase, PscN




Assemblage du flagelle par le T3SS
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Structure de PcrV

Derewenda et al., Structure, 2004

* domaines Nter et Cter globulaires

* coiled-coil intramoléculaire
(a7 et al2)
Leu Zipper (LysLyoLysl)

* interaction avec LcrG : Coiled-coil
intermoléculaire (a7 V et Nter de
G)

Ouverture LcrV possible

Hypothése : formation dimeres tétes béches par échange de domaines




Rationally designed small compounds inhibit pilus
biogenesis in uropathogenic bacteria

Jerome S. Pinkner*, Han Remaut*, Floris Buelens!, Eric Miller*, Veronica Aberg*, Nils Pemberton*, Mattias Hedenstrom?,
Andreas Larsson?®, Patrick Seed*, Gabriel Waksman'$, Scott J. Hultgren*S, and Fredrik Almqvist*s

Pilicides target chaperon/pilus complexes

C ™ Adhesion/biofi

904

804
704
604
504

% Inhibition

404
309
204
104

e
3.600 0.720 0.360 0.180 0.090 0.045
Pilicide Concentration (mM)
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La face hydrophobe de PscF stabilise I'aiguille

Temperature scanning circular dichroism

_ L74K/I81K /'_/
g V70K/T77K
7® : M78K/L82K

corr.residue ellipticity (10 deg.mol .cm )

102030405060 7080 90—

temperature ("C)

" M78K/L82K

n

wWT

\

“ PscF1-67: no polymers

!
!

. |

L

I‘.“

i \& \
-’. .." .l'. L'. \ -

Absorbance 280nm

Vo 43 25 13.7 kDa
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